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DESCRIPCION
Corroles para neuroproteccion y neurosanacion
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere a la neuroproteccion y neurosanacion y, particularmente a complejos de metales de
transicion de corroles para ser usados como agentes neuroprotectores y neurosanadores para ser usados en el
tratamiento de la diabetes y enfermedades y trastornos neurodegenerativos y a algunos nuevos complejos metdlicos
de corroles.

Antecedentes de lainvenciéon

La investigacion sobre las causas de las enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson (PD),
enfermedad de Alzheimer (AD), enfermedad de Huntington (HD) y esclerosis lateral amiotréfica (ALS, una
enfermedad de las neuronas motoras), asi como de la diabetes, ha estado alentada en parte por la frustracion sobre
los inconvenientes de los farmacos disponibles para el tratamiento. El verdadero objetivo de una terapia debe ser
finalmente identificar el proceso de la enfermedad antes de que sean reconocidos los sintomas y desarrollar nuevos
farmacos para evitar el progreso de la muerte celular. Claramente son necesarias nuevas estrategias terapéuticas
para las enfermedades neurodegenerativas que se deben enfocar en la neuroproteccidon o neuro-restauracion, asi
como a ralentizar el procedimiento de muerte o provocar la neuro-restauraciéon a través de la neurogénesis,
respectivamente. Los estudios neuropatoldgicos convergen en un concepto comun, considerando las enfermedades
neurodegenerativas como multifactoriales, en las que estan implicados diversos mecanismos en una cascada de
acontecimientos que incluye muchas trayectorias bioquimicas y sefializadoras.

La investigacion continuada ha indicado claramente que las terapias dirigidas a bloquear procesos oxidativos que
incluyen especies reactivas de oxigeno (ROS), produccién de o6xido nitrico (NO), polifenoles antioxidantes
suministrados en la dieta, agentes antiapot6ticos como inhibidores de canales de calcio y caspasas, inhibidores de
farmacos bioenergéticos de transmision de glutamato y queladores de hierro serian una aproximacion considerable
en una monoterapia o como parte de una formulacién de un conjunto antioxidante para el tratamiento de estas
enfermedades (Youdim et al., 2005; Mandel et al., 2007a). Lo razonable es que la manipulacion simultanea de
multiples dianas deseadas en el sistema nervioso central (CNS) ejerza una mayor eficacia terapéutica (Mandel et al.,
2007b). La acumulacién y el depésito de hierro en el cerebro pueden provocar una enorme gama de trastornos del
CNS que incluyen PD, AD, enfermedad de estructuras de Lewy, HD, ALS, esclerosis midltiple (MS),
aceruloplasminemia, ataxia de Friedreich y neurodegeneracion con acumulacién de hierro en el cerebro. Ademas de
ello, se conoce que el hierro se acumula en el cerebro como una funcién de la edad, de una manera especifica para
las células, particularmente en zonas del cerebro que son susceptibles a un deterioro neuronal. Esta bien
establecido que el hierro precipita en la quimica de Feton, reaccionando con peréxido de hidrégeno (H.0.) para
producir las més reactivas de todas las ROS, el radical hidroxilo. La formacién de este ultimo, combinada con el
agotamiento de antioxidantes enddgenos, particularmente glutation reducido en tejidos (GSH), la trayectoria mas
comun del depdsito de hierro en el cerebro conduce a una tensién oxidativa (OS). El hierro facilita también la
descomposicién de peroxidos de lipidos para producir radicales libres relacionados con oxigeno altamente
citotoxicos. La OS relacionada con radicales libres provoca el deterioro de DNA, lipidos, proteinas y finalmente la
muerte celular asociada a las enfermedades neurodegenerativas.

Estd ampliamente aceptado que las ROS participan en el desarrollo uy el progreso de la diabetes Mellitus (DM) y
sus complicaciones. Las células beta tienen una capacidad reducida de escindir radicales libres y son muy sensible
a la accion de las ROS y las especies de nitrdgeno reactivas (RNS) debido a su sistema escasamente antioxidante
(bajos niveles de GSH y de la enzima catalasa que descompone H,05). Estos hechos se cree que son responsables
de la elevada sensibilidad de las células productoras de insulina a diversos ataques que conducen a su destruccion
y dan lugar a la diabetes.

Misteriosamente, algunas lineas de evidencia indican que las causas del desarrollo de PD, AD y DM comparten
etiologias comunes, en lo que respecta particularmente a su origen neuroendocrino comun y la funcién de la tension
oxidativa/nitrosativa en el procedimiento de la muerte celular. Por tanto, se puede especular que las enfermedades
neurodegenerativas y la DM pueden ser prevenidas por tanto, se puede especular que las enfermedades
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neurodegenerativas y la DM pueden ser prevenidas y/o los efectos dafiinos de las ROS reducidos, mediante la
administracion de depuradores de radicales libres y compuestos antioxidantes, como parte de una aproximacion de
polifarmacologia o en forma de un farmaco citoprotector de actuacion multimodal destinado a tratar las diversas
etiologias de estas enfermedades.

Ademas de las ROS, esta indicada la funcion destacada de las RNS en las fases tempranas de numerosas
enfermedades, incluso aunque el resultado final en términos de mal funcionamiento especifico o enfermedad difiera
sustancialmente en cada caso (Shah et al.,, 2007). Consecuentemente, los antioxidantes endégenos y exdgenos
(derivados de la dieta) se espera que desempefien una funcion principal en la prevencién del deterioro
oxidativo/nitrosativo a biomoléculas vitales, pero muchos compuestos que muestran potentes propiedades
antioxidantes in vitro no consiguen mostrar efectos beneficiosos in vivo. Una clave para una posible resolucion de
este conflicto aparente surge de la evidencia creciente que indica una funcion crucial para los residuos de proteinas
nitrados (principalmente nitrotirosina) en todas estas enfermedades (Mohiuddin et al., 2006). Esto sugiere que las
RNS excesiva no son neutralizadas por los antioxidantes naturales tan eficazmente como las ROS.

Una especie particularmente perjudicial es el peroxinitrito (HOONO) (PN), formada a través de una interaccion ultra-
rapida entre el anién superoxido (O2) y NO, cuya escision homolitica conduce al radical hidroxilo (OC3 en un
entorno con elevado contenido de CO;) y NO,, las ROS y RNS mas reactivas (Goldstein et al., 2005). Estas
especies (y los radicales secundarios derivados de ellas) se considera que estan involucradas en el deterioro de una
amplia diversidad de moléculas (Szabo et al., 2007). En contraste con otros precursores de ROS y RNS, el
peroxinitrito (PN) es particularmente toxico, ya que no hay un sistema de defensa biolégica intrinseco contra el
mismo, y todos los antioxidantes cataliticos naturales (incluidos SOD y enzima catalasas) no reaccionan con PN mas
rapido que las biomoléculas vitales (Szabo et al., 2007). Esto llama al desarrollo de reactivos sintéticos que pudieran
actuar sobre el PN y neutralizarlo mediante una o mas de las siguientes vias: a) interferir con su formacion
eliminando sus precursores (02" y NO); b) descomponerlo rapidamente en productos biolégicamente benignos; c)
reparar el deterioro provocado por el mismo. Los avances principales en este campo estan en los catalizadores de
descomposicién basados en metaloporfirina de peroxinitrito, que parece que son eficaces para tratar ciertas
enfermedades que estan relacionadas con la tension oxidativa/nitrosativa (Wu et al., 2003; Liang et al., 2007).

Sin embargo, se debe adoptar una nota de precaucién cuando se trasladen los descubrimientos in vitro a cualquier
sistema particular in vivo (Schlieve et al, 2006). Por ejemplo, el farmaco anti-cancerigeno destacado cisplatino se
hace terapéuticamente inactivo muy rapidamente debido a su fuerte union a la albumina del suero. Este tipo de
limitacion es incluso mas grave para tratar enfermedades neurodegenerativas porque el farmaco potencial debe ser
capaz de atravesar la barrera hematoencefélica (BBB).

Los corroles son macrociclos de tetrapirrol estrechamente relacionados con las porfirinas, con un atomo de carbono
menos en la periferia externa y un protdbn de NH mé&s en su ndcleo interno. Los corroles son mucho menos
conocidos que las porfirinas y su sintesis se considerd que era muy compleja, hasta que ha sido descrito un
procedimiento sencillo para la sintesis de corroles en el documento US 6.541.628.

El documento 6.730.666 describe porfirinas y corroles Utiles para la inhibicion de la proliferacion celular mediada por
la actividad de tirosina quinasa receptora del factor de crecimiento, por ejemplo, para la inhibicién de la angiogénesis
o la proliferaciéon de células de musculos lisos vasculares en trastornos que incluyen aterosclerosis, fallo cardiaco
hipertrofico y restenosis port-quirirgica y de la proliferacién y migracion celular en el tratamiento de tumores
primarios y metastasis. Los corroles definidos en esta patente estan exentos de metales y carga positiva y el Gnico
corrol definido en la misma, triyoduro de 5,10,15-tris[2,3,5,6-tetrafluorofenil-4-(N-metil-2-piridilio)]-21H,23H-corrol, se
mostré que inhibia la aparicion de metastasis pulponares en un modelo de animal.

Los corroles pueden quelar una diversidad de iones metalicos y, una vez unidos, los metacorroles son mucho menos
propensos a una disociacion de metal potencialmente téxico que las metaloporfirinas analogas. Los co-inventores en
la presente invencion han demostrado en dos publicaciones recientes que los complejos de hierro (Ill) y manganeso
(I de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)-2,17-bis(acido sulfonico)corrol (descritos en el documento US 6.939.963) son
excelentes catalizadores para la descomposicion de dos importantes moléculas reactivas, peréxido de hidrégeno y
peroxinitrito (Mahammed et al., 2005; Mahammed and Gross, 2006, Aviv et al., 2007). Se proporcioné una evidencia
firme a favor de un mecanismo de desproporcionacién de H,O, y peroxinitrito (HOONO): el primero sirve como
oxidantes para transferir el corro de manganeso (lll) en forma del complejo de (oxo) manganeso (5), que
seguidamente utiliza las mismas moléculas como reductores para retornar a manganeso (Ill). Se obtuvo una vision
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mecanistica menos detallada para el complejo de hierro, pero las velocidades cataliticas se encontré que eran
mayores que las del complejo de Mn y aparentemente indujo una isomerizacion en lugar de una desproporcionacion
del peroxinitrito. La accién muy rapida del complejo de hierro y el mecanismo Unico adoptado por el corrol de
manganeso (ninguno otro de los complejos de manganeso es capaz de descomponer ROS y RNS cataliticamente
en ausencia de co-reductores, Gershman et al., 2007) sugieren un valor afiadido significativo de estos complejos en
los esfuerzos continuados dedicados al desarrollo de catalizadores sintéticos que puedan neutralizar o evitar la
formacion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno.

Sumario de lainvencién

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un complejo de metal de transicion de un corrol anfifilico, un
isémero 6ptico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para ser usado en neuroproteccion y
neurosanacion, particularmente para el tratamiento de diabetes o de una enfermedad, trastorno o estado
neurodegenerativo.

El corrol anfifilico es preferentemente un 5,10,15-tris-aril- o 5,10,15-tris-CF3z-corrol y dicho complejo de metal de
transicion del corrol anfifilico tiene mas preferentemente la formula | definida con posterioridad en la memoria
descriptiva.

La presente invencion proporciona adicionalmente un corrol que contiene propargilo que porta uno o0 mas radicales
sustituidos con un grupo propargilamino 0 uno 0 mas radicales heteroarilos que contienen nitrégeno sustituidos con
propargilo en el atomo de N del anillo y composiciones farmacéuticas que los comprende.

El corrol que contiene propargilo es preferentemente un complejo de metal de transicién de un corrol anfifilico de
férmula | como se define con posterioridad en la memoria descriptiva.

Breve descripcion de las Figuras

Los complejos metalicos de corroles se presentan en las leyendas de las Figuras posteriores mediante una
abreviatura corta en letra negrita, como se usan en la presente memoria descriptiva. Los nombres completos de los
compuestos se muestran al comienzo de la seccion de ejemplos y sus formulas estructurales se exponen en los
esquemas 1y 2 al final de la descripcion, justo antes de las referencias.

La Fig. 1 muestra la descomposicion de peroxinitrito de 385 um a pH 7,4 y 25°C, verificada a A =302 Nm como una
funcién de la concentracion de corrol de manganeso (lll) 4C-Mn. Insercién: representacion grafica usada para la
determinacién de la constante de velocidad catalitica.

Las Figs. 2A-2B muestran la formacion de imagenes basadas en la fluorescencia in vivo de un ratén vivo antes (FIg.
2A) y 30 minutos después (Fig. 2B) de una inyeccion intraperitoneal de 19 mg/kg del complejo de corrol de galio 1C-
Ga. Los resultados son indicativos del traspaso de la barrera hematoencefélica (BBB) por 1C-Ga, el analogo
fluorescente de 1C-Fe y 1C-Mn.

Las Figs. 3A-3C muestran el efecto protector del corrol 1C-Fe, sobre lineas celulares beta clonales frente a la
toxicidad de peroxido de hidrogeno. (3A) efecto protector de corrol 1C-Fe sobre células INS-1E tratadas con
concentraciones crecientes de peréxido de hidrégeno (H202). (3B) efecto protector dependiente de la dosis de corrol
1C-Fe sobre células RIN-m tratadas con H>O- (35 ). (3C) el corrol 1C-Fe no muestra toxicidad cuando es aplicado
solo (sin H20,) a concentraciones hasta 50 pM. Los resultados representan la media £+ SEM de tres experimentos
independientes realizados bajos las mismas condiciones. *p < 0,05 frente a células tratadas con vehiculo.

La Fig.4 expone el efecto protector de corroles de hierro (Ill) 1C-Fe y 5C-Fe (en concentraciones de 1y 20 uM) con
relacion a su porfirina estructuralmente relacionada 1p-Fe, frente a la toxicidad inducida por A2O; (35 uM) en células
RIN-m. La lesién celular fue evaluada mediante el ensayo MTT. Los resultados representan la media + SEM de un
experimento representativo que se repiti6 dos veces con resultados similares, realizado bajo las mismas
condiciones. *p < 0,001 frente a células tratadas con vehiculo # p < 0,01 frente a la correspondiente porfirina.

Las Figs. 5A-5B muestran el efecto citoprotector de corroles y porfirinas sobre la linea celular RIN-m expuesta a
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H20,. (5A) efecto protector de corrol de hierro (lll) 1C-Fe y la porfirina estructuralmente relacionada 1P-Fe. (5B)
insuficiencia de los complejos de manganeso (lll) 1C-Mn, 2C-Mn y la porfirina estructuralmente relacionada 2P-Mn
para proteger frente al deterioro inducido por H,O,. Todas las concentraciones estan en uM. *p < 0,004, # p < 0,008.

Las Figs. 6A-6B muestran el efecto protector de corroles de hierro (lll) 1C-Fe y 5C-Fe frente a la toxicidad inducida
por linsidomina donante de o6xido nitrico (SIN-1), en células INS-1E y células RIN-m, respectivamente. Los
resultados representan la media + SEM de tres experimentos independientes realizados bajo las mismas
condiciones. * p < 0,05 frente a células tratadas con vehiculo.

Las Figs. 7A-7C muestran efectos comparativos entre (7A) en corrol de manganeso (lll) con carga positiva 2C-Mn y
su analogo con carga negativa 1C-Mn; (7B) el corrol con carga positiva de manganeso (lll) 2C-Mn y la porfirina
estructuralmente relacionada 2P-Mn; (7C) el corrol de hierro (Ill) con carga positiva 1C-Fe y la porfirina
estructuralmente relacionada 1P-Fe en células RIN-m expuestas a SIN-1. Los resultados son la media + error
estandar; los experimentos se realizaron dos veces con resultados similares realizados bajo las mismas condiciones.
*p < 0,005, # p< 0,001.

Las Figs. 8A-8B muestran efector neuroprotectores y neurosanadores de corroles de hierro (lll) 1C-Fe y 5C-Fe
frente a la muerte celular inducida por peroxido de hidrégeno en la linea de células SH-SY5Y de neuroblastoma
humano. (8A) efecto neuroprotector dependiente de la dosis de los corroles 1C-Fe y 5C-Fe sobre células CH-CY5Y.
(8B) neurosanacion de células CH-CY5Y con corroles 1C-Fe y 5C-Fe afiadidos 0,5, 1,5 y tres horas después del
ataque con H,0,. * p < 0,01 frente a células sin tratar.

Las Figs. 9A-9D muestran efectos comparativos de corrol de hierro 1C-Fe frente a porfirina estructuralmente
relacionada 1P-Fe en células SH-SY5Y expuestas a H,O,. Los compuestos 1C-Fe y 1P-Fe (1-50 uM) fueron
afadidos 30 minutos antes del ataque con H,O, (200 uM) durante un periodo posterior de 24 h. (9A) La viabilidad
celular fue evaluada mediante el ensayo MTT, y (9B) la muerte celular fue valorada usando el estuche de ensayo
ELISA de deteccion de la muerte celular apoptotica. (9C) el farmaco (1C-Fe) no muestra toxicidad cuando es
proporcionado (sin H»O,) a concentraciones hasta 50 uM. Los gréficos presentan resultados expresados como
porcentaje de testigo sin tratar. Los datos se expresan como media + SEM (n=6) de un experimento representativo
gue se repitid dos veces con resultados similares. $ p < 0,001 frente a testigo; + p < 0,001 frente a células tratadas
con vehiculo, # p< 0,001 frente a la correspondiente porfirina. (9D) Efectos de la neurosanacién del corrol 1C-Fe
frente a la muerte celular inducida por H20 en linea celular CH-CY5Y de neuroblastoma humano. Las células CH-
Cy5Y se dispusieron en placas de microtitulacion (96 pocillos) en DMEM-Eagle/F-12(HAM) (1:1), que contenia FCS
al 10%. Las células CH-CY5Y fueron expuestas en primer lugar a H,O, 20 mM, seguido de la adicion de corrol 1C-
Fe después de 0,5-1,5 h y se incubaron durante 24 h adicionales. * p < 0,005 frente a células sin tratar.

La Fig.10 muestra el efecto comparativo del corrol de hierro (Ill) 1C-Fe y complejos 1P-Fe de porfirina en células CH-
CY5Y expuestas a diferentes concentraciones de H;0,.

Las Figs. 11A-11B muestran efectos neuroprotectores y neurosanadores de corroles 1C-Fe y 5C-Fe frente a la
muerte celular inducida por SIN-1 en la linea de células SH-SY5Y. (11A) un efecto neuroprotector dependiente de la
dosis de corroles 1C-Fe y 5C-Fe sobre células CH-CY5Y. (11B) neurosanacién de células SH-SY5Y con corroles
1C-Fe y 5C-Fe afadidos en el tiempo indicado después del ataque con SIN-1. *p < 0,001 frente a células sin tratar.

Las Figs. 12A-12C muestran efectos comparativos de corroles 1C-Fe, 2C-Mn y 3C-Mn vy porfirinas 1P-Fe y 2P-Mn
frente a toxicidad inducida por SIN-1 en células SH-SY5Y. Las células SH-SY5Y fueron previamente tratadas con o
sin uno de los complejos 30 minutos antes de la exposiciéon a SIN-1 y se incubaron durante un periodo posterior de
24 h. (12A) La viabilidad celular fue evaluado mediante el ensayo MTT y (12B) la muerte celular fue valorada usando
el estuche de ensayo ELISA de deteccién de la muerte celular apoptética. Los graficos presentan los resultados
expresados como un porcentaje de testigo sin tratar. Los datos se expresan como media + SEM (n=6) de un
experimento representativo que se repitid6 dos veces con resultados similares. $ p < 0,001 frente a testigo; * p <
0,001 frente a células tratadas con vehiculo # p < 0,001 frente a la correspondiente porfirina. (12C) citroproteccion
por corrol de hierro (lll) 1C-Fe y corrol de manganeso (lll) 3C-Mn en células SH-SY5Y expuestas a diferentes
concentraciones de SIN-1. * p < 0,005, # p < 0,005.

Las Figs. 13A-13B muestran los efectos de los corroles 1C-Fe, 2C-Mn y 3C-Mn sobre el nivel de nitrotirosina en el
modelo de neurotoxicidad inducido por SIN-1. Las células SH-SY5Y fueron previamente tratadas con o sin los
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corroles (20 uM) durante 30 minutos antes de la exposicion a SIN-1 (700 pM) y fueron analizadas después de un
periodo posterior de 24 h. La nitrotirosina fue detectada mediante microscopia de fluorescencia usando un
anticuerpo primario especifico. (13A) las imagenes muestran campos representativos obtenido mediante la
combinacion de tincién nuclear DAPI (reflejada en color azul) y anticuerpo de nitrotirosina (reflejada en color rojo).
(13B) grafico que representa valores absolutos de seis a ocho campos separados expresados como media + SEM. #
p < 0,001 frente a testigo. * p < 0,001 frente a células tratadas con vehiculo.

Las Figs. 14A-14B muestra efectos neuroprotectores y neurosanadores de corroles de hierro (Ill) IC-Fe y 5C-Fe
frente a muerte celular inducida por 6-hidroxidopamina (OHDA) en la linea de células SH-SY5Y. (14A) efecto
neuroprotector dependiente de la dosis de corroles 1C-Fe y 5C-Fe sobre células SH-SY5Y. (14B) neurosanacion de
células SH-SY5Y con corroles 1C-Fe y 5C-Fe afiadidos 0,5, 1,5, 3 y 6h después del ataque con 6-OHDA. *p < 0,01
frente a células sin tratar.

Las Figs. 15A-15C muestran los efectos comparativos de los corroles 1C-Fe, 2C-Mn y 3C-Mn vy las porfirinas 1P-Fe,
2P-Mn frente a la toxicidad inducida por 6-OHDA. Las células SH-SY5Y fueron previamente tratadas con o sin los
complejos (20 uM) 30 minutos antes de la exposicion a 6-OHDA (40 uM) durante un periodo posterior de 24 h. (15A)
la viabilidad celular se evalu6 mediante el ensayo MTT y (15B) la muerte celular se valoré usando el estuche del
ensayo ELISA de deteccion de la muerte celular apoptética. (15C) para la neurosanacion, las células SH-SY5Y
fueron expuestas en primer lugar a 6-OHDA 40uM durante 0,5-3 h seguido de la adicion de los corroles 1C-Fe, 2C-
Mn y 3C-Mn (20 uM) y se incubaron durante 24 h adicionales. Los graficos presentan los resultados expresados
como porcentaje de testigo sin tratar. Los datos se expresan como media + SEM (n=6) de un experimento
representativo que se repitié dos veces con resultados similares. $ p < 0,001 frente testigo; * p < 0,001 frente a
células tratadas con vehiculo; # p< 0,001 frente a la correspondiente porfirina.

Las figs16A-N muestran los efectos de los corroles 1C-Fe (E,F), 2C-Mn (1,J) y 3C-Mn (K,I) y las porfirinas 1P-Fe
(G,H) y 2P-Mn (M,N), frente a la toxicidad inducida por 6-OHDA. Las células SH-SY5Y fueron previamente tratadas
con o sin los corroles (20 pM) 30 minutos antes de la exposicion a 6-OHDA (40 uM) durante un periodo posterior de
24 h. La proteina asociada al crecimiento (GAP-43) fue detectada mediante microscopia de fluorescencia usando un
anticuerpo primario especifico (Fig. 16A, C, E, G, |, Ky M para el testigo, 6-OHDA 40 uM, 1C-Fe, 1P-Fe, 2C-Mn, 3C-
Mn y 2P-Mn, respectivamente). Los nacleos apoptoticos fueron determinados mediante analisis de marcacion de
extremos mellados de UTP-digoxigenina mediada por desoxinucleotidil-transferasa y se aplico una tincion DAPI para
la marcacion nuclear (Fig. 16B, D, F, H, J, L y N para el testigo 6-OHDA 40 uM, 1C-Fe, 1P-Fe, 2C-Mn, 3C-Mn y 2P-
Mn, respectivamente). Las imagenes son campos representativos de dos experimentos diferentes.

Las Figs. 17A-17F muestran los efectos de los corroles 1C-Fe, 2C-Mn y 3C-Mn sobre el nivel de caspasa-3
escindida en el modelo de neurotoxicidad inducida por 6-OHDA. Las células SH-SY5Y fueron previamente tratadas
con o sin los corroles (20 uM) 30 minutos antes de la exposicién 6-OHDA (40 uM) durante un periodo posterior de 24
h. Se detect6 6-OHDA mediante microscopia de fluorescencia usando un anticuerpo primario especifico (17A-E) las
imagenes son campos representativos para el testigo, 6-OHDA (40 uM), 1C-Fe, 2C-Mn y 3C-Mn, respectivamente
(17F) el gréfico representa valores absolutos de seis a ocho campos separados expresados como media + SEM. # p
< 0,001 frente a testigo, * p <0,005 frente a células tratadas con vehiculo.

Las figs18A-18B comparan los efectos protectores del corrol 1C-Fe y porfirina 1P-Fe frente a la toxicidad inducida
por perdxido de hidrégeno en la linea celular NSC-34. Los compuestos 1C-Fe y 1P-Fe (26uM) fueron afiadidos 30
minutos antes del ataque con peroxido de hidrégeno (300 uM) durante un periodo posterior de 24 h. (18A) La
viabilidad celular fue evaluada mediante el ensayo MTT y (18B) la muerte celular fue valorada usando el estuche de
ensayo ELISA de deteccion de la muerte celular apoptética. Los gréficos representan los resultados expresados
como porcentaje de testigo sin tratar. Los datos se expresan como media + SEM (n=6) de un experimento
representativo que se repitié dos veces con resultados similares. $ p <0,001 frente a testigo; * p < 0,001 frente a
células tratadas con vehiculo; # p < 0,001 frente a la correspondiente porfirina.

Las Figs. 19A-19B muestran efectos comparativos de corroles 1C-Fe y 2C-Mn y porfirinas 1P-Fe y 2P-Mn frente a la
toxicidad inducida por SIN-1 en células NSC-34. Las células NCS-34 fueron previamente con o sin los corroles 1C-
Fe y 2C-Mn vy las porfirinas 1P-Fe y 2P-Mn, respectivamente, 30 minutos antes de la exposicion a SIN-1 durante un
periodo posterior de 24 h. (19A) la viabilidad fue evaluada mediante el ensayo MTT; y (19B) la muerte celular fue
valorada usando el estuche de ensayo ELISA de deteccion de la muerte celular apoptética. Los gréficos presentan
resultados expresados como porcentaje de testigo sin tratar. Los datos estan expresados como media + SEM (n=6)
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de un experimento representativo que se repitié dos veces con resultados similares. $ p < 0,001 frente a testigo; * p
< 0,001 frente a células tratadas con vehiculo; # p < 0,001 frente a la correspondiente porfirina.

Las Figs. 20A-20B muestran el efecto neuroprotector de los corroles 1C-Fe y 5C-Fe en un modelo de cultivo familiar
de ALS familiar. (20A) efectos neuroprotectores dependientes de la dosis de los corroles 1C-Fe y 5C-Fe sobre
células NSC-34 G93A motoneuronales de ratén que expresan G93A-SOD1 mutante (20B) efecto neuroprotector de

los corroles 1C-Fe y 5C-Fe sobre células SH-SY5Y G93A que expresan G93A-SOD1 mutante. $ p <0,001 frente a
células que no expresan la mutacion (testigos).

Las Figs. 21A-D muestran la absorcion celular del complejo de corrol aniénico fluorescente 1C-Ga (20 uM) por la
linea celular RIN-m (21A) tinciobn de ndcleos mediante DAPI (21B) detecciéon de corrol por fluorescencia, (21C)
imagenes superpuestas de las Figs. 21A 'y 21B, (21D) igual que 21B, pero en negro y blanco.

La Fig. 22 muestra la absorcion celular del complejo de corrol aniénico fluorescente 1C-Ga (20 uM) mediante la linea
de células SH-SY5Y. (21A) tincién de ndcleos mediante DAPI (21B) deteccion de corrol por fluorescencia, (21C)
imagenes superpuestas de las Figs. 21A y 21B, (21D) igual que 21B, pero en negro y blanco.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a complejos como se reivindica y composiciones de las mismas para ser usados en
neuroproteccidn y neurosanacion.

El corrol metalado para ser usado en la invencién es preferentemente un corrol de hierro o manganeso y 5,10,15-
tris-arilo 0 5,10,15-tris-CFs.

En una realizacion preferida, el corrol tiene la férmula I:

J'!'kl'z

Ary Ars

=

en la cual:

Ari, Arz y Ars, iguales o diferentes, se seleccionan cada uno entre CF3; o un radical carboarilo, heteroarilo o
carboarilo-heteroarilo mixto;

M es un metal seleccionado entre Mn, Fe, Ru, Co, V, Cro Cu; y

E, y E17, iguales o diferentes, son cada uno H, SOzH, SO;N-R1R;, CO;H, CO2R 0 CON-R;R2; R es alquilo C;-Cg 0
arilo Ce-C12; ¥ R1 Yy Ry, iguales o diferentes son cada uno H, alquilo C1-Cs opcionalmente sustituido con -COOH,
alquinilo C»-Cg, arilo Cs-C12 0 junto con el 4tomo de N al que estan unidos forman un anillo de 5-6 miembros
saturado que contienen opcionalmente un heterodtomo adicional seleccionado entre O, Sy N.
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Como se define en la presente memoria descriptiva, el término “carboarilo” por si mismo o como radical del radical
mixto carboarilo-heteroarilo se refiere a un radical aromatico monociclico o biciclico que tiene de 6 a 12 atomos de
carbono como fenilo, bifenilo o naftilo opcionalmente mono- o poli-sustituido con uno 0 mas atomos de halégenos o
con radicales que incluyen, pero sin limitacion, alquilo C;-Cs, alcoxi C1-Cg, nitro, hidroxilo, SOsH, -NR1R>, -N'R1R2R3,
0 -N-R1-NH>, en que Ry, R, y R, iguales o diferentes son cada uno H, alquilo C;-Cg, alquinilo C,-Cs, arilo, Ce-C12, aril
Cs-Ciz-alquilo C1-Cs 0 R1 ¥y Rz junto con el atomo de N al que estan unidos forman un anillo de 5-6 miembros
saturado que contiene opcionalmente un heteroatomo adicional seleccionado entre O, S y N. El término “arilo” en la
presente memoria descriptiva se refiere a las mismas definiciones que el carboarilo.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “alquilo” solo o como parte de un radical “aralquilo” se
refiere a un radical alquilo C;-Cg lineas o ramificado, pero sin limitacién, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo,
isobutilo, terc-butilo, n-heptilo, 2,2-dimetilpropilo, pentilo, n-hexilo, n-heptilo y octilo y preferentemente tiene 1-4
atomos de carbono, mas preferentemente metilo, etilo y propilo. El término alquinilo” se refiere a un radical alquinilo
de C,-Cs lineal o ramificado como, pero sin limitacion etinilo, propargilo, butinilo y similares, en el que el enlace triple
esta en la posicionw y es preferentemente propargilo. El t érmino “halégeno como se usa en la presente memoria
descriptiva se refiere a fluor, cloro, bromo o yodo y preferentemente es cloro o fllor, méas preferentemente fliior.

En una realizacién, el radical carboarilo es preferentemente un radical fenilo que puede estar monosustituido, por
ejemplo con un grupo propargilamino o metoxi, preferentemente en la posicion 4 o esta polisustituido, en que los
sustituyentes son preferentemente atomos de halégenos, mas preferentemente cloro o fltor, sulfo, propargilamino,
alcoxi, aminoalquilamino y trialquilamonio. En una realizacion, el fenilo esta disustituido con cloro o flior. En mas
realizaciones, el fenilo esta4 pentasustituido, en que los sustituyentes son preferentemente 5 atomos de flor o 4
atomos de fltor y un sustituyente seleccionado entre alcoxi, propargilamino, aminoalquilamino y trialquilamonio.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “heteroarilo”, por si mismo o como parte del radical
mixto carboarilo-heteroarilo, se refiere a un anillo aromatico de 5-6 miembros que contiene 1-3 heteroatomos
seleccionados entre O, S y N como, pero sin limitaciéon pirrolilo, flurilo, tienilo, imidazoilo, pirazolilo, oxazolilo,
tiazolilo, piridilo, pirazinilo, pirimidinilo, 1,3,4-triazinilo o 1,2,3-triazinilo, preferentemente piridilo, que puede estar
sustituido como se definié anteriormente para el radical carboarilo. Cuando el heteroarilo tiene un atomo de N en el
anillo, puede estar sustituido en el atomo de N del anillo, preferentemente con un grupo alquilo o alquinilo como se
describié anteriormente. En realizaciones preferidas, el radical heteroarilo es un N-alquilo (Ci-Cg)-piridilio,
preferentemente 2-, 3- o 4-(N-metil)piridilio o N-propargil-piridilio.

La expresion “carboarilo-heteroarilo ixto” se refiere a un radical derivado de un radical carboarilo y un heteroarilo
condensado uno a otro como benzofurilo, isobenzofurilo, indolilo, bencimidazolilo, benzotiazolilo, benzoxazolilo,
quinilino, isoquinolino y similares o covalentemente unido uno a otro como piridilio, fenilo. El radical carboarilo-
heteroarilo mixtopuede estar sustituido como se defini6 anteriormente. Debe entenderse que los sustituyentes
pueden estar en cualquiera de los anillos carbociclicos y/o heterociclicos.

Ejemplos de un radical mixto carboarilo-heteroarilo que puede ser usado segun la invencion incluyen N-alquilo (C-;-
Csg)- piridilio-tetrafluorefenilo, por ejemplo, 4-(N-metil-2-piridilio)-2,3,5,6-tetrafluoro-fenilo y los correspondientes
compuestos de 3- y 4-(N-metil) piridilio.

El anillo de 5-6 miembros saturado que contiene un heteroatomo adicional seleccionado entre O, SIN puede ser
preferentemente tetrahidropirrolilo, piperidinilo, morfonilo, tiomorfolino y piperazino que puede estar sustituido
adicionalmente en el segundo atomo de N con alquilo C1-C4, hidroxialquilo o bencilo.

En algunas realizaciones preferidas, el carboarilo es 2,6-diclorofenilo, 2,6-difluorofenilo, 4-sulfofenilo, 4-metoxifenilo,
pentafluorofenilo, 4-metoxi-2,3,5,6-tetrafluorofenilo, 4-N-propargilamino.2,3,5,6-tetrafluorofenilo o] 4-N-
propargilamino-fenilo; el heteroarilo es 4-(N-metil)piridilio, 2-(N-metil)piridilio, 4-(N-propargil-piridilio o 2-(N-propargil-
piridilio y el carboarilo-heteroarilo es 4-(piridil)-2,3,5,6-tetrafluorofenilo, 4-(N-metil-piridilio)-2,3,5,6-tetrafluorofenilo, 4-
(N-propargil-piridilio)-2,3,5,6-tetrafluorofenilo o 2-(N-propargil-piridilio)-2,3,5,6-tetrafluorofenilo.

En algunas realizaciones mas preferidas Ar;, Ar, y Ars son iguales y es cada uno CF3 4-sulfofenilo,
pentafluorofenilo, 4-metoxi-2,3,5,6-tetrafluorofenilo, 4-(N-metil)-piridilio, 2-(N-metil)-piridilio, 4-(N-propargil)-piridilio o
2-(N-propargil-piridilio.
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En algunas otras realizaciones mas preferidas Ary y Arz son 4-(N-metil)-piridilio y Ar, es pentafluorofenilo; o Ary y Ars
son 4-N-propargilamino-2,3,5,6-tetrafluorofenilo y Ar, es 4-metoxifenilo; o Ary y Ars son 4-(N-propargil)-piridilo y Ar;
es pentafluorofenilo; o Ari y Arz son 2-(N-propargil-piridilio y Ar, es pentafluorofenilo; o Ar; o Ars son 2-(N-metil-
piridilio y Ar, es 4-N-propargilaminofenilo.

En algunas realizaciones preferidas E, y E17 son iguales y son H, SOzH, SO,NH-propargilo 0 SO,NH-CH>-COOH.

La presente invencion proporciona adicionalmente nuevos corroles que portan uno o mas radicales sustituidos con
un grupo propargilamino o uno o mas radicales heteroarilos que contienen nitrégeno sustituidos con propargilo en el
atomos de N del anillo.

En particular, la invencion se refiere a corroles quelados con metales de formula | anterior que portan un grupo
propargilo en los que: (i) al menos uno de Ari, Ar; y Ars es un radical carbonilo sustituido con un grupo -NR;1R2, en
que R; es Hy R; es propargilo o un radical N-heteroarilo sustituido en el atomo de N del anillo con propargilo; o (ii) al
menos de un E2 y E17 es -CONR;R; 0 -SO2N-R1R; en que R; es H y R, es propargilo.

En algunas realizaciones preferidas, en los nuevos corroles de formula |, E; y E17 son cada uno SO;N-R1R2, en que
R; es Hy R, es propargilo, o en la posicién 5, 10 y/o 15, Ari, Ar, y/o Ars son un radical fenilo, Gnicamente sustituido
con un grupo propargilamino, preferentemente en la posicion 4 o con un grupo propargilamino y otros sustituyentes
como haldgeno, preferentemente flior o Ari, Ar, y/o Arz son un radical piridilo sustituido con propargilo en el &tomos
de N del anillo.

Ejemplos de grupos que contienen propargilo segun la invencion incluyen, pero sin limitacion 4-(N-propargil)-piridilio,
2-(N-propargil)-piridilio, 4-N-propargilaminofenilo y 4-N-propargilamino-2,3,5,6-tetrafluorofenilo en las posiciones 5,10
y/o 15 del corrol o -SO,NH-propargilo en las posiciones 2 y 17 del corrol.

En las realizaciones preferidas, el corrol que contiene propargilo estd metalado y el atomo central es mas
preferentemente Fe o Mn.

En algunas realizaciones preferidas, el corrol para ser usado en la presente invencion se selecciona entre:

(i) los corroles en los que E; y E;7 son ambos SOsH, Ari, Ar, y Arg son cada uno pentafluorofeniloy M es Fe
(denominado en la presente memoria descriptiva corrol 1C-Fe), Mn (denominado en la presente memoria
descriptiva corrol 1C-Mn) o Cu (denominado en la presente memoria descriptiva corrol 1C-Cu); o Ar, Arz y
Arz son cada uno CFz y M es Fe o Mn;

(ii) el corrol en el que E; y Ei7 son ambos SOsH, Ary, Arp y Arz son cada uno 4-metoxi-2,3,5,6-
tetrafluorofenilo y M es Fe (denominado en la presente memoria descriptiva corrol 6C-Fe);

(iii) el corrol en el que E; y E17 son ambos SO,NH-CH»-COOH, Ary, Ar, y Arz son cada uno pentafluorofenilo
y M es Fe (denominado en la presente memoria descriptiva corrol 5C-Fe);

(iv) el corrol en el que E; y Ei;7 son ambos H, Ar; y Ars son cada uno 4-(N-metil)-piridilio, Ar, es
pentafluorofenilo y M es Mn (denominado en la presente memoria descriptiva corrol 2C-Mn);

(v) el corrol en el que E; y E17 son ambos H, Ari, Ar, y Ars son cada uno 2-(N-metil)-piridilio y M es Mn
(denominada en la presente memoria descriptiva corrol 3C-Mn);

(vi) el corrol en el que E; y E;7 son ambos H, Ar; y Ars son cada uno 2-(N-metil)-piridilio, Ar, es
pentafluorofenilo y M es Mn (denominado en la presente memoria descriptiva corrol 4C-Mn);

(vii) Los corroles en los que E, y E17 son ambos SOzH, Ar, Ar, y Arz son cada uno CF; y M es Mn o Fe
(denominado en la presente memoria descriptiva corrol Mn o H-Fe, respectivamente);

(viii) Los corroles en los que E; y Ei7 son ambos H, Ar; y Arz son cada uno 4-(N-propargil-piridilio, Ar, es
pentafluorofenilo y M es Mn o Fe (denominados en la presente memoria descriptiva corrol E-pr-Mn o E-pr-
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Fe, respectivamente);

(ix) El corrol en el que E, y E;7 son ambos H, Ari y Ars son cada uno 2-(N-propargil-piridilio, Ar, es
pentafluorofenilo y M es Mn o Fe (denominado en la presente memoria descriptiva corrol H-Mn o H-Fe,
respectivamente);

(x) Los corroles en los que E; y E;7 son ambos SOzH, Ar; y Arz son cada uno 4-N-propargilamino-2,3,5,6-
tetrafluorofenilo y Ar, es 4-metoxifenilo y M es Mn o Fe (denominados en la presente memoria descriptiva
corrol I-Mn o I-Fe, respectivamente);

(xi) el corrol en el que E; y Ei7 son ambos H, Ar; y Arz son cada uno 2-(N-metil)-piridilio, Ar, es 4-
propargilamino-fenilo y M es Mn o Fe (denominado en la presente memoria descriptiva corrol J-Mn o J-Fe,
respectivamente);

(xii) Los corroles en los que E, y Ei7 son ambos -SO,-NH-propargilo, Ar;, Ar, y Arg son cada uno
pentafluorofenilo y M es Mn o Fe (denominados en la presente memoria descriptiva corrol K-Mn o K-Fe,
respectivamente);

(xiii) Los corroles en los que E» y E17 son ambos -SO,-NH-propargilo, Ary, Ar, y Arz son cada CFz3 y M es Mn
o Fe (denominados en la presente memoria descriptiva corrol M-Mn o M-Fe, respectivamente).

Las formulas estructurales de los corroles anteriormente mencionados (i)-(vii) y los corroles que contienen propargilo
(viii)-(xiii) se exponen en los esquemas 1y 2, respectivamente, en la presente memoria descriptiva y al final de la
descripcién, justo antes de las referencias.

En realizaciones mas preferidas, los corroles para ser usados en la presente invencion son los corroles 1C-Fe, 1C-
Mn, 2C-Mn, 3C-Mn, 4C-Mn, 5C-Fe, 6C-Fe y E-pr-Mn.

Algunos de los corroles que no contienen un grupo propargilo han sido descritos en las solicitudes WO 03/004021 y
PCT/IL2008/001066 del mismo solicitante, que se incorporan como referencia a la presente memoria descriptiva
como si estuvieran completamente descritas en la misma.

También estadn contempladas por la presente invencion las sales farmacéuticamente aceptables del corrol de
formula I.

Las sales farmacéuticamente aceptables se forman con metales o aminas, como metales alcalinos y alcalinotérreos
0 aminas organicas. Ejemplos de metales usados como cationes son sodio, potasio, magnesio, calcio y similares.
Ejemplos de aminas adecuadas son N,N’-dibenciletilenodiamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina,
N-metil-glucamina y procaina (véase, por ejemplo, Berge S. M., et al., "Pharmaceutical Salts," (1977) J. of
Pharmaceutical Science, 66: 1-19). Las sales pueden ser también sales cuaternarias farmacéuticamente aceptables
como una sal cuaternaria de féormula -NRR’'R"+Z’ en la que R, R’ y R” son cada uno independientemente hidrégeno,
alquilo o bencilo y Z es un contraibn que incluye cloruro, bromuro, yoduro, O-alquilo, toluenosulfonato,
metilsulfonato, sulfonato, fosfato o carboxilato.

La sales por adicion de acidos farmacéuticamente aceptables de los compuestos incluyen sales derivadas de acidos
inorganicos como clorhidrico, nitrico, fosférico, sulfarico, bromhidrico, yodhidrico, fosforoso y similares, asi como
sales derivadas de acidos organicos como acidos alifaticos mono- y di-carboxilicos, acidos alcanoicos sustituidos
con fenilo, &cidos hidréxi-alcanoicos, acidos alcanodioicos, acidos aromaticos, &cidos alifaticos y sulfonicos
aromaticos, etc. Por tanto, estas sales incluyen sulfato, pirosulfato, bisulfato, sulfito, bisulfito, nitrato, fosfato,
monohidrofosfato, dihidrogenofosfato, metafosfato, pirofosfato, cloruro, bromuro, yoduro, acetato, propionato,
carilato, isobutirato, oxalato, malonato, succinato, suberato, sebacato, fumarato, maleato, mandelato, benzoato,
clorobenzoato, metilbenzoato, dinitrobenzoato, ftalato, bencenosulfonato, toluenosulfonato, fenilacetato, citrato,
lactato, maleato, tartrato, metanosulfonato, trifluorometil-sulfonato o tosilato y similares. También estan
contempladas las sales de aminoacidos como arginato y similares y gluconato o galacturonato (véase, por ejemplo,
Berge S. M., et al., "Pharmaceutical Salts," (1977) J. of Pharmaceutical Science, 66: 1-19).
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La presente invencién proporciona adicionalmente una composicion farmacéutica que comprende un corrol
sustituido con propargilamino nuevo, una sal farmacéuticamente aceptable o un isémero 6ptico del mismo y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La invencion se refiere todavia adicionalmente a una composicién farmacéutica para neuroproteccion y
neurosanacion, particularmente para el tratamiento de diabetes y enfermedades, trastornos o estados
neurodegenerativos, que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un complejo metalico de un corrol
anfifilico, un isémero 6ptico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, preferentemente de la formula | de la
presente memoria descriptiva.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “tratamiento” significa aliviar o mejorar los sintomas o
las complicaciones de la diabetes o la enfermedad, trastorno o estado neurodegenerativo, evitando su progreso o
curandolo. El corrol segun el paciente se administra por tanto al paciente en una cantidad eficaz, tantas veces como
sea necesario para conseguir uno o mas de estos objetivos.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion que comprenden complejos metdlicos de corroles se
formulan para una administracion para el paciente usando técnicas bien conocidas en el estado de la técnica, por
ejemplo, como se resume en la publicacion Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton,
Penna., dltima edicion.

En una realizacion preferida, la composicion farmacéutica para ser usada en la presente invencion es administrada
por via parenteral, por ejemplo, mediante inyeccion intravenosa o intramuscular o, preferentemente por via oral. Las
dosis dependeran del tipo de enfermedad o trastorno y el estado y edad del paciente y pueden variar entre 0,1 y 10
mg/kg/dia.

Los corroles segun la invencion, incluidos los nuevos corroles que contienen propargilo son utiles como agentes
neuroprotectores y neurosanadores para el tratamiento y/o la prevencion de la diabetes y enfermedades, trastornos
0 estados neurodegenerativos y cualquier otra enfermedad trastorno o estado que pueda aprovecharse de la
actividad de neuroproteccidn y neurosanacion proporcionada por los corroles.

En una realizacion, la enfermedad, trastorno o estado que puede ser tratado mediante estos corroles es diabetes de
tipo Il y sus complicaciones.

En otra realizacion, la enfermedad, trastorno o estado es una enfermedad, trastorno o estado neurodegenerativo que
incluye la enfermedad de Parkinson (PD), enfermedad de Alzheimer (AD), enfermedad de Huntington (HD),
esclerosis lateral amiotréfica (ALS), esclerosis mdltiple, atapsia de Fiedrich, enfermedad de Hallervorden-Spatz, una
demencia y enfermedades, trastornos y estados psiquiatricos.

La demencia puede ser una demencia de AD o no de AD como demencia de estructuras de Lewy, demencia
vascular y demencia provocada por la enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob, trauma craneal o infeccidon de HIV. La enfermedad, trastorno o estado psiquiatrico puede ser un
trastorno afectivo o del animo que incluye depresién, un trastorno distimico, un trastorno bipolar, un trastorno
psicotimico, esquizofrenia o0 un trastorno relacionado con la esquizofrenia como trastorno psicético breve, un
trastorno esquizofreniforme, un trastorno esquizoafectivo y trastorno delirante o puede ser el uso y dependencia de
drogas como alcoholismo, dependencia de opiaceos, dependencia de la cocaina, dependencia de anfetaminas,
dependencia de alucinégenos o el uso fenciclidina y la retirada de los sintomas relacionados con las mismas.

En otra realizacion, la enfermedad, trastorno o estado es un trastorno de pérdida de la memoria como amnesia o
pérdida de memoria asociada con demencia de tipo Alzheimer, con una demencia que no es de tipo Alzheimer o con
una enfermedad o trastorno seleccionado entre enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad
de Creutzfeldt-Jakob, trauma craneal, infeccion de HIV, hipertiroidismo y deficiencia de vitamina B12.

En otras realizaciones, la enfermedad, trastorno o estado es un trastorno traumatico neurolégico agudo o
neurotrauma como lesién de trauma craneal o lesién de trauma de la médula espinal; a) enfermedad diesmelinante
como esclerosis multiples; un trastorno de ataques como epilepsia, un trastorno cerebrovascular como isquemia
cerebral o apoplejia; un trastorno del comportamiento de origen neuroldgico que puede ser un sindrome hiperactivo
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o trastorno de déficit de atencidn y una lesién neurotoxica que esté provocada por una neurotoxina como gas
nervioso o el sistema de suministro de toxinas de serpientes venenosas, peces o animales.

En algunas realizaciones preferidas, la enfermedad neurodegenerativa es enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Huntington, enfermedad de Alzheimer o esclerosis lateral amiotrdéfica.

Como se muestra en los ejemplos de la presente memoria descriptiva, los complejos metalicos de corroles,
preferentemente complejos de Fe y Mn con altamente potentes para proteger la actividad de lineas celulares
secretoras de insulina frente a los efectos tdxicos de aditivos que emulan la tension oxidativa/nitrosativa que se
produce de forma natural. Una comparacién con metaloporfirinas estructuralmente relacionadas pone de manifiesto
que los derivados de corroles son significativamente superiores. Incluso méas destacable es el efecto de
neurosanacion/neuro-restauracion observado en los modelos de enfermedades neurodegenerativas (AD, PD y ALS)
contra la tensién oxidativa, nitrosativa y el agotamiento de soporte de factor neurotréfico.

Se ha mostrado también en la presente memoria descriptiva en los ejemplos que los corroles inhiben la enzimas de
monoamina-oxidasa MAO-A y MAO-B.

Los corroles usados en la presente invencién muestran una superioridad congruente en todos los parametros
verificados de neuroproteccién y neurosanacion. Se muestra también que los corroles tienen un impacto positivo en
el modelo de lineas celulares para diabetes y enfermedades neurodegenerativas para retardar i quizas incluso
invertir la velocidad acelerada de citodegeneracion. Se muestra también que algunos de los corroles usados en la
presente invencion pueden atravesar la BB, debido probablemente a la asociaciéon fuerte y espontanea a proteinas
que facilitan el procedimiento.

Los resultados de la presente invencién indican que los corroles son altamente potentes en lo que respecta a la
actividad protectora de células secretoras de insulina frente a los efectos tdxicos de aditivos que emulan la tension
oxidativa/nitrosativa que se produce de forma natural (Fig. 3-7). Es incluso mas destacable el efecto
neuroprotector/neuro-restaurador observado en los modelos de enfermedades neurodegenerativas (AD, PD y AL>S)
frente a la tension oxidativa/nitrosativa y el agotamiento del soporte de factor neurotrofico (Fig. 8-20).
Congruentemente, los corroles de hierro 1C-Fe y 5C-Fe y los corroles de manganeso 2C-Mn y 3C-Mn muestran
superioridad sobre otros corroles.

Los presentes descubrimientos sugieren que los corroles 1C-Fe, 5C-Fe, 2C-Mn y 3C-Mn pueden tener un impacto
positivo sobre la diabetes, envejecimiento y enfermedades neurodegenerativas como retardar o quizas incluso
invertir la velocidad acelerada de citodegeneracion. Esto puede sugerir una actividad modificadora de la enfermedad
potencial. Es adicionalmente importante destacar la observacion de que los complejos de corroles se comportan
significativamente mejor que las porfirinas estructuralmente analogas (1C-Fe frente a 1P-Fe y 2C-Mn frente a 2P-
Mn) en muchos casos (véanse las Figs. 4, 7, 9, 12, 15 y 18). Apreciablemente, el corrol de hierro 1C-Fe y el corrol
de manganeso sustituido con piridinio 2C-Mn fueron satisfactorios frente a la toxicidad inducida por SIN en células
RIN-m, mientras que el corrol de manganeso sustituido con sulfonato 1C-Mn era ineficaz. Esto se correlaciona muy
bien con los resultados de la Tabla 3 que sugiere que la velocidad de destoxificacion mediante 1C-Mn y su actividad
DSOD son aparentemente demasiado bajas. Ademas, la observacién de que los corroles 1C-Fe y 5C-Fe eran
capaces no solo de proteger sino también de sanar neuronas cuando son administrados después de que se indujo
un deterioro oxidativo (Fig. 8B, 9D, 11B, 14B y 15B) sugiere: a) que los compuestos tienen la capacidad de entrar en
las células y b) que los mecanismos distintos del efecto antioxidante directo contribuyen a su accion neuroprotectora.
No se ha realizado un estudio de toxicidad detallado, no obstante los compuestos de corroles ensayados hasta
ahora no muestran una citotoxicidad in vitro hasta 50 UM (véanse las Figs. 3 y 9C) y los ratones que recibieron
cantidades de 10 mg/kg de corroles 1C-Fe y 1C-Mn durante 10 semanas no mostraron ningiin comportamiento
anormal observable ni pérdida de peso.

La invencion se ilustrara seguidamente mediante los siguientes ejemplos no limitativos.
Ejemplos

En los ejemplos se identificardn los siguientes compuestos mediante los nombres abreviados que se detallan a
continuacion. La estructura quimica de estos compuestos se presenta en los esquemas 1 y 2, justo antes de las
referencias.
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Corrol IC-Fe: 2,17-bis(sulfonato)-5,10,15-tris(pentafluorofenil)-corrolato de hierro(lll)

Corrol IC-Mn : 2,17-bis(sulfonato)-5,10,15-tris(pentafluorofenil)-corrolato de manganeso(lll)
Corrol IC-Cu: 2,17-bis(sulfonato)-5,10,15-tris(pentafluorofenil)-corrolato de cobre (l11)

Corrol IC-Ga: 2,17-bis(sulfonato)-5,10,15-tris(pentafluorofenil)-corrolato de galio (1)

Corrol 2C-Mn : sal de diyoduro de 5, 15-bis(4-N-metil-piridilio)-10-pentafluorofenil-corrolato de manganeso(lll)
Corrol 3C-Mn: 5,10,15-tris(N-metil-2-piridilio)corrolato de manganeso(lll)

Corrol 4C-Mn: 5,15-bis(N-metil-2-piridilio) 10-pentafluorofenil corrolato de manganeso (l11)
Corrol 5C-Fe: 2,17-bis(N-sulfonilglycine)-5,10,15-tris(pentafluoro-fenil)-corrolato de hierro(ll1)
Corrol 6C-Fe: 5,10,15 tris(4-metoxi-tetrafluorofenil)-corrolato de hierro (ll1).

Corrol E-pr-Mn: 5,15-bis(4-N-propargil-piridilio)-10-pentafluorofenil-corrolato de manganeso (lll)
Porfirina IP-Fe: 5,10,15,20-tetra(4-sulfonatofenil)-porfirinato de hierro (lll)

Porfirina 2P-Mn: sal de diyoduro de 5,15-bis(N-metil-4-piridilio)-10,20-bis-(pentafluoro- fenil)porfirinaato manganeso

()

Los corroles 1C-Fe, 1C-Mn, 1C-Cu y 1C-Ga se prepararon segin procedimientos previamente descritos por los
inventores (documentos WO 03/004021, US 6,939,963; Mahammed and Gross, 2006; Saltsman et al., 2002). El
corrol 2C-Mn se preparé como se describi6 previamente por los inventores (Gershman et al., 2007). Los corroles 3C-
Mn, 4C-Mn, 5C-Fe y 6C-Fe, asi como los corroles sustituidos con propargilo son nuevos y sus sintesis se describen
con posterioridad en los ejemplo. En las sintesis, los disolventes y productos quimicos estandar se adquirieron de
fuentes fiables y se usaron como se recibieron.

Ejemplo 1: Descomposicién catalitica de ROS/RNS por los corroles metalicos

La actividad de SOD (descomposicion catalitica de tipo enzimatica de radical de anién superdxido) de los corroles
1C-Fe, 6C-Fe, 6C-Fe, 1C-Mn, 1C-Cu, 2C-Mn y 3C-Mn se examin6 a través del ensayo de citocromo C. Las
constantes de las velocidades cataliticas para la descomposicion de peroxinitrito (PN) por el corrol de hierro
recientemente preparado 6C-Fe y el corrol de manganeso 3C-Mn se determinaron mediante cinéticas de flujo
detenido como se describié previamente para los corroles 1C-Fe, 1C-Mn y 2C-Mn (Mahammed and Gross, 2006;
Gershman et al., 2007). Estos ensayos se realizaron con el fin de estimar el modo en que las variables electrénicas y
estructurales afectan a la reactividad, lo que es un factor crucial para el disefio de nuevos complejos.

Tabla 1. Actividad de SOD y constantes de velocidades cataliticas para la descomposicién de PN

Complejo 1C-Fe 6C-Fe 1C-Mn 1C-Cu 2C-Mn 3C-Mn
ICs0 (UM) 1,64 1,18 59 12 1,52 3,27
Keat (M7's™ 2,0 x 10° n.d. 4,0 x 10° n.d. 4,0x10° 2,5x 10"

n. d. = todavia no determinado. ® apreciase como ICso y Kcor €stan afectados por el tipo de i6n metéalico (1C-Fe < 1C-
Mn << 1C-Cu) y por los sustituyentes de los corroles en los complejos de Mn y de hierro.

Los resultados presentados en la Tabla 1 muestran que los corroles muestran una actividad sustancial de tipo SOD
en el ensayo del citocromo C y sugieren también que los valores de ICso pueden ser opcionalmente reducido
aumentando el elevado contenido de electrones de los complejos (compéarese 6C-Fe con 1C-Fe, por ejemplo). Esto
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se puede hacer, por ejemplo, usando corroles con mucho mas grupos arilos donantes de electrones y la
determinacién de su potencial redox electroquimico. Se ha confirmado ya que en una serie de corroles que no son
solubles en agua (trabajo realizado en mezclas de agua/DMSO) el desplazamiento de los potenciales redox y las
actividades de SOD estan de hecho fuertemente correlacionados (no mostrados).

La actividad de tipo catalasa (descomposicion catalitica de perdxido de hidrégeno en oxigeno molecular y agua) de
los corroles metalados fue también determinada mediante un electrodo de medicion de oxigeno, poniendo de
manifiesto que los corroles de hierro descomponen H;O, mucho mas rapidamente que los correspondientes
complejos de manganeso.

En todas estas investigaciones, incluso para valores muy elevados de producciones cataliticas no hubo ninguna
degradacion oxidativa de los compuestos de corroles.

Ejemplo 2. Determinacion de las velocidades descomposicion de peroxinitrito por nuevos corroles de manganeso

Las investigaciones se realizaron examinando la disminucion de peroxinitrito 385 uM a pH 7,4 y 25°C en presencia y
ausencia de diversas cantidades de catalizadores de corroles de Mn 2C-Mn, 2C’-Mn 2C"-Mn, 3C-Mn y 4C-Mn. Las
diferencias entre 2C-Mn, 2C’-Mn y 2C"-Mn estan en la identidad del grupo 10-arilo, que es Cs-Fs para-anisilo y fenilo,
respectivamente. Los resultados (un ejemplo usando 4C-Mn se muestra en la Fig.1) se obtuvieron verificando los
cambios en la absorbancia a 302 nm, la Amax del peroxinitrito. Se ensayaros los rendimientos cataliticos de cinco de
los compuestos anteriores; y los valores de Kcq asi dilucidados se presentan en la Tabla 2. De forma importante, en
agudo contraste con los corroles, ninguno de los complejos de porfirina de manganeso (lll) estructuralmente
similares afectaron a la descomposicion del peroxinitrito en modo alguno (no mostrado).

Tabla 2. Velocidad de descomposicion de peroxinitrito por diversos corroles de manganeso

Complejo 2C-Mn 2C'-Mn 2C"-Mn 3C-Mn 4C-Mn

Kcat (M-1s-1) 1,5x 10° 7,7x 107 8,1 x10” 2,5x 10° 1,6x 10°

Ejemplo 3. Moléculas sanadoras del deterioro atribuible al radical hidroxilo con corroles de Fey Mn

Se examinaron complejos de corroles con respecto a su eficacia para sanar DMSO del deterioro atribuido al radical
hidroxilo, formado a través de una reaccion de Fenton que incluye también radical de anién superéxido y diferentes
ROS y/o RNS de peroxido de hidrégeno. Esto emula también la reaccion que se produce en sistemas bioldgicos que
son expuestos a toxicidad de metales, la situaciéon que se produce en enfermedades provocadas por acumulacion en
hierro en el cerebro. Los resultados resumidos en la tabla 3 demuestran que el corrol de hierro (lll) 1C-Fe es muy
potente para prevenir el deterioro oxidativo y que los corroles de manganeso recientemente preparados 2C-Mn y
especialmente 3C-Mn aparentemente protegen mejor que el corrol 1C-Mn frente a la oxidacién inducida por metales
de sustratos.

Tabla 3. Efecto inhibidor de corroles de Fe y Mn sobre la oxidacion/nitracion de moléculas seleccionadas

Especies Sustrato Producto Rendimiento (%) o cantidad de producto®
reactivas de
ROS/RNS Sinaditvo | 1C-Fe 1C-Mn 2C-Mn 3C-Mn
CuSOu/ascorbato DMSO Formaldehido 44 uM 0 20 pM 7 uM 0
CuSO04/glutation DMSO Formaldehido 11 uM 0 7uM 5uM 0

Ejemplo 4. Biodistribucién de corroles

Para obtener informacion sobre la localizacion y distribucion in vivo de los diversos corroles que tienen grupos de
cabeza de acido sulfénico, se realizo la formacion de imagenes in vivo de corroles en animales completos. Era de
particular interés examinar si los compuestos de corroles conductores, al contrario que la mayoria de las porfirinas,
eran capaces de atravesar la barrera hematoencefélica (BBB).
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El corrol 1C-Fe se muestra en la presente memoria descriptiva que es un compuesto neurosanador y neuroprotector.
El corrol 1C-Ga (esquema 1) es un analogo fluorescente de 1C-Fe que no exhibe las capacidades de 1C-Fe, oero
que puede ser usado como un material que puede ser facilmente detectado en células y tejidos debido a su
fluorescencia. Como el 1C-Fe y 1C-Ga difieren solamente en el centro de metal, se supone que su biodistribucion es
la misma.

En los experimentos de formacion de imagenes in vivo se realizaron como sigue. Ratones desprovistos de sistema
inmunoldgico recibieron inyecciones i.p. del corrol de galio (Ill) fluorescente 1C-Ga y fueron examinados mediante el
sistema de formacion de imagenes IVIS 200 [Xenogen]. Los resultados mostrados en la Fig. 2B (30 minutos después
de la inyeccién de 19 mg/kg de 1C-Ga) demuestran la posible penetracion de la BBB y la acumulacién del complejo
de corrol en la zona cerebral.

Ejemplo 5. Efecto protector del corrol de hierro 1C-Fe sobre lineas de células beta clonales expuestas a perdxido de
hidrégeno (H20,)- efectos neurosanadores/neuro-restauradores

Islotes y especialmente células 3 que contienen niveles entre los mas bajos de actividades enzimaticas antioxidantes
se compararon con otros tejidos. Estos hechos se cree que son responsables de la elevada sensibilidad de las
células productoras de insulina a diversos ataques, que conducen a la destruccion de células beta vy,
consecuentemente, dan lugar a diabetes. Esto estimulé los estudios sobre el examen de las propiedades protectoras
de los corroles frente a la tension oxidativa en células beta productoras de insulina.

Se usaron dos lineas celulares beta secretora de insulina, insulinoma de rata (INS-1E) y células RIN-m para
examinar el efecto protector del corrol 1C-Fe. Las células se cultivaron a 37°C en un entorno de aire himedo con 5%
de CO, y 95% de aire en un medio regular RPMI-1640 (Invitrogen) complementado con 5% de suero de ternera fetal
(FCS).

Después de 2 dias de cultivo, las células INS-1E (5 x 10* células/pocillo en placas de 96 pocillos) se trataron con
corrol 1C-Fe (20 y 50 pM) afadidos 30 minutos antes del tratamiento con concentraciones crecientes de H,O, y
seguidamente se incubaron adicionalmente durante 24 h. Los resultados se muestran en la Fig. 3A.

Después de 2 dias de cultivo, se trataron células RIN-m (5 x 10* células/pocillo en placas de 96 pocillos) con corrol
1C-Fe (1-50 pM) antes de la adicién de 35 pM de H,O,. La viabilidad celular se evalué mediante un ensayo
colorimétrico para la estimacién de la funcion mitocondrial usando el ensayo MTT como se describié previamente
(Gassen et al., 1998) y se expresé como porcentaje de testigo. Los resultados se muestran en la Fig. 3B.

Los datos presentados en las Figs. 3A y 3B muestran un efecto protector significativo del corrol 1C-Fe sobre células
beta frente a una amplia gama de concentraciones de peréxido de hidrégeno. El corrol 1C-Fe no muestra toxicidad
cuando es proporcionado solo (sin H>0,) a concentraciones hasta 50 uM (Fig. 3C).

Ejemplo 6: efectos comparativos de corroles 1C-Fe, 1C-Mn, 5C-Fe y 2C-Mn vy porfirinas 1P-Fe y 1P-Mn frente a la
toxicidad inducida por H20; en células RIN-m

Se hicieron crecer células RIN-m como se describe en el Ejemplo 5. Después de 3 dias de cultivo, las células RIN-m
(2,5 x 104) células/pocillo en placas de 96 pocillos) se trataron con corroles 1C-Fe o 5C-Fe o porfirina 1P-Fe (1 y 20
uM), afadidos 30 minutos antes del tratamiento con H,O, 35 UM y se incubaron adicionalmente durante 24 h. La
lesion celular se evalu6 mediante un ensayo MTT. Los resultados de la Fig. 4 representan la media SEM de un
experimento representativo repetido dos veces con resultados similares realizados bajo las mismas condiciones. Los
corroles 1C-Fe y 5C-Fe (a una concentracion de 20 uM) exhibian un efecto protector mayor frente a la toxicidad
inducida por H,O> en células RIN-m, con relacion a su porfirina 1P-Fe estructuralmente analoga.

El efecto protector de los complejos de corroles de hierro (lll) frente a la toxicidad inducida por H,O; (150 uM) se
comparo con la de los corroles de manganeso (l1) y se relacioné con la porfirina. Aunque los complejos de hierro (lll)
de corrol 1C-Fe y la porfirina 1P-Fe estructuralmente relacionada mostraron efectos citoprotectores frente a H,Oo,
pusieron de manifiesto algunas desventajas del primero (Fig. 5A). Los complejos de Mn (Ill) 1C-Mn y 2C-Mn vy la
porfirina 2P-Mn estructuralmente analoga eran totalmente insuficientes (Fig. 5A-5B).
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Ejemplo 7: Efecto protector de corroles de hierro 1C-Fe y 5C-Fe frente a la toxicidad inducida por el donante de
oxido nitrico, ICIN-1 (un precursor de peroxinitrito) en células INS-1E y RIN-m

Se cultivaron células INS-1E o células RIN-m en RPMI con bajo contenido de suero (2% de FCS), se colocaron en
placas de microtitulacion (96 pocillo) a una densidad de 2,5 x 10* células/pocillo y se dejé que se unieran durante 24
h antes del tratamiento. Se afiadieron los corroles 1C-Fe y 5C-Fe (10 uM) 30 minutos antes del ataque con el
donante de 6xido nitrico SIN-1 (500 o 600 uM) durante un periodo posterior de 24 h. La viabilidad celular se evaluo
mediante un ensayo colorimétrico para la funcion mitocondrial usando bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5difeniltetrazolio (ensayo MTT) y se expresd como porcentaje de testigo sin tratar. Los valores mayor que 100%
reflejan una actividad mitocondrial aumentada inducida por el farmaco. Los resultados representan la media + SEM
de tres experimentos independientes realizados bajo las mismas condiciones.

Los resultados expuestos en las Figs. 62-6B demuestran un efecto protector destacado del corrol 1C-Fe y 5C-Fe
frente a la toxicidad inducida por SIN-1 en células INS-1E y células beta RIN-m, respectivamente. El deterioro es
mas pronunciado en las células INS-1E, mientras que la proteccion es extremadamente eficaz en ambos casos.

Ejemplo 8: efectos comparativos de corroles de hierro 1C-Fe y corroles de manganeso 1C-Mn y 2C-Mn con relacion
a sus respectivas porfirinas 1P-Fe y 2C-Mn en células beta RIN-m expuestas a SIN-1

Se incubaron células RIN-m secretoras de insulina en RPMI con bajo contenido de suero (2% de FCS) y se
colocaron en placas de microtitulacién (96 pocillos) a una densidad de 2,5 x 10* células/pocillo y se dejaron unir
durante 24 h antes del tratamiento. Las células se trataron con corroles 1C-Fe, 1C-Mn o0 2C-Mn o porfirinas 1P-Fe o
2P-Mn en diversas concentraciones (0,1-20 uM), durante 30 minutos antes del ataque con SIN-1 (800 uM) durante
un periodo posterior de 24 h. La viabilidad celular se evalu6 mediante un ensayo MTTT y se expresG como
porcentaje de testigo sin tratar.

La primera comparacion se refiri6 a las propiedades citoprotectoras de corrol de manganeso 2C-Mn con carga
positiva frente a su andlogo 1C-Mn con carga negativa (Fig. 7A). Los resultados fueron inequivocamente favorables
al primero y se escogié 2C-Mn como compuesto principal para complejos de manganeso. Para poner de manifiesto
las posibles ventajas de los corroles se sintetizd también una porfirina 2P-Mn estructuralmente analoga y se
investigd en los mismos experimentos (Fig. 7C). El corrol de hierro 1C-Fe y la porfirina relacionada 1P-Fe se
ensayaron también bajo las mismas condiciones poniendo de manifiesto las ventajas del primero (Fig. 7B).

A cada concentracién de farmaco, el corrol de hierro 1C-Fe exhibe un efecto protector mayor sobre células beta RIN-
m frente a la toxicidad inducida por SIN-1 con relacion a su respectiva porfirina 1P-Fe (Fig. 7B). El corrol de Mn 2C-
Mn muestra también un efecto protector mejorado sobre células RIN-m frente a la toxicidad inducida por SIIN-1 con
relacion a su correspondiente porfirina 2P-Mn (Fig. 7C).

Ejemplo 9. Efectos neuroprotector y neurosanador de corroles de hierro (lll) 1C-Fe y 5C-Fe sobre la muerte celular
en la linea celular de SH-SY5Y de neuroblastoma humano.

La linea celular de neuroblastoma humano se examind también bajo condiciones similares a las células RIN-m para
poner de manifiesto la capacidad del corrol para prevenir la muerte neuronal provocada por la tension oxidativa. Se
dispusieron en placas células SH-SY5Y en placas de microtitulacion (96 pocillos) en DMEM-Eagle/F-12(HAM) (1: 1),
gue contenia 10% de FCS. Para examinar el efecto neuroprotector, las células SH-SY5Y fueron tratadas durante 30
minutos con corroles 1C-Fe y 5C-Fe (20 y 50 uM) antes de la adicion de H,O, 20 uM durante 24 h. Para examinar la
neurosanacion, las células SH-SY5Y fueron expuestas en primer lugar a H,O, 20 pM durante 0,5 h, 1,5 h o 3 h,
seguido de la adicion de corroles 1C-Fe y 5C-Fe (20 puM) y de incubacion durante 24 h.

Los resultados se muestran en las Figs. 8A-8B. Ambos corroles 1C-Fe y 5C-Fe muestran un efecto neuroprotector
dependiente de la dosis frente a la toxicidad inducida por H,O; en células SH-SY5Y (Fig. 8A). Ademéas de ello, los
corroles 1C-Fe y 5C-Fe provocaron neurosanacion de células SH-SY5Y a continuacién de un ataque con H;O;
durante diversos periodos de tiempos (Fig. 8B).

Ejemplo 10: efectos comparativos de corrol 1C-Fe y porfirina 1P-Fe frente a la toxicidad inducida por H,O, en
células SH-SY5Y.
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Se afiadieron los compuestos 1C-Fe y 1P-Fe (1-50 uM) 30 minutos antes de un ataque con H,O; (200 pM) seguido
de un periodo posterior de 24 h. Los efectos neuroprotectores del corrol de hierro 1C-Fe y su porfirina de hierro 1P-
Fe estructuralmente analoga frente a la neurotoxicidad inducida por H,O, se investigaron usando un ensayo de
reduccion MTT y ELISA de muerte celular, basado en el uso de anticuerpos monoclonales de ratén para detectar
histonas libres y DNA fragmentado (F. Hollderieder et al, Biochemica 2002, 1, 25). Los resultados muestran (Fig. 9A-
9C) que el HO, a pM durante 24 h disminuyd considerablemente la viabilidad de células SH-SY5Y de
neuroblastoma humano cultivadas en comparacion con células testigos sin tratar. El pretratamiento de las células
con corrol 1C-Fe (1-20 uM) durante 30 minutos antes de la incubacion con H,O, 200 uM durante 24 h, viabilidad
celular aumentada de forma dependiente de la dosis, segun se determind mediante reduccion MTTT en
comparacién con células tratadas con H,O, (Fig. 9A). El corrol 1C-Fe afiadido en ausencia de H,0O; (hasta 50 uM)
no tuvo ningun efecto significativo sobre la viabilidad de SH-SY5Y (Fig. 9C). Se obtuvieron resultados similares
cuando la neuroproteccion se evalué mediante un ensayo de deteccion ELISA, demostrando que el corrol 1C-Fe
protegid significativamente y de forma dependiente de la dosis las células SH-SY5Y frente a la neurotoxicidad de
H,O, (Fig. 9B). Congruentemente, a todas las concentraciones estudiadas, el corrol 1C-Fe mostré superioridad
sobre la porfirina 1P-Fe en la proteccion de células SH-SY5Y respecto a la neurotoxicidad inducida por H2O,.
Considerando el efecto neuroprotector observado del corrol 1C-Fe, se intenté determinar la duracién del retraso
entre la exposicion a H,O, y el tratamiento del corrol 1C-Fe que todavia proporcionaria una neuroproteccion. Se
administré6 H,O, a células SH-SY5Y y seguidamente se afiadié corrol 1C-Fe durante 0,5-1,5 h durante 0,5-1,5 h
posteriores. El efecto neuroprotector del corrol 1C-Fe permanecid inalterado a las 0,5 h posteriores al ataque de
H.0, (Fig.9A y 9D). A las 1 y 1,5 h posteriores al ataque de H,O, el corrol 1C-Fe protegié significativamente las
células SH-SY5Y, pero el alcance de la proteccion disminuy6 gradualmente (Fig. 9D). De forma apreciable, los dos
corroles de manganeso sustituidos 2C-Mn y 3C-Mn (hasta 50 Mn) no fueron eficaces para prevenir la citotoxicidad
mediada por H,O, (datos no mostrados).

La citoproteccion por complejos de hierro frente a diferentes concentraciones de H,O, se muestra en la Fig. 10.
Como en los casos previos, el corrol mostré una superioridad sobre la porfirina analoga en lo que respecta a la
supervivencia celular en condiciones de deterioro oxidativo inducido por diferentes concentraciones de H,0x.

Ejemplo 11. Efectos neuroprotector y neurosanador de corroles de hierro 1C-Fe y 5C-Fe frente a muerte celular
inducida por SIN-1 en la linea de células SH-SY5Y de neuroblastoma humano

Se cultivaron células SH-SY5Y en DMEM-Eagle/F-12(HAM) (1:1) que contenia 10% de FCS. Las células se
volvieron a poner en suspension en medio que contenia 2% de FCS, se sembraron en placas de microtitulaciéon (96
pocillos) y se dejaron unir durante 24 h antes del inicio del tratamiento. Para examinar los efectos neuroprotectores,
se trataron células SH-SY5Y durante 30 minutos con corroles 1C-Fe y 5C-Fe (10 y 20 uM) antes de la adicion de
H20, UM durante 24 h. Para examinar la neurosanacion, las células SH-SY5Y se expusieron en primer lugar a H,O>
20 pM durante 0,5 h, 1,5 h o 3 h seguido de la adicién de corroles de 1C-Fe y 5C-Fe (20 pM) y de una incubacion
durante 24 h.

Los resultados se muestran en las Figs. 11A-11B. Ambos corroles 1C-Fe y 5C-Fe mostraron un efecto
neuroprotector dependiente de la dosis frente a la toxicidad inducida por SIN-1 en células SH-SY5Y (Fig. 11A).
Ademas de ello, los corroles 1C-Fe y 5C-Fe provocaron la neurosanacion de células SH-SY5Y a continuacion de un
ataque con SIN-1 durante diversos periodos de tiempo (Fig. 11B).

Ejemplo 12. Efectos comparativos de los corroles 1C-Fe, 2C-Mn y 3C-Mn y porfirinas 1P-Fe y 2P-Mn frente a la
toxicidad inducida por SIN-1 en células SH-SY5Y

Se ftrataron previamente células SH-SY5Y con o sin corroles 1C-Fe, 2C-Mn y 3C-Mn y las porfirinas
estructuralmente relacionadas 1P-Fe y 2P-Mn, respectivamente, 30 minutos antes de la exposicion a SIN-1 durante
un periodo posterior de 24 h. Las Figs. 12A-12B demuestran la capacidad del corrol de hierro 1C-Fe y los corroles
de manganeso 2C-Mn y 3C-Mn para proteger, de una manera dependiente de la dosis, células SH-SY5Y frente a
SIN-1, segun se determina mediante el andlisis de reduccion MTT y el ensayo ELISA. El corrol de hierro 1C-Fe a
concentraciones de 10 y 20 uM fue capaz de inhibir la muerte neuronal, pero fue menos potente que los corroles de
manganeso 2C-Mn y 3C-Mn. Ademas, los dos corroles de hierro y manganeso mostraron una superioridad
significativa sobre sus respectivas porfirinas analogas.

Ademas de 2C-Mn con sus restos de para-piridinio con carga positiva, se examind también 3C-Mn con restos de
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orto-piridinio. El corrol de manganeso (lll) 3C-Mn parece que es mas eficaz no solamente que el 2C-Mn, sino que
muestra también mejores propiedades citoprotectoras que el complejo de corrol de hierro (Ill) 1C-Fe. La Fig. 12C
pone de manifiesto la capacidad de ambos corroles de hierro (Ill) y manganeso (lll) 1C-Fe y 3C-Mn (25 uM) para
proteger células frente a diferentes concentraciones de SIN-1, siendo aparentemente mejores las propiedades
citoprotectoras de 3C-Mn que la de 1C-Fe a todas las concentraciones de toxinas.

Para determinar el efecto de los corroles sobre la nitraciéon de proteinas celulares inducida por SIN-1, se trataron
células de neuroblastoma SH-SY5Y con SIN-1 (700 puM) en ausencia o presencia de 20 uM de los corroles 1C-Fe,
2C-Mn y 3C-Mn. La nitracion de proteinas se detectdé mediante analisis de inmunofluorescencia usando un
anticuerpo monoclonal frente a nitrotirosina (Ntyr), un marcador biolégico de peroxinitrito. Las Figs. 13A-13B ilustran
que la inmuno-reactividad respecto a Ntyr se indujo considerablemente mediante exposicion a SIN-1 en
comparacién con células testigos. La administracion de corrol de hierro dio lugar a una reduccion parcial (aunque
bastante considerable) en la tincién de Ntyr, anque los dos corroles de manganeso 2C-Mn y 3C-Mn impidieron
totalmente la formacién inducida por SIN-1 de nitrotirosina.

Ejemplo 13: Efectos neuroprotectores y neurosanadores de corroles de hierro 1C-Fe y 5C-Fe frente a la muerte
celular inducida por 6-hidroxido pamina (OHDA) en la linea de células SH-SY5Y de neuroblastoma humano

En esta serie de experimentos, se indujo el deterioro celular por 6-OHDA como un modelo para la enfermedad de
Parkinson. La 6-hidroxidopamina (6-OHDA) es una neurotoxina dopaminérgica putativamente implicada en la
patogénesis de la enfermedad de Parkinson (PD). Su neurotoxicidad ha estado relacionado con la produccion de
especies de oxigeno reactivo. Bajo condiciones fisiolégicas, la 6-OHDA es oxidada de forma rapida y no enzimatica
por oxigeno molecular para formar peréxido de hidrégeno y la correspondiente p-quinona. Esta Ultima experimenta
seguidamente una ciclacion intramolecular seguida de una cascada de reacciones oxidativas que dan lugar a la
formacion de un pigmento polimero insoluble relacionado con neuromelanina. Aunque el mecanismo molecular
preciso de la citotoxicidad para 6-OHDA sigue siendo incierto, a menudo ha sido asociado a la produccion de ROS.
El H,O, resultante de la auto-oxidacion de 6-OHDA puede ser facilmente reducido en presencia de Fe?* mediante la
reaccion de Fenton para proporcionar el radical hidroxilo que, como se menciond anteriormente, es considerado el
radical libre mas dafiino para las células vivas.

Se cultivaron células SH-SY5Y en DMEM-Eagle/F-12 (HAM) (1:1) que contiene 10% de FCS. Las células se
volvieron a poner en suspension en medio que contiene 2% de FCS, se sembraron en placas de microtitulaciéon (96
pocillos y se dejaron unir durante 24 h. Para examinar el efecto neuroprotector, se pretataron células durante 30
minutos con corroles 1C-Fe y 5C-Fe (1-20 pM) y seguidamente se expusieron a 6-OHDA (60 pM) durante 24 h
adicionales. Para la medicién de la neurosanacion, se trataron en primer lugar células SH-SY5Y con 6-OHDA (60
MM) durante 0,5 h, 1,5 h, 3 h'y 6 h seguido de la adicion de compuestos 1C-Fe y 5C-Fe (10 pM) durante 24 h
adicionales.

Los resultados se exponen en las Figs. 14A-14B. Ambos corroles 1C-Fe y 5C-Fe muestran un efecto neuroprotector
dependiente de la dosis frente a la toxicidad inducida por 6-OHDA en células SH-SY5Y con corrol 1C-Fe que
muestra un efecto mayor (Fig. 14A). Ademas de ello, los corroles 1C-Fe y 5C-Fe provocaron una neurosanacion de
células SH-SY5Y a continuacion de un ataque con 6-OHDA durante diversos periodos de tiempo (Fig. 14B).

Ejemplo 14. Efectos comparativos de corroles 1C-Fe, 2C-Mn y 3C-Mn vy porfirinas 1P-Fe y 2P-Mn frente a
neurotoxicidad inducida por 6-OHDA en células SH-SY5Y

Se pretrataron células SH-SY5Y con o sin corroles 1C-Fe, 2C-Mn y 3C-Mn y porfirinas 1P-Fe y 2P-Mn (20 uM), 30
minutos antes de una exposicion a 6-OHDA (40 uM) durante un periodo posterior de 24 h. La viabilidad celular se
evalué mediante un ensayo MTT y la muerte celular se valoré usando el estuche de ensayo ELISA de deteccion de
la muerte celular apoptética. Para la neurosanacion, las células SH-SY5Y se expusieron en primer lugar a 6-OHDA
40 UM durante 0,5, 1, 1,5 y 3 h seguido de la adicién de los compuestos 1C-Fe, 2C-Mn y 3C-Mn (20 pM) y se
incubaron 24 h adicionales. La proteina asociada al crecimiento (GAP-43) se detect6 mediante microscopia de
fluorescencia usando un anticuerpo primario especifico. Los ndcleos apoptéticos se determinaron mediante analisis
de marcacion de extremos mellados de UTP-digoxigenina mediado por desoxinucleotidil-transferasa terminal. Se
aplicé una tincién con 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para la marcacion nuclear. Se detecté 6-OHDA mediante
microscopia de fluorescencia usando un anticuerpo primario especifico.
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Como se puede observar en las Figs. 15A-15B, el corrol de hierro 1C-Fe, asi como los corroles de manganeso 2C-
Mn y 3C-Mn atenuaron significativamente la citotoxicidad inducida por 6-OHDA en cultivos de células SH-SY5Y. La
magnitud del efecto neuroprotector fue mas pronunciada para los corroles de manganeso. Unos experimentos de
neurosanacion adicionales (Fig. 15C) pusieron de manifiesto que los corroles de hierro y manganeso confieren un
efecto neuroprotector pronunciado a las 0,5 h posteriores a la administracion de 6-OHDA, que resulta gradualmente
reducido hasta 3 h después de la exposicion al ataque. Para confirmar adicionalmente el efecto neuroprotector de
los corroles en células SH-SY5Y expuestas a 6-OHDA, se empled un analisis de inmunofluorescencia, usando un
anticuerpo primario especifico frente al marcador axonal, proteina asociada al crecimiento (GAP-43) y tinciéon de
DAPI para la marcacién nuclear.

Las Figs. 16A-N muestran que el tratamiento con los corroles 1C-Fe, 2C-Mn y 3C-Mn (26 pM) atenuaron
significativamente la mortalidad celular inducida por 6-OHDA, mejoraron la morfologia celular y redujeron el nimero
de nucleos apoptoticos, en comparacion con las células tratadas con vehiculo (16A-D). Ademas de ello, la totalidad
de los tres corroles (1C-Fe, 2C-Mn y 3C-Mn) exhibieron una superioridad considerable sobre las porfirinas 1P-Fe y
2P-Mn, en concordancia con los resultados obtenidos mediante el ensayo MTT y el andlisis ELISA de muerte celular.

Como la 6-OHDA se conoce también que induce apoptosis en diversos tipos de células, incluida la SH-SY5Y (von
Coelln et al. 2001; Nie et al. 2002; Shimizu et al. 2002; Jordan et al. 2004), se ensay6 adicionalmente el efecto de los
corroles sobre los niveles del marcador apoptético, caspasa-3 escindida, un ejecutor principal de la trayectoria
intrinseca mitocondrial de la apotosis. Las Figs. 17A-E muestran que las células SH-SY5Y incubadas con vehiculo y
expuestas a 6-OHDA (40 uM) exhibieron un aumento significativo en los niveles de caspasa-3 escindida frente a las
células testigos. Este efecto sobre la caspasa-3 escindida fue parcialmente impedida por la administraciéon de corrol
de hierro 1C-Fe o totalmente mediante la administracién de corroles de manganeso 2C-Mn o 3C-Mn, como se indic6
mediante un analisis de inmunofluorescencia (Fig. 17F).

Ejemplo 15: Efectos comparativos de corroles 1C-Fe, 2C-Mn y porfirinas 1P-Fe, 2P-Mn frente a la toxicidad inducida
por SIN-1 o por H,0; en células NSC-34

Los efectos neuroprotectores del corrol de hierro 1C-Fe y porfirina andloga 1P-Fe frente a un ataque de H,O; fueron
adicionalmente examinados en la linea celular de neuronas motoras, NSC-34. La células NSC-34 es una linea
celular hibrida de neuroblastoma x médula espinal (NSC) que se parece a la neuronas motoras, que muestra un
fenotipo de tipo neurona multipolar. Se pretrataron células NSC-34 motoneuronales de ratén con o sin los corroles
1C-Fe 0 2C-Mn o las porfirinas estructuralmente relacionada 1P-Fe, 2P-Mn, respectivamente, 30 minutos antes de la
exposicion a H,0; (200 pM) o SIN-1 (700 pM) durante un periodo posterior de 24 h. La viabilidad celular (Fig. 18A,
19A) se evalué mediante el ensayo MTT y la muerte celular (Fig. 18B, 19B) se valor6é usando el estuche de ensayo
ELISA de deteccion de la muerte celular apoptoética. Los graficos en la Fig. 18A-18B y 19A-19B presentan resultados
expresados como porcentaje de testigo sin tratar. Los datos se expresan como media + SEM (n = 6) de un
experimento representativo que se repitié dos veces con resultados similares.

Como se muestra en las Figs. 18A-18B para el corrol 1C-Fe (20 uM) y la porfirina 1P-Fe, el corrol 1C-Fe se encontrd
que conferia una proteccion significativa frente a la citotoxicidad mediada por H,O, en células NSC 34, en los
ensayos tanto MTT (Fig. 18A) como ELISA (Fig. 18B). DE forma congruente con los resultados en las células SH-
SY5Y, se encontré que la porfirina 1P-Fe no era apreciablemente activa para evitar la citotoxicidad mediada por
H20, en células NSC-34. Como se muestra en las Figs. 19A-19B para los corroles 1C-Fe y 2C-Mn (20 uM) y las
porfirinas 1P-Fe y 2P-Mn, tanto el corrol de hierro 1C-Fe (20 pM) como el corrol de manganeso 2C-Mn (20 pM)
atenuaron significativamente la citotoxicidad inducida por SIN-1 (700 uM) en células de neuronas motoras NSC-34,
poniendo de manifiesto una actividad mayor de citoproteccion que las respectivas porfirinas analogas 1P-Fe y 2P-
Mn.

Ejemplo 16: efecto neuroprotector de corroles de hierro 1C-Fe y 5C-Fe en un modelo de cultivo celular de ALS
familiar

La superoxido dismutasa mutante (G93A-SOD1) esta asociada con la esclerosis lateral amiotréfica familiar (FALS).
Se realiz6 un modelo de cultivo familiar de FALS transfectando con establemente células NSC-34 motoneuronales o
células ECH-SH-SY5Y, para expresar G93A-SOD1 a niveles que se aproximan a los observados en la enfermedad
humana. Las células NSC-34 o las células SH-SY5Y se incubaron en medio Eagle modificado de Dulbecco/medio F-
12 complementado con 10% de FCS exento de tetraciclina (FCS exento de Tet, Clontech), a 37°C en una atmésfera
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de 5% de CO; en aire. Estas lineas celulares son establemente transfectadas con el plasmido pTet-ON (Clontech,
Palo Alto, CA) que codifica el transactivador controlado de tetraciclina inversa (rtTA). La induccion de la expresion de
SOD1 mutante se obtuvo desplazando cultivos no confluentes en medio de cultivo que contenia complemento de 1%
de Nz (Invitrogen, Carlsbad, CA) y 1 mg/ml de doxociclina durante 48 h en presencia o ausencia de corrol 1C-Fe y
5C-Fe.

Los resultados se muestran en las Figs. 20A-20B. En las células mutantes inducidas, la supervivencia se disminuyé
en mas de 40%, mientras que el tratamiento con el corrol 1C-Fe o 5C-Fe mejord significativamente la viabilidad
celular de células NSC-34 G93A incluso a una concentracion tan baja como 0,5 uM (Fig. 20A). Se obtuvieron
resultados similares cuando la mutacion de G93A se expreso en células SH-SY5Y (Fig. 20B).

Ejemplo 17: Absorcién celular de los corroles.

Para ensayar la penetracion de la membrana celular, asi como la absorcién y acumulacién de corroles en las
células, se aproveché la propiedad de fluorescencia de un corrol apropiado. Para esta finalidad se usé un complejo
de corrol fluorescente (1C-Ga) que es estructuralmente igual a los compuestos cataliticos usados en los
experimentos de citoproteccion/citosanacion, excepto en que el metal quelado es galio (Ill) en lugar de hierro (lll) en
1C-Fe o manganeso (lll) en 1C-Mn. Los resultados se muestran en las Figs. 21A-D para la linea celular RIN-m
(insulinoma) y las Figs. 22A-D para la linea de células SH-SY5Y (neuroblastoma). Ambas figuras demuestran la
acumulacion de corroles en el interior de células originadas a partir de diferentes lineas celulares.

Para visualizar el corrol intracelular se usd microscopia de fluorescencia. Se dispusieron en placas células SH-SY5Y
de neuroblastoma y células RIN-m de insulinoma sobre cubreobjetos. A las 24 h después de la disposicién en las
placas, se afiadié corrol 1C-Ga directamente a los medios celulares y se incub6 durante media hora a 37°C.
Seguidamente las células se aspiraron de los medios y se lavaron con tampo6n de fosfato para eliminar la sefial de
fondo debida al corrol celular extra. Se realizd una fijacion con formaldehido. Los cubreobjetos con el medio de
soporte (con DAPI) se colocaron directamente en los portaobjetos y se observaron mediante microscopia de
fluorescencia; los resultados se muestran en las Figs. 21 y 22.

A partir de estos resultados se observa que el corrol probablemente se acumula en el citoplasma de células de
neuroblastoma y de insulinoma, pero permanece excluido del nicleo. Para un analisis mas exacto y especifico de la
distribucién de corroles entre organulos celulares se utilizard una tincién especifica y microscopia confocal en el
futuro.

Ejemplo 18. Preparacion de corrol de 2,17-bis-sulfonato-5,10,15-tris(p-metoxi-tetrafluorofenil)hierro (l11) (corrol 6C-
Fe, esquena 1)

18.1 Preparacion de crrol de 5,10,15-tris(p-metoxi-tetrafluorofenil)

Se disolvieron 200 mg de corrol de 5,10,15-tris(pentafluorofenilo) en 100 ml de soluciéon de metoxido de sodio (0,5 M
en metanol). La solucién se calent6 a reflujo durante 6 h bajo argén y seguidamente se evapord el disolvente. El
producto se purific6 mediante dos columna de gel de silice posteriores (el eluyente era de etanol para la primera
columna y CH,Cly/n-hexano 2:1 para la segunda columna), proporcionando 160 mg (rendimiento de 77%) de corrol
de 5,10,15-tris(parametoxitetrafluorofenilo). 'H RMN (300 MHz, CDCl3) 8 = 9,02 (d, J = 4,0 Hz, 2H), 8,73 (d, J = 4,8
Hz, 2H), 8,54 (d, J = 4,8 Hz, 2H), 8,51 (d, J = 4,0 Hz, 2H), 4,31 (s, 9H). *°F RMN (282,4 MHz, CDCI3) & = -139,6 (dd,
J' = 22 Hz, J* = 7,0 Hz, 2F), -140,1 (dd, J* = 22 Hz, J° = 7,0 Hz, 4F), -158,2 (dd, J* = 22 Hz, J* = 7,0 Hz, 4F), -158,6
(dd, J* = 22 Hz, J* = 7,0 Hz, 2F).

18.2 Preparacion de corrol de 2,17-bis-sulfonato-5,10,15-tris(p-metoxi-tetrafluorofenilo) (corrol 6C, esquema 1)

Se agitaron 100 mg de corrol de 5,10,15-tris(p-metoxi-tetrafluorofenilo) y 10 ml de acido sulfarico a 25°C durante 4 h,
después de lo cual la mezcla de reaccién se enfri6 mediante un bafio con hielo y se tratdé con trozos pequefios de
hielo (5-10 g). El acido se neutralizé mediante carbonato de sodio y el producto se separ6 del sulfato a través de la
adicion de etanol, filtracién y evaporacion. El producto se purific6 mediante columna de gel de silice (el eluyente era
CHCly/etanol 2:1), proporcionando 80 mg (rendimiento de 67%) de corrol de 2,17-bis-sulfonato-5,10,15-tris(p-
metoxitetrafluorofenil). 'H RMN (300 MHz, CDCI3) & = 9,67 (s, 1H), 8,57 (s, 1H), 8,38 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 8,22 (d, J =
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4,5 Hz, 1H), 8,15 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 8,14 (d, J = 4,5 Hz, 2H), 4,24 (s, 3H), 4,23 (s, 3H), 4,21 (s, 3H). *°F RMN (282,4
MHz, CDs0D) & = -140,9 (dd, J* = 24Hz, J° = 8,0 Hz, 2F), -141,9 (dd, J* = 24 Hz, J* = 8,0 Hz, 2F), -142,1 (dd, J* =
24 Hz, J* = 8,0 Hz, 2F), -161,6 (dd, 3" = 24 Hz, J° = 8,0 Hz, 2F), -162,1 (dd, J* = 24 Hz, J° = 8,0 Hz, 2F), -164,3 (dd,
J' =24 Hz, J* = 8,0 Hz, 2F). MS (TOF LD-) m/z (%) 101 1,9 (100%) [M<2"> + Na").

18.3 Preparacion de corrol 2,17-bis-sulfonato-5,10,15-tris(p-metoxitetrafluorofenilo)hierro (I1l) (6C-Fe)

Una parte de FeCl2.4H20 (100 mg) se afiadié de una vez a una solucién en piridina (10 ml) de corrol de 2,17-bis-
sulfonato-5,10,15-tris(parametoxitetrafluorofenil) (100 mg) y la mezcla se calenté inmediatamente a reflujo durante
10 minutos. El producto se purificé mediante una columna de gel de silice (el eluyente era éter/etanol 3:1 al
comienzo y seguidamente éter/etanol 1:2), proporcionando 75 mg (rendimiento de 71%) del producto del titulo. =
RMN (282,4 MHz, CD3s0D) $ = -109,2 (1F), -119,3 (2F), -153,4 (1F), -154,8 (1F), -157,4 (1F). MS (TOF LD-) m/z (%)
1065,9 (100%) [M* + Na®).

Ejemplo 19. Preparacién de corrol de 2,17-bis-sulfonato-glicina-5,10,15-tris(pentafluorofenilo) hierro (l11) (corrol 5C-
Fe, esquema 1).

19.1 Preparacion de éster etilico de corrol de 2,17-bis-sulfonato-glicina-5,10,15-tris(pentafluorofenilo)

Una solucién de corrol de 2,17-bis-sulfonilcloruro-5,10,15-tris(pentafluoro-fenil) (70 mg) y 200 ul de éster etilico de
glicina en CHCl, (20 ml) se agit6 durante 1 h. La solucién se lavé dos veces con una solucion de HCI (2 M) y
seguidamente con agua destilada. El disolvente se evaporé y se obtuvo éster etilico de corrol de 2,17-bis-sulfonato-
glicina-5,10,15-tris(pentafluorofenilo) con un rendimiento cuantitativo. “F RMN (188 MHz, CDCl3) 6 = -136,8 (pico
ancho, 4F), -139,0 (pico ancho, 2F), -150,7 (pico ancho, 1F), -151,1 (pico ancho, 2F), -160,7 (pico ancho, 4F), -162,5
(pico ancho, 2F),. MS (TOF LD+) m/z (%) 1149,2 (100%) [M + Na").

19.2 Preparacion de éster etilico de 2,17-bis-sulfonato-glicina-corrol de tris(pentafluorofenilo)hierro (I11)

Una parte de FeCl,.4H,0 (70 mg) se afiadié de una vez a una solucién en piridina (10 ml) de éster etilico de corrol
de 2,17-bis-sulfonato-glicina-5,10,15-tris(pentafluorofenilo) (70 mg) y la mezcla se calenté inmediatamente hasta
reflujo durante 10 minutos. El producto se purific6 mediante una columna de gel de silice (el eluyente era CH,Cl./n-
hexano 1:1 al comienzo y seguidamente CH,Cl,/THF 100:1), proporcionando 60 mg (rendimiento de 82%) de éster
etilico de 2,17-bis-sulfonatoglicina-5,10,15-tris(pentafluorofenil) hierro (ll1). F RMN (282,4 MHz, CDCl3) 6 = -118,1
(2F), -123,0 (2F), -124,9 (2F), -153,7 (2F), -156,1 (1F), -160,9 (2F), -161,2 (2F), -163,2 (2F). MS (TOF LD-) m/z (%)
1179,242 (80%) [M), 1202,244 (100%) [M + Na]).

19.3 Preparacion de 2,17-bis-sulfonato-glicina-5,10,15-tris(pentafluorofenilo)hierro (1)

Se llevaron a reflujo durante 1 h 60 mg de éster etilico de 2,17-bis-sulfonatoglicina-corrol de 5,10,15-
tris(pentafluorofenilo)hierro (Il1) y 100 ml de agua que contenian 500 mg de carbonato de sodio, después de lo cual
la solucién basica se neutralizé mediante HCI y se lavé con CH2CI2. El producto se transfirié a la fase organica. El
CH_ClI; se lavé dos veces con agua y se secO por medio de sulfato de sodio. Se obtuvieron 45 mg del producto final
2,17-bis-sulfonato-glicina-corrol de 5,10,15-tris(pentafluorofenilo)hierro (Ill) después de una filtracion y evaporacion
de la solucién en CH,Cl,. *°F RMN (282,4 MHz, CDCls) § = -118,2 (2F), -123,1 (2F), -125,0 (2F), -153,8 (2F), -156,1
(1F), -161,1 (4F), -163,3 (2F). MS (TOF LD-) m/z (%) 1122,468 (100%) [M]).

Ejemplo 20. Preparacién de corroles 3C-Mn y 4C-Mn (esquema 1)

La preparacion de los corroles exentos de metales y no alquilados 3C y 4C, a partir de los cuales se prepararon los
complejos metalicos 3C-Mn y 4C-Mn, respectivamente, se describe por Saltsman et al., 2008.

20.1 Preparacion de corrol de 5,10,15-tris(o-piridilo) (3C, el precursor de 3C-M, esquema 1)

Para la preparacion del compuesto del titulo en el Ejemplo 20.1, se hicieron reaccionar 2-piridinio-dipirrometano y un
aldehido apropiado (2-piridino-carboxaldehido/pentafluorobenzaldehido) como se describe por Gryko and Piechota,
2002. Brevemente, las muestras de dipirrometano (0,4 mmol) y el aldehido apropiado (0,2 mmol) se disolvieron en
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CH.Cl; (12 ml) y se afadié acido trifluoroacético (62 pl, 0,8 mmol) a esta mezcla en agitacién a temperatura
ambiente. Después de 1 h se afiadio trietilamina (112 uM, 0,8 mmol) y la mezcla de reaccion se diluyé con CH,Cl,
(308 ml). Se afiadié DDQ (90 mg, 0,4 mmol) y se continud la agitacién durante 10 minutos adicionales. La mezcla de
reaccion se evapor6 hasta sequedad y se purificd6 mediante cromatografia de columna sobre silice con los detalles
de purificacion que se describen para cada caso.

La mezcla de reaccion se purificé a través de cromatografia de columna sobre silice. La segunda banda azul-verde
se eluyd con acetato de etilo: n-hexano (al comienzo 3:1 y a continuacién gradualmente hasta acetato de etilo al
100%, seguidamente metanol al 10% en acetato de etilo). Un segundo tratamiento cromatogréfico (acetato de etilo:
n-hexano 3:1, seguidamente n-hexano al 3% en acetato de etilo y seguidamente metanol al 5% en acetato de etilo)
proporcioné corrol puro (25 m% 24% de rendimiento), R (silice, acetato de etilo) = 0 24. *H 500 MHz RMN (CeDs) 6
= 8,81 (s ancho, 2H), 8,79 (d, gH H) = 4,12 Hz, 2H), 8, 67 (s ancho, 1H), 8,65 (d, % (H,H) = 4,35 Hz, 2H), 8,44 (d,
%3 (H,H) = 4,12 Hz, 2H), 8,23 (d, *J (4,58 Hz, 2H), 8,04 (d, J(HH)—756Hz 2H), 7,91 (d, 3J (H,H) = 7,33 Hz, 1H),
7,34 (m, 3H), 6,92 (m, 3H). UV-vis (acetato de etilo): Amax, NM (g X 10° )418 (36,3), 582 (6,7), 614 (4,4).

MS (MALDI-TOF): m/z (%): 528,3 [M", 100%]; 530,5 [M", 100%]..
20.2 Preparacion de corrol de 10-(pentafluorofenil)-5,15-bis(o-priridilo) (4C)

La mezcla de reaccion de la reaccion con pentafluorobenzaldehido se purifico a través de cromatografia de columna
sobre silice. La segunda banda azul-verde que se eluyd con acetato de etilo: n-hexano (1:4 y seguidamente 1:2)
proporcion6 una fraccién que contenia corrol 4C. La purificacion final de 4C se consiguié mediante cromatografia de
capa fina (placa de silice/acetato de etilo: n- hexano 3:4) para proporcionar 4C puro (27 mg, 22% de rendimiento), R¢
(silice, acetato de etllo n-hexano 2:3) = 0,81. 'H 300 MHz RMN (CgDs): & = 8,74 (s ancho 2H), 8,61 (d, % HH) =
4,12 Hz, 2H), 8,22 (d, %3 (H,H) = 4,67 Hz, 2H), 8,09 (d, %J (H,H) = 7,96 Hz, 2H), 7,71 (d, %J (H, H)—494Hz 2H), 7,06
(m, 4H), 6,42 (m 2H), -1,47 (s ancho, 3H). "°F 282 MHz (CsDg): 8 =138, 36 (dd, *J (F,F) = 25,3 Hz, *J (F,F) = 5,6 Hz,
2F), -154, 16 (t, 33 (F,F) = 22,6 Hz, 1F), -162,96 (td, %J (F,F) = 25,4 Hz, “J (F,F) - 8,5 Hz, 2F). UV-vis (EtOAC): Amax,
nm (e x 10°%) 416 (48,5), 578 (10,3).

MS (MALDI-TOF): m/z (%): 617,0 [M", 100%]; 619,2 [M*, 100%)].
MS (MALDI-TOF): m/z (%): 619,2 [M*, 100%)].
20.3 Preparacion de 3C y 4C N-metilados

Se disolvieron 3C y 4C en el volumen minimo de DMF y se afiadié yoduro de metilo en exceso (100 eq) a las
soluciones. Las mezclas de reaccion se agitaron a temperatura ambiente durante una noche. Se afadié una
pequefia cantidad de metanol y un exceso de tres veces de dietil-éter a las mezclas de reaccion. Los productos
precipitados se recogieron y se lavaron con parte de adicion dietil-éter.

Corrol de 5,10,15-tris(N-metil-o-piridinioilo) (3C**): se obtuvo en forma de una mezcla de tres estructuras
atropoisémeras, que se separaron mediante HPLC de fase inversa. R (silice, KNOj3 sat : H,O : acetonitrilo, 1:1:8) =
0,46, UV-vis (acetonitrilo): Amax, NM & X 10'3) 408 (8,0), 436 (8,2), 626 (3,3).

MS (MALDI-TOF) ES"™ (CH3sCN): m/z (%): 575 (10) [M"], 560 (40) [M-15(CHs)], 545 (100) [M-30 (2xCHa)], 287 (100)
[M*]/2, 196 (25) [M+16(0)]/3.

Corrol de 10-(pentafluorofenil)5,15-bis(N-metil-o-piridinioilo) (4CZ+): se obtuvo en forma de una mezcla de dos
atropoisomeros que se separaron mediante HPLC de fase inversa. R (silice, KNO3 sat: H20: acetonitrilo 1:1:8) =
0,55. HSOOMHz RMN CDsCNj): & -915(d %3 (H,H) = 4,16 Hz, 2H), 912(d %3 (H,H) = 6,46 Hz, 2H), 869(m 4H),
8,56 (d, °J (H,H) = 4,74 Hz, 2H), 8,52 (d, °J (H,H) = 4,22 Hz, 2H), 8,49 (d, %J (H,H) = 4,67 Hz, 2H) 8,31 (t, °J (H,H) =
6,59 Hz, 2H), 4,15 (s, 3H), 4,13 (s, 3H). "°F 282 MHz (CDsCN): = -141,01 (m, 2F), -158,21 (t, °J (F,F) = 19,4 Hz,
1F), -165,01 (m, 2F). UV-vis (acetonitrilo): Amax, NM (g X 10’3)

MS (MALDI-TOF) ES* (CHsCN): m/z (%): 648,2 (100) [M'], 633,2 (85)
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20.4 Preparacion de complejo de Mn (lll) de corrol de 5,10,15-tris(N-metil-o-piridinio) (3C-Mn); complejo de Mn (lIl)
de corrol de 10-pentafluorofenil) 5,15-bis(N-metil-o-piridinio) (4C-Mn)

Los compuestos del titulo se prepararon calentando una soluciéon en DMF del 3C%* 0 4C*" metilados a reflujo con 15
eq de Mn (OAc)2.4H,0. Unos examenes de UV-vis y TLC pusieron de manifiesto que no habia ningin material de
partida. La evaporacion del disolvente y la separaciéon cuidadosa mediante una columna cromatogréfica del residuo
(gel de silice, KNOs sat: H,O: acetonitrilo, 1:1:8 para 3C-Mn y KCI sat: H,O:acetonitrilo, 1:1:8) para 4C-Mn)
proporcion6 73% y 85% de rendimiento, respectivamente, en forma de soélidos verdes oscuros.

3C-Mn: Ry (silice, KNO3 sat: H,O:acetonitrilo, 1:1:8) = = 0,24, MS (MALDI- TOF) LD" (CH3CN): m/z (%): 626,1 (10)
[M™], 611,1 (30) [M*-CHs], 596,1 (100) [M*- (2xCHs)], 581,1 (95) [M"-(3xCHa)]; ES™: 279,0 (100)[M*/3 + (2xCI)].

4C-Mn: Rs (silice, KNO3 sat: H,O:acetonitrilo, 1:1:8) = 0,78, 19F 282 MHz (CD3CN): & = -119,29 (s ancho, 2F), -
154,06 (m, 1F), -157,51 (m, 2F). MS (MALDI- TOF) ES* (CH3sCN): m/z (%): 350,1 (100) [M*]/2.

Ejemplo 21: sintesis de 5,15-bis(4-N-propargil-piridilio)-10-pentafluorofenil-corrolato de manganeso (Ill) (E-pr-Mn,
esquema 2)

Se sintetizd corrol que porta sustituyentes de piridina como sigue: Se afiadié pentafluorobenzaldehido (50 pl, 0,4
mmol) a 10 ml de una solucién de piridil-dipirrometano (178 mg, 0,8 mmol) en acido propionico y la mezcla se
calent6 a reflujo durante 50 minutos. El residuo obtenido después de la evaporacion del disolvente se lavé con agua
caliente, se neutralizo con hidroxido de amonio (25%) y se lavé nuevamente con agua caliente. El material sélido se
disolvié en metanol, se afadié alimina basica y el disolvente se evapord. La separacion entre corrol y la porfirina
analoga se consiguié mediante cromatografia de columna (silice CH2CI2 seguido de metanol al 0,5%) seguido de
separacion mediante cromatografia preparativa de capa fina (placa de silice, CHCI3/MeOH 50:1) proporcionando
corrol puro (18 mg, 8%).

Ri= 0,15 CH,Cly/ acetato de etilo 1:1). UV/Vis (CH2Clo/MeOH (2:1)): Amax (€10) = 416 (104,99), 576 (16,14), 610
(9,40), 640 (5,34). MS (MALDI-TOF): m/z (%): 619 (100) [M']. *H RMN (200 MHz, Cg¢De): & = 8,93 (s ancho, 4 H),
8,67 (d, J = 4 Hz, 4 H), 8,26 (m, 4 H), 7,90 ppm (br. s, 4 H). *°F (188 MHz): § = -138,79 (d, J = 23,5 Hz, 2F), -153,22
(t, J=21,9 Hz, 1 F), -162,37 ppm (t, J = 22,5 Hz, 1 F).

El correspondiente complejo de manganeso se prepar6d calentando la solucion de corrol en piridina a reflujo con 15
equivalentes de Mn (OAc)..4H,0 seguido de separacion cromatogréfica (silice partiendo de CH:Cl, y afiadiendo
gradualmente metanol), proporcionando un rendimiento de 81%. UV/Vis (MeOH): Amax (810‘3) =368 (16,7). 402 (26,7),
420 (4,8), 458 (18,4), 484 (16,2), 634 (9,4). MS (MALDI-TOF LD"): m/z (%): 670 (100) [M']. *°F (CsD.N) (188 MHz): &
=-136,58 (s ancho, 2 F), -155,16 (s, 1 F), -161,23 ppm (s, 2 F).

N-alquilacién: el complejo de manganeso se disolvié en THF caliente y se afiadié bromuro de propargilo en exceso a
la solucion, que seguidamente se dejo a 50°C hasta una precipitacion completa. El material sélido se recogié por
centrifugacion y se lavo con THF y dietil-éter hasta que el disolvente era incoloro. LIV/Vis (methanol): Amax 462, 600,
638; MS (MALDI-TOF LD"): m/z (%): 711 (10) [M"], 671 (80) [M-80]. *°F (MeOD) (188 MHz): & = -132,1 (s ancho, 2
F), -144,71 (s, 1 F), -161,70 ppm (s, 2 F). El producto del titulo se cristalizo ediante difusion de dietil-éter en solucién
concentrada en metanol, proporcionando un rendimiento de 58%.

Ejemplo 22. Neuroproteccion mediante corroles in vivo en el modelo MPTT de PD

El modelo de ratén de la enfermedad de Parkinson (PD) usando la neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (NPTP) recapitula muchas de las manifestaciones patoldégicas que se encuentran en la PD
humana, que incluyen una generacion aumentada de ROS vy nitracion de residuos de tirosina en proteinas en la
sustancia negra (SN) del cerebro medio ventral, una zona que contiene las neuronas DA vulnerables. Empleando
este modelo se mostré recientemente que la rasagilina y M-30 (un quelador de hierro que contiene propargilo
descrito en el documento WO 2004/041151) son neuroprotectores y tienen también la capacidad de restablecer
neuronas dopaminérgicas negras cuando se proporcionan con posterioridad a MPTP (Gal et al., 2005). Basandose
en resultados preliminares (véase lo que antecede, Fig. 3-20) y en la lipolicidad algo mayor del corrol 5C-Fe (mayor
probabilidad de penetrar la BBB), este fue el primer corrol ensayado. Los ratones son tratados con corrol 5C-Fe (1,
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2, 10 y 20 mg/kg, una vez al dia mediante administracién oral o intraperitoneal (i.p.)) durante 5 dias consecutivos y
seguido de la combinacion con MPTP (24 mg/kg, i.p.) durante 4 dias adicionales. La actividad A/B de monoamina-
oxidasa (MAO) es valorada en el estriato y el hipocampo, asi como la actividad de tirosina hidroxilasa (TH) y los
niveles de catecolamina en el estriato, hipotalamo y rafe dorsal. Ademas, las proteinas asociadas al Parkinsonismo
como a-sinucleina y sinfirina-1, y las proteinas reguladoras del hierro, como ferritina, receptor de transferrina y factor
indusible de hipoxia (HIF)-1 son verificados para los cambios en la expresion estriatal. Para asociar los posibles
efectos neuroprotectores del corrol con acciones antioxidantes, se ensayan parametros de ROS y RNS que incluyen
glutation reducido (GCH), peroxidacién de lipidos y proteina 3-nitrociladas en la zona del cerebro medio ventral del
raton, como se describe (Liang et al., 2007).

Ejemplo 23. Neurosanacion mediante corroles en el modelo de MPTP

Los resultados preliminares han mostrado que los corroles 5C-Fe y 1C-Fe poseen una actividad no solamente
preventiva sino también neurosanadora potente (indicada por su administracion posterior al deterioro) en cultivos
celulares (véanse las Figs. 8, 11, 14 y 15). Por lo tanto, el corrol 5C-Fe es el inicialmente investigado por su efecto
potencial neurosanador/neuro-restaurador en el modelo de neurodegeneracién de dopamina miroestratial inducida
post-MPTP de PD en ratones. La administracion de MPTP (20 mg/kg, i.p.), por dia, durante 4 dias esta seguida de
un periodo de descanso adicional de 4 dias (dia 8) para permitir la conversion completa de MPTP en su metabolito
activo, MPP+ (Sagi et al., 2007). En el dia 8, el corrol 5C-Fe (las dosis son segun los resultados del paradigma
neuroprotector) es administrado (i.p. o por via oral) durante 14 dias. Se determinan los mismos parametros descritos
para los estudios neuroprotectores en el ejemplo 22 también en este caso.

Ejemplo 24. Efectos moleculares de corroles in vitro sobre la apoptosis, sefializacion celular y procedimientos
relacionados de OS

El mecanismo molecular de la accién citoprotectora/citosanadora de los diversos corroles es valorado en las
siguientes lineas celulares: Linea celular neuronal dopaminérgica SN derivada de raton clonal, SN 4741 (modelo de
PD), linea celular neuronal motora de ratén, NSC-34 (modelo ALS) y en lineas celulares ISN-1E y RIN-m de
insulinoma de rata (modelo de DM). Los marcadores de proteinas asociados a la apoptosis (por ejemplo, las
proteinas de la familia Bcl-2, Bax, Bad, Blc-2; citocromo c; fosfo-H2AX, caspasa-3 y -8 escindida; poli-ADP-ribosa
escindida (PARP)), cascadas sefializadoras (por ejemplo, MAPK, PKC, PI3K/AKT) y parametros de OS (catalasa,
GSH, glutatién peroxidasa, niveles de ROS enddgenos), se determinan como se describe en las publicaciones
anteriores del grupo de M. Youdim (Weinreb et al., 2004; Bar-Am et al., 2005). Especificamente, para las lineas
celulares de insulinoma, el efecto de los corroles frente al aloxano, una toxina diabetogénica que destruye
selectivamente las células beta que producen insulina en el pancreas, se investiga y se determinan los niveles de
insulina celular y secretados. También, se miden los niveles de proteina de interaccion con tioredoxina, un factor
pro-apoptdético que se han encontrado recientemente que aumenta en células beta sometidas a toxicidad de glucosa
(Chen et al., 2006).

Ejemplo 25. Efecto de corroles sobre la funcion mitocondrial

Se examinan diversos corroles con respecto a su capacidad para prevenir el colapso de mitocondrias y la
consecuente disminucion de la actividad proteasomal (debido a un impedimento en el suministro de ATP) a
continuacion de una exposicion a 6-OHDA, una neurotoxina que se conoce que inhibe los complejos mitocondriales |
y IV. El potencial de la membrana mitocondrial (AWYm) Se determina mediante el ensayo JC-1. Brevemente, los
corroles son afiadidos 30 minutos antes de la exposicion a 6-OHDA (35 puM), durante un periodo de 4 h. Los
cambios en AWm se determinan por medio del estuche de ensayo de deteccion del potencial de membrana
mitocondrial JC-1 (Biotium, Inc) durante 20 minutos a 37°C. Las imagenes de emision dual (530 y 590 nm)
representan la sefial a partir de la fluorescencia de JC-1 mondémera (verde) y J-agregada (roja) mediante
microscopia confocal. A los elevados potenciales de membrana caracteristicos de mitocondrias activada, se
acumula JC-1 suficientemente para agregarse, dando lugar a desplazamientos amplios color naranja (590 nm) en el
maximo de emision. A potenciales inferiores, el colorante existe en forma de un monémero fluorescente verde (530
nm).

Ejemplo 26. Biodistribucién y biodisponibilidad de corroles

Los asuntos relativos a la biodistribucién, mecanismo de transporte, acumulacién en o6rganos especificos y la
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eventual eliminacion de los compuestos administrados, estan entre las principales preocupaciones en lo que se
refiere a la utilizacién en la vida real de los farmacos potenciales. Esto puede ser abordados por medios diversos y
bastante diferentes que incluyen examenes in vitro, in vivo y ex-vivo. Una forma de predecir la distribucion es a
través de examen de la union de los corroles a las proteinas en circulaciéon que pueden actuar como
transportadores, de forma analoga al experimento realizado previamente por los inventores con complejos metélicos
de corrol 1C (esquema 1), que forma espontaneamente bioconjugados no covalentes estrechamente unidos con
HDL (Haber et al., 2007), albumina (Mahammed et al., 2004)y transferrina (Haber and Gross. 2007) (citados en
orden creciente de afinidad) asi como con proteinas semi-sintéticas (Agadjanian et al., 2006). Los experimentos
preliminares pusieron de manifiesto que los complejos metalicos de corrol 2C (como 2C-Mn) no se unen a albumina,
pero todavia lo hacen para transferrina, una de las muy pocas proteinas que puede portar farmacos al cerebro. Una
aproximacion mas directa consiste en la fuerte fluorescencia de los corroles que no son quelados por metales de
transicion (sin metal como en los corroles 1C y 2C o usando complejos de corrol de Ga/Al como 1C-Ga. Esta
caracteristica se usa para ensayar la entrada de células a través de microscopia confocal (Agadjanian et al., 2006),
sin necesidad de unir una etiqueta fluorescente. Ademas, puede ser usada incluso para fines de formacion de
imagenes de animales completos, como se muestra en el ejemplo 4 con anterioridad. Puede ser usada también
tomografia de emisién de positrones (PET) basada en corroles de cobre como el corrol 1C-Cu. La semi-vida se ®cu
es 12,7 horas, el cobre puede ser insertado en corroles en minutos a temperatura ambiente y el metal no se
desprende del corrol una vez insertado.

La distribucion en tejidos de los corroles se determina en diversas zonas del cerebro que incluyen la corteza,
hipocampo y tronco encefalico, asi como sus niveles en la periferia y plasma a diferentes intervalos de tiempo (1-96
h) por medio de HPLC y quimioluminiscencia. De forma importante, se ha confirmado ya que concentraciones
nanomolares de complejo 1C-Fe pueden ser determinadas en muestras de plasma a través del método de
luminol/H,0, (Motsenbocker et al., 1999).

Ejemplo 27. La capacidad de los corroles para prevenir el desarrollo de diabetes inducida por estreptozotocina
(ST2)

Siguiendo los estudios iniciales usando los compuestos para la proteccion in vitro de células productoras de insulina
expuestas a peréxido de hidroégeno o SIN-1 (se convierte en PNA a pH fisioldgico), los corroles seleccionados son
administrados i.p. a ratones (la dosis se determinan a partir de los resultados del modelo de mPTP) durante periodos
de tiempo diferentes (1, 3 y 6 semanas) antes, durante y una semana después de la administracion de la toxina
inductora diabetogénica, STZ, que destruye selectivamente las células beta productora de insulina en el pancreas.
Se estudiaron los siguientes grupos experimentales.

Induccion de diabetes y verificacion de efectos secundarios

Se induce diabetes en ratones Balb/c (Harlan Laboratories, Jerusalem) mediante una Unica inyeccion de soluciéon de
STC (Sigma, St.Louis, MO) a una dosis de 200 mg/kg de masa corporal 0 mediante inyecciones de dosis multiples
bajas (40 mg/kg x 5 dias). La STZ es inyectada por via i.p. después de disolverla en tampoén citrico (pH 4,5). La
gravedad de la diabetes es estimada mediante verificacion de la glucosa en sangre y orina, peso corporal asi como
mediante el ensayo de tolerancia a la glucosa. Todos los animales tratados con los corroles son ocasionalmente
verificados en cuanto a posibles efectos secundarios mediante toma de muestra de sangre para los perfiles
bioquimicos y hematolégicos. Estos estudios incluyen dos grupos diferentes: ratones con diabetes de STZ de dosis
elevado y ratones con diabetes de STZ de mdltiples dosis bajas, para examinar los efectos de los corroles en la
destruccion directa de células beta toxicas y sobre la destruccién de células beta de tipo autoinmune,
respectivamente.

Ejemplo 28. Utilidad terapéutica potencial de corroles en el modelo de ratones transgénicos dobles ATP/presenilina-
1(PS1) de la enfermedad de Alzheimer (AD)

Para abordar la posible funcidn neuroprotectora de los corroles en la patogénesis de la AD, sus efectos se examinan
en los mecanismos de regulacién/tratamiento de la proteina precursora amiloide (APP) (por ejemplo, APP
mRNA/proteina, a/BAPP soluble, péptidos A fibrilares/depdsitos de placa) en la corteza cerebral y el hipocampo de
ratones doblemente transgénicos AD, APP/PS1. La dosis forzada diaria se proporciona durante cuatro semanas
consecutivas antes de la aparicion de los sintomas (~ 6 meses de edad). Después de que se completa la
administracion de los farmacos, se sacrifican 5-6 animales de cada grupo, sus cerebros se extirpan y se almacenan -
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60°C para un analisis adicional.
Ejemplo 29. Utilidad terapéutica potencial de corroles en ratones transgénicos ALS

Ratones transgénicos SOD hemizig6ticos (que portan un nimero elevado de copias de un SOD-1 de alelo mutante
que contiene la sustitucion Gly93 — Ala (G93A)) resultan polarizados en una 0 méas de sus extremidades en la fase
tardia de la enfermedad, con un intervalo de vida de ~ 130 dias. Los corroles seleccionados son administrados
mediante alimentacion forzosa diaria comenzando en un estado asintoméatico (dia 70) hasta la muerte. Se valoran la
funcion motora, intervalo de vida y analisis histopatolégico post-mortem.

Ejemplo 30. Propargil-corroles bifuncionales: inhibicion de MAO-A/B y potencial anti-depresivo

Se examinan inicialmente diversos N-propargil-corroles hibridos (esquema 2) in vitro en cuanto a sus propiedades
como inhibidores de MAO. Los compuestos que exhiben las potencias més elevadas se seleccionan para una
investigacion adicional. A los ratones se les administran los propargil-corroles (1/10 mg/kg i.p.) y se sacrifican 1 h
después para valorar la inhibicion ex-vivo de la actividad de MAO A/B en diversas zonas del cerebro y 6rganos
sistémicos. Ademas de la evaluacion de la potencia inhibidora de MAO, estos descubrimientos proporcionan una
indicacion respecto a la permeabilidad en el cerebro de los farmacos examinados. La valoracion de los niveles de
aminas estriatales (DA, DOPAC, HVA, ME, 5-HT y 5-HIAA) se realiza también para confirmar los descubrimientos
del ensayo de inhibicion de MAO (Gal et al., 2005). Los propargil-corroles que exhiben la capacidad de inhibir MAO-
A en el cerebro son examinados en cuanto a su potencia para mejorar la depresion. Esto se realiza usando el
modelo de ensayo de modo forzado, un modelo especifico de modo de comportamiento, desesperacion y depresion,
como se describié previamente (Weinstock et al., 2002). A las ratas se les administra propargil/corroles (5 o 10
mg/kg) y se valoran las caracteristicas de comportamiento tipicas de la depresion.

Los inhibidores de MAO no selectivos combinados con la ingestién de tiramina derivada de la dieta pueden conducir
a lo que se denomina comunmente “la reaccion del queso” caracterizada por hipertension con riesgo para la vida,
resultante de los niveles de sinapsa-norepinefrina elevados (Youdim and Weinstock, 2004). Debido a este efecto
secundario, ha sido limitado el uso de inhibidores de MAO. Como la isoenzima de MAO predominande en el intestino
delgado es MAO-A, el desarrollo de nuevos inhibidores de MAO se ha dirigido en consecuencia a la inhibicion
selectiva de MAO-B. Los propargil-corroles son examinados en cuanto a si producen o no este efecto hipertensor.
Esta suposicion estd basada en los descubrimientos que muestran que el quelador de hierro neuroprotector que
contiene propargilo, M-30, inhibe de forma potente MAO-A y -B en el cerebro, pero escasamente en 6rganos
periféricos (Gal et al., 2005). Con esta finalidad, a las ratas se les administran propargil-corroles (5 y 10 mg/kg i.p.)
antes de la administracion oral de tiramina (Weinstock et al., 2002)y seguidamente se determina la presion
sanguinea y el ritmo cardiaco. Se determina también la inhibicion de MAO-A y MAO-B en el cerebro, higado e
intestino.

Finalmente, basandose en el resultado positivo de los estudios anteriores, los corroles bifuncionales seleccionados
son ensayados en cuanto a sus propiedades cito/neuroprotectoras en los diversos modelos de animales.
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Esquema 1

SOsH  Ar =CeFs
1: M =H; (no metal)
1C-Fe: M= Fe
1C-Mn: M= Mn
1C-Cu: M= Cu
1C-Ga: M= Ga

Ar=4-0OCH;-CeF.
6: M =H, (no metal)
6C-Fe: M=Fe

Ar=CF,
L: M=metal

CeFs

2: M =H; (no metal)
2C-Mn: M= Mn

CeFs
.
ozis NH-CH,-CO,H
) NH-CH,-COoH
3C-Mn: Ar= O-C—_r,Hq.N -CH3 E5C-Fe

4C-Mn: Ar =CgFs
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Esquema 2

FaC CF,
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REIVINDICACIONES

1. Un complejo de metal de transicion de un corrol anfifilico, un isémero Optico o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo para ser usado en neuroproteccion y neurosanacion.

2. El complejo segun la reivindicacion 1, para el tratamiento de diabetes o una enfermedad, trastorno o estado
neurodegenerativo.

3. El complejo segun la reivindicacion 1 6 2, en el que dicho corrol anfifilico es un 5,10,15-tris-aril- 0 5,10,15-tris-CF3-
corrol.

4. El complejo segun la reivindicacion 3, en que dicho complejo de metal de transicion del corrol anfifilico tiene la
formula I:

JE";I'z

Ary Ars

=

en la cual:

Ari, Arp y Ars, iguales o diferentes, se seleccionan cada uno entre CF3, carboarilo, heteroarilo o carboarilo-
heteroarilo mixto;

M es un metal de transicion seleccionado entre Mn, Fe, Ru, Co, V, Cr o Cu; y

E, y E17, iguales o diferentes, son cada uno H, SOsH, SO;N-R:R,, CO,H, CO2R 0 CON-R1R2; R es alquilo
C1-Cs 0 arilo; y R1 ¥ Ry, iguales o diferentes son cada uno H, alquilo C1-Cg opcionalmente sustituido con -
COOH, alquinilo C,-Cg, arilo Cs-C12 0 junto con el atomo de N al que estan unidos forman un anillo de 5-6
miembros saturado que contienen opcionalmente un heteroatomo adicional seleccionado entre O, Sy N.

5. El complejo segun la reivindicacion 4, en el que el carboarilo por si mismo o como parte del radical mixto
carboarilo-heteroarilo, es un radical aromatico Cs-C12 monociclico o biciclico como fenilo, bifenilo o naftilo
opcionalmente mono- o poli-sustituido con uno o mas atomos de halégenos o con alquilo C1-Cg, preferentemente Ci-
Ca4, 0 alcoxi, nitro, hidroxilo, SOsH, -NR1R>, -N"R1R2R3, 0 -N-R;-NH>, en gue R1, Rz y Rs, iguales o diferentes son
cada uno H, alquilo C;-Cg, alquinilo C,-Cs, preferentemente Cs, arilo Cs-C12, aril Cs-Ciz-alquilo C1-Cg 0 R1 ¥ Rz junto
con el &tomo de N al que estan unidos forman un anillo de 5-6 miembros saturado que contiene opcionalmente un
heteroatomo adicional seleccionado entre O, S y N; dicho heteroarilo por si mismo o como parte del radical mixto
carboarilo-heteroarilo, es un anillo aromatico de 5-6 miembros que contiene 1-3 heterodtomos seleccionados entre
O, S y N como pirrolilo, flurilo, tienilo, imidazoilo, pirazolilo, oxazolilo, tiazolilo, piridilo, pirazinilo, pirimidinilo, 1,3,4-
triazinilo o 1,2,3-triazinilo, opcionalmente sustituido como se definié anteriormente para el carboarilo, y cuando el
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heteroarilo tiene un atomo de N en el anillo, puede estar sustituido en el &tomo de N, preferentemente con un grupo
alquilo o alquinilo, preferentemente propargilo, y dicho carboarilo-heteroarilo mixto es un radical derivado de un
radical carboarilo y un heteroarilo condensado uno a otro como benzofurilo, isobenzofurilo, indolilo, bencimidazolilo,
benzotiazolilo, benzoxazolilo, quinolino o isoquinolino, o estan covalentemente unidos uno a otro como piridilio-fenilo,
opcionalmente sustituido como se definié anteriormente en los anillos carbociclico, heterociclico o en ambos.

6. El complejo segun la reivindicacion 5, en el carboarilo es un radical fenilo monosustituido con propargilamino o
metoxi, preferentemente en la posicion 4, o estd polisustituido con atomos de halégenos, mas preferentemente
atomos de cloro o flaor, sulfo, propargilamino, alcoxi, preferentemente metoxi, aminoalquilamino y trialquilamonio y el
heteroarilo es piridino sustituido en el &tomo de N con alquilo C1-C4, preferentemente metilo o propargilo.

7. El complejo segun la reivindicacion 6, en el que el carboarilo es 2,6-diclorofenilo, 2,6-difluorofenilo,
pentafluorofenilo, 4-metoxi-2,3,5,6-tetrafluorofenilo, 4-sulfofenilo, 4-metoxifenilo, 4-N-propargilamino-2,3,5,6-
tetrafluorofenilo o 4-N-propargilamino-fenilo; el heteroarilo es 4-(N-metil)piridilio, 2-(N-metil)piridilio, 4-(N-propargil-
piridilio o 2-(N-propargil)-piridilio y el carboarilo-heteroarilo es 4-(piridil)-2,3,5,6-tetrafluorofenilo, 4-(N-metil-piridilio)-
2,3,5,6-tetrafluorofenilo, 4-(N-propargil-piridilio)-2,3,5,6-tetrafluorofenilo o] 2-(N-propargil-piridilio)-2,3,5,6-
tetrafluorofenilo.

8. El complejo segun la reivindicacion 7, en el cual:

(i) Ary, Ara y Arz son iguales y son CF3, pentafluorofenilo, 4-metoxi-2,3,5,6-tetrafluorofenilo, 4-sulfo-fenilo, 4-
(N-metil)-piridilio, 2-(N-metil)-piridilio, 4-(N-propargil)-piridilio o 2-(N-propargil)-piridilio;

(ii) Ar1 y Arz son cada uno 4-(N-metil)-piridilio y Ar, es pentafluorofenilo; o Ar; y Ars son cada uno 4-N-
propargilamino-2,3,5,6-tetrafluorofenilo y Ar, es 4-metoxifenilo; o Ar; y Arz son cada uno 4-(N-propargil)-
piridilio y Ar, es pentrafluorofenilo; o Ar; y Arz son cada uno 2-(N-propargil)-piridilio y Ar, es
pentrafluorofenilo; o Ary y Arz son cada uno 2-(N-metil)-piridilio y Ar, es 4-N-propargilaminofenilo; o
(i) E2 y E17 son iguales y son cada uno H, SO3sH, SO,NH-propargilo o0 SO,NH-CH,-COOH.

9. El complejo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en que el metal M es Fe o Mn.

10. El complejo segun la reivindicacién 9, en el que dicho complejo de metal de corrol se selecciona entre:
(i) los corroles en los que E, y E;7 son ambos SOszH, Ari, Arz y Arz son cada uno pentafluorofenilo y M es
Fe, denominado en la presente memoria descriptiva corrol 1C-Fe, Mn, denominado en la presente memoria
descriptiva corrol 1C-Mn o Cu, denominado en la presente memoria descriptiva corrol 1C-Cu; o Ary, Arp y

Arz son cada uno CFz; y M es Fe 0 Mn;

(ii) el corrol en el que E; y Ei7 son ambos SOsH, Ar;, Ar, y Arz son cada uno 4-metoxi-2,3,5,6-
tetrafluorofenilo y M es Fe, denominado en la presente memoria descriptiva corrol 6C-Fe;

(iii) el corrol en el que E; y E;7 son ambos SO,NH-CH,-COOH, Ary, Ar, y Ars son cada uno pentafluorofenilo
y M es Fe, denominado en la presente memoria descriptiva corrol 5C-Fe;

(iv) el corrol en el que E; y Ei;7 son ambos H, Ar; y Ars son cada uno 4-(N-metil)-piridilio, Ar, es
pentafluorofenilo y M es Mn, denominado en la presente memoria descriptiva corrol 2C-Mn;

(v) el corrol en el que E; y E17 son ambos H, Ari, Arz y Arz son cada uno 2-(N-metil)-piridilio y M es Mn,
denominado en la presente memoria descriptiva corrol 3C-Mn;

(vi) el corrol en el que E> y Ei7 son ambos H, Ar; y Arz son cada uno 2-(N-metil)-piridilio, Ar, es
pentafluorofenilo y M es Mn, denominado en la presente memoria descriptiva corrol 4C-Mn;

(vii) los corroles en los que E; y E;7 son ambos SOzH, Ary Ar, y Arz son cada uno CFz y M es Mn o Fe,
denominado en la presente memoria descriptiva corrol M-Mn o H-Fe, respectivamente;
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(viii) los corroles en los que E2 y E17 son ambos H, Ar; y Ars son cada uno 4-(N-propargil)-piridilio, Ar, es
pentafluorofenilo y M es Mn o Fe, denominados en la presente memoria descriptiva corrol E-pr-Mn o E-pr-
Fe, respectivamente;

(ix) el corrol en el que E; y Ei7 son ambos H, Ar; y Ars son cada uno 2-(N-propargil-piridilio, Ar, es
pentafluorofenilo y M es Mn o Fe, denominado en la presente memoria descriptiva corrol H-Mn o H-Fe,
respectivamente;

(x) los corroles en los que E; y E;7 son ambos SOsH, Ar; y Arz son cada uno 4-N-propargilamino-2,3,5,6-
tetrafluorofenilo y Ar, es 4-metoxifenilo y M es Mn o Fe, denominados en la presente memoria descriptiva
corrol I-Mn o I-Fe, respectivamente;

(xi) el corrol en el que E; y Ei7 son ambos H, Ar; y Ars son cada uno 2-(N-metil)-piridilio, Ar, es 4-
propargilamino-fenilo y M es Mn o Fe, denominado en la presente memoria descriptiva corrol J-Mn o J-Fe,
respectivamente;

(xii) los corroles en los que E; y Ei7 son ambos -SO,-NH-propargilo, Ari, Ar, y Arz son cada uno
pentafluorofenilo y M es Mn o Fe, denominados en la presente memoria descriptiva corrol K-Mn o K-Fe,
respectivamente; y

(xiii) los corroles en los que E; y E17 son ambos -SO,-NH-propargilo, Ary, Arz y Arz son cada uno CFz y M es
Mn o Fe, denominados en la presente memoria descriptiva corrol M-Mn o M-Fe, respectivamente.

11. Una composicion farmacéutica para ser usada en neuroproteccién y neurosanacion, particularmente para el
tratamiento de diabetes y enfermedades, trastornos o estados neurodegenerativos, que comprende un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y un complejo metalico de un corrol anfifilico, un isémero 6ptico o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, preferentemente de férmula | mostrada en la reivindicacion 4.

12. Un corrol que contiene propargilo, que porta uno o mas radicales sustituidos con un grupo propargilamino o uno
0 mas radicales heteroarilos que contienen nitrégenos sustituidos con propargilo en el atomo de N del anillo.

13. El corrol que contiene propargilo segun la reivindicacion 12, que es un complejo de metal de transicion de un
corrol anfifilico de formula | como se define en la reivindicacion 4, en el que (i) al menos uno de Ary, Ar, y Arz es un
radical carboarilo sustituido con un grupo -NR;1R2, en el que R; es H y R, es propargilo, o un radical N-heteroarilo
sustituido en el &tomo de N del anillo con propargilo; o (ii) al menos uno de E; y E;7 es -CONR;1R2 0 -SO2N-R;R2, en
que Ry es Hy Ry es propargilo.

14. El corrol que contiene propargilo segun la reivindicacion 13, en el que E; y Ej7 son cada uno SO2N-R1R2, en que
R; es Hy R es propargilo, o en la posicién 5, 10 y/o 15, Ari, Arz y/o Ars son un radical fenilo sustituido Gnicamente
con un grupo propargilamino, preferentemente en la posicion 4, o con un grupo propargilamino y otros sustituyentes
como haldgeno, preferentemente fliior o Ari, Ar, y/o Arz son un radical piridilo sustituido con propargilo en el &tomo
de N del anillo.

15. El corrol que contiene propargilo segun la reivindicacion 14, en que los grupos que contienen propargilo se
seleccionan entre 4-(N-propargil)-piridilio, 2-(N-propargil)-piridilio, 4-N-propargilaminofenilo y 4-N-propargilamino-
2,3,5,6-tetrafluorofenilo en las posiciones 5,10 y/o 15 del corrol o -SO,-NH-propargilo en las posiciones 2 y 17 del
corrol y el metal M es Fe o Mn.

16. El corrol que contiene propargilo segun la reivindicacion 15, seleccionado entre:
(a) los corroles en los que E; y E17 son ambos H, Ar; y Arz son cada uno 4-(N-propargil)-piridilio, Ar, es
pentafluorofenilo y M es Mn o Fe, corrol denominado en la presente memoria descriptiva E-pr-Mn o E-pr-

Fe, respectivamente;

(b) el corrol en el que E; y Ei7 son ambos H, Ar; y Ars son cada uno 2-(N-proparglil)piridilio, Ar, es
pentafluorofenilo y M es Mn o Fe, indicado en la presente memoria descriptiva corrol H-Mn o H-Fe,
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respectivamente;

(c) los corroles en los que E, y E;7 son ambos SOsH, Ari y Arg son cada uno 4-N-propargilamino-2,3,5,6-
tetrafluorofenilo y Ar, es 4-metoxifenilo y M es Mn o Fe, denominados en la presente memoria descriptiva
corrol I-Mn o I-Fe, respectivamente.

(d) el corrol en el que E; y Ei7 son ambos H, Ar; y Ars son cada uno 2-(N-metil)piridilio, Ar, es 4-
propargilamino-fenilo y M es Mn o Fe, indicados en la presente memoria descriptiva corrol J-Mn o J-Fe,
respectivamente;

(e) los corroles en los que E; y Ei7 son ambos -SO,-NH-propargilo, Ari, Ar y Arz son cada uno
pentafluorofenilo y M es Mn o Fe, indicados en la presente memoria descriptiva corrol K-Mn o K-Fe,
respectivamente; y

(f) los corroles en los que E, y E17 son ambos -SO,-NH-propargilo, Ari, Ar, y Arg son cada uno CF3 y M es
Mn o Fe, indicados en la presente memoria descriptiva corrol M-Mn o M-Fe, respectivamente.

17. Una composicion farmacéutica, que comprende un corrol que contiene propargilo segin cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 16, una sal farmacéuticamente aceptable o un isémero 6ptico del mismo y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

18. Los complejos metdlicos de corroles anfifilicos de la formula | como se definié en la reivindicacién 4, en los

cuales:

(i) E2 y E17 son ambos H, Ari, Ar, y Arz son cada uno 2-(N-metil)piridilio y M es Mn, indicados en la presente
memoria descriptiva corrol 3C-Mn;

(i) E2 y E17 son ambos H, Ar; y Arz son cada uno 2-(N-metil)piridilio, Ar, es pentafluorofenilo y M es Mn,
denominado en la presente memoria descriptiva corrol 4C-Mn;

(i) E2 y E17 son ambos SO;NH-CH,-COOH, Ari, Ar; y Ars son cada uno pentafluorofenilo y M es Fe,
indicado en la presente memoria descriptiva corrol 5C-Fe; o

(iv) E2 y E17 son ambos SOszH, Ari, Ar, y Ars son cada uno 4-metoxi-2,3,5,6-tetrafluorofenilo y M es Fe
indicado en la presente memoria descriptiva corrol 6C-Fe.
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