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DESCRIPCION
Agentes de enlace a amiloides.
ANTECEDENTES

La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por una pérdida progresiva de la funcién cognitiva y constituye el
trastorno neurodegenerativo mas comun y fatal. Las pruebas genéticas y clinicas apoyan la hipotesis de que la
acumulacién de depésitos amiloides en el cerebro representa un papel importante en la patologia de la enfermedad.
Este suceso esta asociado con perturbaciones de funciones biolégicas en el tejido circundante que conducen a la
muerte de células neuronales, contribuyendo asi al proceso de la enfermedad. Los depdsitos estdan compuestos
principalmente por péptidos amiloides (AB), normalmente una secuencia de 39-43 aminoacidos que se autoagrega
en un motivo de hoja plegada  fibrilar. Aunque no se conoce la estructura tridimensional exacta de los péptidos AR
agregados, se ha propuesto una estructura modelo que apoya la propiedad de agregacién. Esto crea oportunidades
para la formaciéon de imagenes in vivo de depdsitos amiloides que no sélo puede ayudar a evaluar el curso y la
evolucion en el tiempo de la enfermedad, sino que también permite el control oportuno de tratamientos terapéuticos.

Histéricamente, el indicador Rojo Congo (RC) y la Tioflavina T (Th T) han constituido el punto de partida para la
visualizacion de placas amiloides y se siguen empleando comunmente en analisis histoldgicos post-moértem. Sin
embargo, debido a su carga, estos compuestos se consideran inadecuados para uso in vivo. Por otro lado, se han
descrito diversas moléculas para otras aplicaciones técnicas. Por ejemplo, se han descrito derivados de motores
moleculares hidrofilos para uso en biofluidos para la determinacion de viscosidades (Haidekker y col., Bioorg. Chem.
2004, 32, 274-289). Ademas existen informes sobre las propiedades fotorrefractivas de compuestos poliméricos
basados en poli(N-vinilcarbazol) dopados con el sensibilizador Ceo, €l plastificante ftalato de butil-bencilo, y dos
series de cromoforos (Diaz-Garcia M. A. y col., Chem. Mater. 1999, 11, 1784-1791). También se ha descrito que
determinados estirenos sustituidos tienen propiedades electroluminiscentes cuando se introducen en disposiciones
correspondientes (véase la Patente US 5.874.180). Krell M. W. y Johnson F.E. (Patente US 2.798.090) han dado a
conocer compuestos de acido benzalanilina-3-sulfénico y procesos para su preparacion. También se han propuesto
compuestos de metina para utilizarlos en la técnica del tinte y la coloracion (véase la Patente US 2.583.614).
Ademas, la Patente US 4.258.182 describe colorantes de estirilo cuaternizado y aminosustituido. También se han
dado a conocer ésteres de acido a-cianoacrilico que contienen silicona sin referencia especifica a una aplicacion
determinada (Senchenya y col., Russian Chemical Bulletin, 1993, 42, 909-911). El documento FR 1.321.641 se
refiere a compuestos con resistencia aumentada a la radiaciéon UV, en particular a ésteres acrilicos de 2-alcoxi-a-
ciano-1-naftaleno. El documento WO 2005/073697 describe un método para detectar los valores de esfuerzo de
cizallamiento local utilizando motores moleculares. Con el fin de proporcionar compuestos adecuados para
aplicaciones in vivo, varios laboratorios han desarrollado compuestos con estructuras quimicas no cargadas, lipdfilas
(logP= 0,1-3,5) y de bajo peso molecular (P.M. inferior a 650) que facilitan el paso a través de la barrera
hematoencefalica. Una funcionalizacion adicional de estos compuestos con radionucleidos conduce a una nueva
generacion de reactivos de diagnostico in vivo dirigidos a placas y estructuras relacionadas para formar imagenes
por tomografia de emisién de positrones (PET) y tomografia computarizada de emision por fotén unico (SPECT),
como es sabido en la técnica.

A pesar de estos avances, existe una necesidad urgente de disefiar y desarrollar nuevas moléculas dirigidas a
amiloides con mejores caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas. Aqui se proporcionan métodos y compuestos
que abordan estas y otras necesidades existentes en la técnica.

BREVE SUMARIO

Aqui se proporcionan, entre otras cosas, compuestos. También se proporcionan métodos (no reivindicados) para la
deteccion de amiloides y el uso en el tratamiento de enfermedades relacionadas con amiloides, incluyendo la
enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas basadas en amiloides.

En un primer aspecto se proporcionan compuestos que se unen a péptidos amiloides (por ejemplo agregados de
péptidos amiloides).

En otro aspecto se proporciona una composicion farmacéutica. La composicion farmacéutica incluye un compuesto
aqui reivindicado y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto se proporciona el uso en un método para tratar una enfermedad caracterizada por una acumulacion
de amiloides (por ejemplo depdsitos amiloides) en un sujeto. El uso en este método incluye la administraciéon a un
sujeto que requiera tratamiento de una cantidad eficaz de un compuesto o composicion farmacéutica tal como se
reivindica aqui.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Los compuestos no cubiertos por las reivindicaciones estan marcados con un asterisco (*).

FIG. 1A-D: muestran espectros de excitacion y emision de fluorescencia de los Compuestos 8d* y 11 en
solucién acuosa de PBS (solucion tampon fosfato) (lineas continuas) y la presencia de péptido AB (linea
discontinua). FIG. 1A: espectro de excitacion de fluorescencia del Compuesto 8d*. FIG. 1B: espectro de emision del
Compuesto 8d*. FIG. 1C: espectro de excitacion de fluorescencia del Compuesto 11. FIG. 1D: espectro de emisién
del Compuesto 11.

FIG. 2: rmuestra la constante de union aparente (Kq) de los Compuestos 8d* y 11 a péptido AB preagregado.
Leyenda: Compuesto 8d* (rombo); Compuesto 11 (cuadrado).

FIG. 3: muestra la inhibicion de interacciones fibrilares IgG-AB con el Compuesto 8d* (parte superior de la Fig. 3) y
el Compuesto 11 (parte inferior de la Fig. 3).

FIG. 4: muestra espectros de excitacion (graficos izquierdos) y de emision (graficos derechos) de fluorescencia de
los Compuestos 8a*, 8b*, 8c*, 14* y 19* con fibrillas de AB(1-42) agregadas, tal como se describen aqui.

FIG. 5: muestra espectros de emision de fluorescencia de los Compuestos 8a*, 8b*, 8c*, 8d*, 11, 14* y 19* con y
sin monémero AR monomérico, tal como se describen aqui.

FIG. 6: grafico doble reciproco de maximos de fluorescencia y concentracion de los Compuestos 8a*, 8b*, 8c*, 14*
y 19*, tal como se describen aqui. Leyenda: Compuesto 8a* (rombo); Compuesto 8b* (cuadrado); Compuesto 8c*
(triangulo); Compuesto 14* (cruz); Compuesto 19* (cruz con barra).

FIG. 7A-D: muestran valores maximos de inhibiciéon y valores IEsp de compuestos aqui descritos. FIG. 7A:
Compuesto 8a*; FIG. 7B: Compuesto 8b*; FIG. 7C: Compuesto 8c*; FIG. 7D: Compuesto 14*.

FIG. 8: muestra los resultados de estudios de citotoxicidad tal como se describen aqui. Leyenda: para cada
concentracion del compuesto empleado en el ensayo de citotoxicidad, el % de supervivencia celular se representa
en forma de histograma en el siguiente orden (de izquierda a derecha): Compuesto 8a*, 8b*, 8c*, 8d*, 11 y 14*,
respectivamente.

FIG. 9A-F: muestran espectros de excitacion y emision de fluorescencia de los Compuestos 27*, 28-31 y 33%,
respectivamente, en solucion (lineas continuas) y en presencia de péptido AB (lineas discontinuas).

FIG. 10A-F: muestran la intensidad de fluorescencia en funcion de la concentracion de péptidos Ab agregados
de los Compuestos 27*, 28-31 y 33*, respectivamente.

FIG. 11A-F: muestran imagenes de placas tefidas con A), compuesto 27*, B) compuesto 28, C) compuesto 29,
D) compuesto 30, E) compuesto 31, o F) compuesto 33*, tal como se describen aqui.

DESCRIPCION DETALLADA
|. Definiciones

Las abreviaturas aqui utilizadas tienen su significado convencional dentro de la técnica quimica y biolégica. Las
estructuras quimicas y férmulas aqui expuestas estan construidas de acuerdo con las reglas estandar de valencia
quimica conocidas en la técnica quimica.

Cuando se especifican grupos de sustituyentes mediante sus férmulas quimicas convencionales, escritas de
izquierda a derecha, éstos también abarcan los sustituyentes quimicamente idénticos resultantes de escribir la
estructura de derecha a izquierda, por ejemplo, -CH20O- es equivalente a -OCH,-.

El concepto "grupo donador de electrones (GDE)" se refiere a una fraccién quimica que modifica las fuerzas
electrostaticas que actuan sobre una fraccién quimica cercana cediendo carga negativa a esta fraccion quimica. En
algunas realizaciones, el grupo donador de electrones cede carga negativa al elemento de conjugaciéon n de los
compuestos aqui reivindicados.

El concepto "elemento de conjugacion n", "ECn" o "elemento de conjugacién pi" se refiere a una fracciéon quimica
divalente que forma un sistema conjugado n que tiene enlaces simples y multiples (por ejemplo enlaces dobles)
alternantes, de modo que los electrones en los orbitales p de los atomos del sistema estan deslocalizados. En
algunas realizaciones, los enlaces simples y multiples del elemento conjugado = pueden estar en una orientacion
planar o esencialmente planar.
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El concepto "grupo soluble en agua" se refiere a una fraccién quimica que aumenta la solubilidad en agua de los
compuestos a los que estd unida. El aumento de la solubilidad en agua se puede medir utilizando técnicas
actualmente existentes, por ejemplo determinando la constante de particion de los compuestos con y sin un grupo
soluble en agua unido. En algunas realizaciones, la constante de particion se puede medir mezclando un compuesto
con agua y un disolvente organico, como octanol. Cuanto mas hidré6fobo es un compuesto, mayor es su constante
de particién. Cuanto mas hidréfilo es un compuesto, menor es su constante de particion. En algunas realizaciones,
los grupos solubles en agua aqui descritos pueden mejorar la solubilidad en agua de moléculas precursoras
disminuyendo su coeficiente de particion. En algunas realizaciones, los grupos solubles en agua pueden reducir la
constante de particién de moléculas precursoras (que tienen una constante de particion mas alta antes de la unién
del grupo soluble en agua) al menos en aproximadamente un 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o 90%.
En algunas realizaciones, los grupos solubles en agua aqui descritos pueden reducir la constante de particion de
moléculas precursoras en un factor 1, un factor 2, un factor 3, un factor 4 o mas.

El término "amiloide" se utiliza aqui de acuerdo con su significado habitual en la técnica. Los amiloides contienen
multiples péptidos amiloides asociados, por ejemplo agregados de péptidos amiloides. Por consiguiente, en algunas
realizaciones, los amiloides incluyen un péptido amiloide agregado con uno o mas péptidos amiloides. En algunas
realizaciones, los amiloides incluyen "placas amiloides”, "depdsitos amiloides", "agregados amiloides" o "agregados
de péptidos amiloides". Los compuestos aqui reivindicados se pueden asociar (por ejemplo unir) a un péptido
amiloide o a un amiloide. En algunas realizaciones, los compuestos aqui reivindicados se pueden asociar a un

amiloide por interacciones hidréfobas.

El término "alquilo", por si mismo o como parte de otro sustituyente, significa, a no ser que se indique otra cosa, una
cadena lineal (es decir, no ramificada) o ramificada, o una combinacién de ambas, que puede estar completamente
saturada, mono o poliinsaturada y que puede incluir radicales divalentes y multivalentes, que tienen el numero de
atomos de carbono designado (es decir, C4-C1o significa uno a diez carbonos). Ejemplos de grupos hidrocarburo
saturados incluyen, de forma no exclusiva, grupos como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, t-butilo, isobutilo,
sec-butilo, (ciclohexil)metilo, homodlogos e isdmeros de, por ejemplo, n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo, n-octilo y similares.
Un grupo alquilo insaturado es aquel que tiene uno o mas enlaces dobles o triples. Ejemplos de grupos alquilo
insaturados incluyen, de forma no exclusiva, vinilo, 2-propenilo, crotilo, 2-isopentenilo, 2-(butadienilo), 2,4-
pentadienilo, 3-(1,4-pentadienilo), etinilo, 1- y 3-propinilo, 3-butinilo, e isémeros y homélogos superiores. Un alcoxi es
un alquilo unido al resto de la molécula mediante un enlazante oxigeno (-O-).

El término "alquileno”, por si mismo o como parte de otro sustituyente, significa un radical divalente derivado de un
alquilo, por ejemplo, de forma no exclusiva, -CH,CH>CH>CH>-, y ademas incluye los grupos descritos mas abajo
como "heteroalquileno”. Normalmente, un grupo alquilo (o alquileno) tendra de 1 a 24 atomos de carbono, siendo
preferentes los grupos de 10 o menos atomos de carbono. Un "alquilo inferior" o "alquenilo inferior" es un grupo
alquilo o alquileno de cadena mas corta, que en general tiene ocho o menos atomos de carbono.

El término "heteroalquilo”, por si mismo o en combinacién con otro término, significa, a no ser que se indique otra
cosa, una cadena lineal o ramificada estable, o un radical hidrocarburo ciclico, o combinaciones de éstos, que
consiste en al menos un atomo de carbono y al menos un heteroatomo seleccionado entre el grupo consistente en
O, N, P, Si y S. Los atomos de nitrégeno y azufre pueden estar opcionalmente oxidados y el heteroatomo de
nitrégeno puede estar opcionalmente cuaternizado. El o los heteroatomos O, N, P y S y Si pueden estar situados en
cualquier posicion interior del grupo heteroalquilo o en la posicion en la que el grupo alquilo esta unido al resto de la
molécula. Ejemplos incluyen, de forma no exclusiva, -CH-CH2-O-CHs, -CH2-CH2-NH-CH3, -CH2-CH2-N(CHs)-CHs, -
CH2-S-CH2-CH3s, -CH2-CH, -S(O)-CHs, -CH2-CH2-S(0)2-CH3, -CH=CH-O-CHs, -Si(CHs)s;, -CH2-CH=N-OCHjs, -
CH=CH-N(CH3)-CH3, O-CH3, -O-CH->-CH3 y -CN. Hasta dos heteroatomos pueden ser consecutivos, por ejemplo -
CH2-NH-OCHjs. Del mismo modo, el término "heteroalquileno”, por si mismo o como parte de otro sustituyente,
significa un radical divalente derivado de heteroalquilo, por ejemplo, de forma no exclusiva, -CH,-CH2-S-CH>-CHz- vy -
CH2-S-CH2-CH>-NH-CH»-. En el caso de los grupos heteroalquileno, los heteroatomos también pueden ocupar
cualquiera de los dos extremos de la cadena o pueden ocupar ambos extremos (por ejemplo, alquilenoxi,
alquilenodioxi, alquilenoamino, alquilenodiamino y similares). Ademas, en el caso de los grupos de enlace alquileno
o heteroalquileno, la direccion en la que esta escrita la férmula del grupo de enlace no implica ninguna orientacion
de éste. Por ejemplo, la formula -C(O)2R'- representa tanto -C(O)2R'- como -R'C(O).-. Tal como se ha descrito mas
arriba, los grupos heteroalquilo, tal como se utilizan aqui, incluyen grupos que estan unidos al resto de la molécula
por un heteroatomo, como -C(O)R', -C(O)NR', -NR'R", -OR’, -SR', y/o -SO,;R". Cuando se menciona "heteroalquilo"
seguido de menciones de grupos heteroalquilo especificos, como -NR'R" o similares, se ha de entender que los
términos heteroalquilo y -NR'R" no son redundantes ni mutuamente exclusivos. Mas bien, los grupos heteroalquilo
especificos se mencionan para anadir claridad. Por consiguiente, el término "heteroalquilo” no ha de ser interpretado
aqui como excluyente de grupos heteroalquilo especificos, como -NR'R" o similares.

Los términos "cicloalquilo" y "heterocicloalquilo", por si mismos o en combinacidn con otros términos, representan, a
no ser que se indique otra cosa, versiones ciclicas de "alquilo" "heteroalquilo", respectivamente. Ademas, en el caso
del heterocicloalquilo, un heteroatomo puede ocupar la posicién en la que el heterociclo esta unido al resto de la
molécula. Ejemplos de cicloalquilo incluyen, de forma no exclusiva, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo,
1-ciclohexenilo, 3-ciclohexenilo, cicloheptilo y similares. Ejemplos de heterocicloalquilo incluyen, de forma no
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exclusiva, 1-(1,2,5,6-tetrahidropiridilo), 1-piperidinilo, 2-piperidinilo, 3-piperidinilo, 4-morfolinilo, 3-morfolinilo,
tetrahidrofuran-2-ilo, tetrahidrofuran-3-ilo, tetrahidrotien-2-ilo, tetrahidrotien-3-ilo, 1-piperazinilo, 2-piperazinilo y
similares. Un "cicloalquileno" y un "heterocicloalquileno”, individualmente o como parte de otro sustituyente,
significan un radical divalente derivado de un cicloalquilo y un heterocicloalquilo, respectivamente.

Los términos "halo" o "haldégeno", por si mismos o como parte de otro sustituyente, significan, a no ser que se
indique otra cosa, un atomo de fluor, cloro, bromo o yodo. Adicionalmente, los términos tales como "haloalquilo”
incluyen monohaloalquilo y polihaloalquilo. Por ejemplo, el término "haloalquilo(C4-C4)" incluye, de forma no
exclusiva, fluorometilo, difluorometilo, trifluorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo, 4-clorobutilo, 3-bromopropilo y similares.

El término "acilo" significa -C(O)R, siendo R un alquilo sustituido o no sustituido, cicloalquilo sustituido o no
sustituido, heteroalquilo sustituido o no sustituido, heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no
sustituido o heteroarilo sustituido o no sustituido.

El término "arilo" significa, a no ser que se indique otra cosa, un sustituyente hidrocarburo aromatico poliinsaturado
que puede consistir en un unico anillo o en multiples anillos (preferentemente de 1 a 3 anillos) que estan fusionados
entre si (es decir un arilo de anillos fusionados) o enlazados de forma covalente. Un arilo de anillos fusionados se
refiere a multiples anillos fusionados entre si, siendo al menos uno de los anillos fusionados un anillo arilo. El término
"heteroarilo" se refiere a grupos (o anillos) arilo que contienen de uno a cuatro heteroatomos seleccionados entre N,
O y S. Los atomos de nitrdgeno y azufre estan opcionalmente oxidados y el o los atomos de nitrégeno estan
opcionalmente cuaternizados. Por consiguiente, el término "heteroarilo" incluye grupos heteroarilo de anillos
fusionados (es decir, multiples anillos fusionados entre si, siendo al menos uno de los anillos fusionados un anillo
heteroaromatico). Un heteroarileno de anillos fusionados 5,6 se refiere a dos anillos fusionados entre si, en los que
un anillo tiene 5 miembros y el otro anillo tiene 6 miembros, consistiendo al menos un anillo en un anillo heteroarilo.
Del mismo modo, un heteroarileno de anillos fusionados 6,6 se refiere a dos anillos fusionados entre si, en los que
un anillo tiene 6 miembros y el otro anillo tiene 6 miembros, consistiendo al menos un anillo en un anillo heteroarilo.
Y un heteroarileno de anillos fusionados 6,5 se refiere a dos anillos fusionados entre si, en los que un anillo tiene 6
miembros y el otro anillo tiene 5 miembros, consistiendo al menos un anillo en un anillo heteroarilo. Un grupo
heteroarilo puede estar unido al resto de la molécula a través de un carbono o de un heterodtomo. Ejemplos no
limitativos de grupos arilo y heteroarilo incluyen fenilo, 1-naftilo, 2-naftilo, 4-bifenilo, 1-pirrolilo, 2-pirrolilo, 3-pirrolilo,
3-pirazolilo, 2-imidazolilo, 4-imidazolilo, pirazinilo, 2-oxazolilo, 4-oxazolilo, 2-fenil-4-oxazolilo, 5-oxazolilo, 3-
isoxazolilo, 4-isoxazolilo, 5-isoxazolilo, 2-tiazolilo, 4-tiazolilo, 5-tiazolilo, 2-furilo, 3-furilo, 2-tienilo, 3-tienilo, 2-piridilo,
3-piridilo, 4-piridilo, 2-pirimidilo, 4-pirimidilo, 5-benzotiazolilo, purinilo, 2-bencimidazolilo, 5-indolilo, 1-isoquinolilo, 5-
isoquinolilo, 2-quinoxalinilo, 5-quinoxalinilo, 3-quinolilo y 6-quinolilo. Los sustituyentes para cada uno de los sistemas
de anillo de arilo y heteroarilo arriba indicados se seleccionan entre el grupo de sustituyentes aceptables descritos
mas abajo. Un "arileno" y un "heteroarileno", individualmente o como parte de otro sustituyente, significan un radical
divalente derivado de un arilo y un heteroarilo, respectivamente.

Para una mayor brevedad, el término "arilo", cuando se utiliza en combinacién con otros términos (por ejemplo
ariloxi, ariltioxi, arilalquilo) incluye tanto anillos arilo como anillos heteroarilo tal como se definen mas arriba. Por
consiguiente, el término "arilalquilo” incluye aquellos grupos donde un grupo arilo esta unido a un grupo alquilo (por
ejemplo bencilo, fenetilo, piridilmetilo y similares), incluyendo los grupos alquilo en los que un atomo de carbono (por
ejemplo un grupo metileno) esta sustituido, por ejemplo, con un atomo de oxigeno (por ejemplo fenoximetilo, 2-
piridiloximetilo, 3-(1-naftiloxi)propilo y similares).

Tal como se utiliza aqui, el término "oxo" significa oxigeno que esta unido a un atomo de carbono por un enlace
doble.

Tal como se utiliza aqui, el término "alquilsulfonilo" significa una fraccion de férmula -S(O)-R', en la que R' es un
grupo alquilo tal como se define mas arriba. R' puede tener un numero especifico de carbonos (por ejemplo
"alquilsulfonilo(C4-Cas) ).
Cada uno de los términos arriba indicados (por ejemplo "alquilo", "heteroalquilo”, "arilo" y "heteroarilo") incluyen tanto
formas sustituidas como formas no sustituidas del grupo indicado. Mas abajo se indican sustituyentes preferentes
para cada tipo de grupo.

Los sustituyentes para los grupos alquilo y heteroalquilo (incluyendo los grupos frecuentemente designados como
alquileno, alquenilo, heteroalquileno, heteroalquenilo, alquinilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, cicloalquenilo y
heterocicloalquenilo) pueden ser uno o mas de una variedad de grupos seleccionados, de forma no limitativa, entre:
-OR’, =0, =NR', =N-OR', -NR'R", -SR’, -halégeno, -SiR'R"R™, -OC(O)R', -C(O)R', -CO2R’, -CONR'R", -OC(O)NR'R", -
NR"C(O)R', -NR-C(O)NR"R™, -NR"C(O):R', -NR-C(NR'R"R™)=NR", -NR-C(NR'R")=NR", -S(O)R', -S(O);R', -
S(O)NR'R", -NRSO2R', -CN y -NO2, en un numero entre cero y (2m'+1), siendo m' el numero total de atomos de
carbono en dicho grupo. R', R", R" y R" se refieren en cada caso, independientemente entre si, a hidrogeno,
heteroalquilo sustituido o no sustituido, cicloalquilo sustituido o no sustituido, heterocicloalquilo sustituido o no
sustituido, arilo sustituido o no sustituido (por ejemplo arilo sustituido con 1-3 halégenos), grupos alquilo, alcoxi o
tioalcoxi sustituidos o no sustituidos, o grupos arilalquilo. Cuando un compuesto aqui reivindicado incluye mas de un
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grupo R, por ejemplo, cada uno de los grupos R se selecciona independientemente, al igual que cada grupo R', R",
R™ y R™ en caso de presencia de mas de uno de estos grupos. Cuando R'y R" estan unidos al mismo atomo de
nitrégeno, se pueden combinar con el atomo de nitrégeno para formar un anillo de 4, 5, 6 o 7 miembros. Por
ejemplo, -NR'R" incluye, de forma no exclusiva, 1-pirrolidinilo y 4-morfolinilo. A partir de la anterior descripcion de
sustituyentes, los expertos en la técnica entenderan que el término "alquilo” comprende grupos que incluyen atomos
de carbono unidos a grupos diferentes a los grupos hidrégeno, como haloalquilo (por ejemplo -CF3 y -CH2CF3) y
acilo (por ejemplo, -C(O)CHs, -C(O)CF3, -C(O)CH20OCH?3) y similares.

De modo similar a los sustituyentes descritos para alquilo, los sustituyentes para los grupos arilo y heteroalrilo son
variados y se seleccionan, por ejemplo, entre: halégeno, -OR’, -NR'R", -SR', -halégeno, -SiR'R"R", -OC(O)R’, -
C(O)R’, -COzR', -CONR'R", -OC(O)NR'R", -NR"C(O)R', -NR'-C(O)NR"R", -NR"C(O)2R’, -NR-C(NR'R"R")=NR"", -NR-
C(NR'R")=NR™, -S(O)R', - S(O)2R", -S(O)NR'R", -NRSO2R’, -CN y -NOg, -R', -N3, -CH(F)2, fluoroalcoxi(C1-Ca), y
fluoroalquilo(C1-C4), en un numero entre cero y el numero total de valencias abiertas en el sistema de anillo
aromatico; y seleccionandose R', R", R™ y R"" preferentemente de forma independiente entre hidrégeno, alquilo
sustituido o no sustituido, heteroalquilo sustituido o no sustituido, cicloalquilo sustituido o no sustituido,
heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido y heteroarilo sustituido o no sustituido.
cuando un grupo aqui reivindicado incluye mas de un grupo R, por ejemplo, cada uno de los grupos R se selecciona
independientemente, al igual que cada grupo R, R", R" y R" en caso de presencia de mas de uno de estos grupos.

Dos de los sustituyentes de atomos adyacentes del anillo arilo o heteroarilo pueden formar opcionalmente un anillo
de férmula -T-C(O)-(CRR'")q-U-, en la que T y U son independientemente NR-, -O-, -CRR'- o un enlace simple, y q es
un numero entero de 0 a 3. Alternativamente, dos de los sustituyentes en atomos adyacentes del anillo arilo o
heteroarilo se pueden sustituir opcionalmente por un sustituyente de férmula -A-(CH)-B-, en la que A y B son
independientemente -CRR'-, -O-, -NR-, -S-, -S(O)-, -S(0O).-, -S(0)2NR'- 0 un enlace simple, y r es un niumero entero
de 1 a 4. Uno de los enlaces simples del nuevo anillo asi formado se puede sustituir opcionalmente por un enlace
doble. Alternativamente, dos de los sustituyentes en atomos adyacentes del anillo arilo o heteroarilo se pueden
sustituir opcionalmente por un sustituyente de formula -(CRR")s-X'-(C"R")q-, en la que s y d son independientemente
numeros enteros de 0 a 3, y X' es -O-, -NR'-, -S-, -S(O)-, -S(0).-, 0 -S(O)2NR'-. Los sustituyentes R, R', R" y R"™
preferentemente se seleccionan de forma independiente entre hidrégeno, alquilo sustituido o no sustituido,
cicloalquilo sustituido o no sustituido, heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido, y
heteroarilo sustituido o no sustituido.

Tal como se utiliza aqui, el concepto "heteroatomo" o "heteroatomo de anillo” incluye oxigeno (O), nitrégeno (N),
azufre (S), fosforo (P), y silicio (Si).

Tal como se utiliza aqui, un "grupo sustituido" significa un grupo seleccionado de entre las siguientes fracciones:

(A) -OH, -NH2, -SH, -CN, -CF3, -NO,, oxo, halégeno, alquilo no sustituido, heteroalquilo no sustituido,
cicloalquilo no sustituido, heterocicloalquilo no sustituido, arilo no sustituido, heteroarilo no sustituido, y

(B) alquilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, y heteroarilo, sustituidos con al menos un
sustituyente seleccionado entre:

(i) oxo, -OH, -NH3, -SH, -CN, -CF3, -NO, halégeno, alquilo no sustituido, heteroalquilo no
sustituido, cicloalquilo no sustituido, heterocicloalquilo no sustituido, arilo no sustituido, heteroarilo
no sustituido, y

(ii) alquilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, y heteroarilo, sustituidos con al
menos un sustituyente seleccionado entre:

(a) oxo, -OH, -NHy, -SH, -CN, -CF3, -NO, halégeno, alquilo no sustituido, heteroalquilo no
sustituido, cicloalquilo no sustituido, heterocicloalquilo no sustituido, arilo no sustituido,
heteroarilo no sustituido, y

(b) alquilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo o heteroarilo, sustituidos con
al menos un sustituyente seleccionado entre oxo, -OH, -NH, -SH, -CN, -CF3, -NOy,
halégeno, alquilo no sustituido, heteroalquilo no sustituido, cicloalquilo no sustituido,
heterocicloalquilo no sustituido, arilo no sustituido y heteroarilo no sustituido.

Tal como se utiliza aqui, un "sustituyente de tamafio limitado" o "grupo sustituyente de tamao limitado" significa un
grupo seleccionado entre todos los sustituyentes arriba descritos en relacion con un "grupo sustituyente”, en el que
cada alquilo sustituido o no sustituido es un alquilo(C1-Cz) sustituido o no sustituido, cada heteroalquilo sustituido o
no sustituido es un heteroalquilo de 2 a 20 miembros sustituido o no sustituido, cada cicloalquilo sustituido o no
sustituido es un cicloalquilo(C4-Cs) sustituido o no sustituido, y cada heterocicloalquilo sustituido o no sustituido es
un heterocicloalquilo de 4 a 8 miembros sustituido o no sustituido.
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Tal como se utiliza aqui, un "sustituyente inferior" o "grupo sustituyente inferior" significa un grupo seleccionado entre
todos los sustituyentes arriba descritos en relacién con un "grupo sustituyente”, en el que cada alquilo sustituido o no
sustituido es un alquilo(C+-Cg) sustituido o no sustituido, cada heteroalquilo sustituido o no sustituido es un
heteroalquilo de 2 a 8 miembros sustituido o no sustituido, cada cicloalquilo sustituido o no sustituido es un
cicloalquilo(Cs-C7) sustituido o no sustituido, y cada heterocicloalquilo sustituido o no sustituido es un
heterocicloalquilo de 5 a 7 miembros sustituido o no sustituido.

El concepto "sales farmacéuticamente aceptables” incluye sales de los compuestos activos que se preparan con
acidos o bases relativamente no téxicas, dependiendo de los sustituyentes particulares que se encuentran en los
compuestos aqui reivindicados. Cuando los compuestos aqui reivindicados contienen funcionalidades relativamente
acidas, se pueden obtener sales de adicién de base poniendo en contacto la forma neutra de dichos compuestos
con una cantidad suficiente de la base deseada, bien pura, bien en un disolvente inerte adecuado. Ejemplos de
sales de adicion de base farmacéuticamente aceptables incluyen sal de sodio, potasio, calcio, amonio, amina
organica o magnesio, o una sal similar. Cuando los compuestos aqui reivindicados contienen funcionalidades
relativamente basicas, se pueden obtener sales de adicion de acido poniendo en contacto la forma neutra de dichos
compuestos con una cantidad suficiente del acido deseado, bien puro, bien en un disolvente inerte adecuado.
Ejemplos de sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables incluyen las sales derivadas de acidos
inorganicos, como los &cidos clorhidrico, bromhidrico, nitrico, carbonico, monohidrogenocarbénico, fosférico,
monohidrogenofosférico, dihidrogenofosférico, sulfdrico, monohidrogenosulfurico, yodhidrico o fosforoso, y similares,
asi como las sales derivadas de acidos organicos relativamente no téxicos, como los acidos acético, propidnico,
isobutirico, maleico, malénico, benzoico, succinico, subérico, fumarico, lactico, mandélico, ftalico, bencenosulfénico,
p-tolilsulfénico, citrico, tartarico, oxalico, metanosulfénico y similares. También estan incluidas sales de aminoacidos
tales como arginato y similares, y sales de acidos organicos tales como los acidos glucorénico o galacturénico y
similares (véase, por ejemplo, Berge y col., "Farmaceutical Salts", Journal of Farmaceutical Science, 1977, 66, 1-19).
Determinados compuestos especificos aqui reivindicados contienen tanto funcionalidades basicas como
funcionalidades acidas que permiten convertir los cuerpos en sales de adicion de base o sales de adicién de acido.

Por consiguiente, los compuestos aqui reivindicados pueden existir en forma de sales, por ejemplo con acidos
farmacéuticamente aceptables. Ejemplos de tales sales incluyen clorhidratos, bromhidratos, sulfatos,
metanosulfonatos, nitratos, maleatos, acetatos, citratos, fumaratos, tartratos (por ejemplo (+)-tartratos, (-)-tartratos o
mezclas de los mismos, incluyendo mezclas racémicas), succinatos, benzoatos y sales con aminoacidos tales como
acido glutamico. Estas sales se pueden preparar mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica.

Las formas neutras de los compuestos preferentemente se regeneran poniendo en contacto la sal con una base o
acido y aislando el compuesto parental de modo convencional. La forma parental del compuesto se diferencia de las
diversas formas salinas en determinadas propiedades fisicas, como la solubilidad en disolventes polares.

Determinados compuestos aqui reivindicados se pueden presentar tanto en formas no solvatadas como en formas
solvatadas, incluyendo formas hidratadas. En general, las formas solvatadas son equivalentes a las formas no
solvatadas y estan incluidas dentro del alcance aqui reivindicado. Determinados compuestos aqui reivindicados se
pueden presentar en multiples formas cristalinas o amorfas. En general, todas las formas fisicas son equivalentes
para los usos considerados dados a conocer aqui.

Determinados compuestos aqui reivindicados poseen atomos de carbono asimétricos (centros épticos) o enlaces
dobles; racematos, diastereoisémeros, tautémeros, isémeros geométricos e isémeros individuales. Los compuestos
aqui reivindicados no incluyen aquellos que son conocidos en la técnica por ser demasiado inestables para la
sintesis y/o aislamiento.

Cuando un sustituyente de un compuesto aqui proporcionado esta "sustituido con R" (por ejemplo, sustituido con
R1), ello significa que el sustituyente esta sustituido con uno o mas de los grupos R mencionados (por ejemplo R1)
del modo apropiado. En algunas realizaciones, el sustituyente esta sustituido Unicamente con uno de los grupos R
mencionados.

Los términos "tratar" o "tratamiento" se refieren a cualquier indicio de éxito en el tratamiento o la mejoria de una
lesion, patologia o enfermedad, incluyendo cualquier parametro objetivo o subjetivo como moderacién; remision;
disminucion de sintomas o hacer la lesion, patologia o enfermedad mas tolerable para el paciente; ralentizacion de
la velocidad de degeneracidon o deterioro; hacer el punto final de la degeneracién menos debilitante; mejorar el
bienestar fisico o mental de un paciente. El tratamiento o la mejoria de sintomas se pueden basar en parametros
objetivos o subjetivos, incluyendo los resultados de un examen fisico, examenes neuropsiquiatricos y/o evaluacion
psiquiatrica. Por ejemplo, los métodos determinados aqui presentados tratan con éxito el cancer disminuyendo la
incidencia de éste, inhibiendo su desarrollo y/o provocando la remisién del cancer.

Una "cantidad eficaz" es una cantidad de un compuesto aqui reivindicado suficiente para contribuir al tratamiento, la
prevencion o la reduccidon de uno o mas sintomas de una enfermedad, o para inhibir el efecto de un amiloide en
relacion con la ausencia del compuesto. Cuando se menciona en referencia al tratamiento de una enfermedad, una
"cantidad eficaz" también se puede designar como una "cantidad terapéuticamente eficaz". Una "reduccion” de uno o
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mas sintomas (y equivalentes gramaticales de esta frase) significa la disminucion de la gravedad o frecuencia del
sintoma o los sintomas, o la eliminacion del sintoma o los sintomas. Una "cantidad profilacticamente eficaz" de un
farmaco es una cantidad de un farmaco que al ser administrada a un sujeto tendra el efecto profilactico previsto, por
ejemplo prevenir o retrasar la aparicion (o reaparicion) de una enfermedad, o reducir las probabilidades de aparicion
(o reaparacion) de una enfermedad o sus sintomas. El efecto profilactico completo no se produce necesariamente
mediante la administracién de una dosis y puede que sdlo tenga lugar después de la administracion de una serie de
dosis. Por consiguiente, una cantidad profilacticamente eficaz se puede administrar en una o mas administraciones.
Tal como se utiliza aqui, una "actividad reductora de la actividad" se refiere a la cantidad de un antagonista requerida
para reducir la actividad de una enzima en relacidén con la ausencia del antagonista. Tal como se utiliza aqui, una
"actividad alteradora de la funcion" se refiere a la cantidad de un antagonista requerida para alterar la funcién de un
osteoclasto o leucocito en relacion con la ausencia del antagonista.

Il. Compuestos de unién a amiloides

En un aspecto se proporcionan compuestos que se asocian a un amiloide (o amiloides) y/o a un péptido de amiloide
(o péptidos amiloides).

Los compuestos de las férmulas aqui proporcionadas son uno o mas de los compuestos mostrados en la siguiente
Tabla 1:

Tabla 1. Compuestos
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Ill. Composiciones farmacéuticas

En otro aspecto, las composiciones farmacéuticas aqui reivindicadas (es decir, formulaciones) pueden incluir un
compuesto aqui reivindicado en combinacién con un excipiente (es decir, vehiculo) farmacéuticamente aceptable.
Las composiciones farmacéuticas incluyen isémeros Opticos, diastereocisomeos, o sales farmacéuticamente
aceptables de los inhibidores que aqui se dan a conocer. Por ejemplo, en algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas incluyen un compuesto aqui reivindicado y citrato como sal farmacéuticamente aceptable. El
compuesto incluido en la composicion farmacéutica puede estar unido de forma covalente a una fraccién vehiculo,
tal como se describe mas arriba. Alternativamente, el compuesto incluido en la composiciéon farmacéutica no esta
unido de forma covalente a una fraccion vehiculo.

Tal como se utiliza aqui, un "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a excipientes farmacéuticos, por
ejemplo sustancias vehiculo organicas e inorganicas farmacéutica y fisiolégicamente aceptables adecuadas para la
administracion enteral o parenteral que no reaccionen de forma perjudicial con el principio activo. Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables incluyen agua, soluciones salinas (como solucién de Ringer), alcoholes, aceites,
gelatinas y carbohidratos, como lactosa, amilosa o almidén, ésteres de &cidos grasos, hideroximetilcelulosa y
polivinilpirrolidona. Estas preparaciones se pueden esterilizar y, si asi se desea, mezclar con adyuvantes tales como
lubricantes, conservantes, estabilizadores, humectantes, emulsionantes, sales para influir en la presién osmética,
tampones, sustancias colorantes y/o aromaticas y similares que no reaccionen de forma perjudicial con los
compuestos que aqui se dan a conocer.

Los compuestos aqui reivindicados se pueden administrar solos o se pueden coadministrar al sujeto. La
coadministracion significa que incluye una administracion simultinea o secuencial de los compuestos
individualmente o en combinacién (mas de un compuesto). Las preparaciones también se pueden combinar, si asi
se desea, con otras sustancias activas (por ejemplo para reducir la degradacion metabdlica).

A. Formulaciones

Los compuestos se pueden preparar y administrar en una gran variedad de formas de administracion oral, parenteral
y topica. Por consiguiente, los compuestos aqui reivindicados se pueden administrar por inyeccion (por ejemplo
intravenosa, intramuscular, intracutanea, subcutanea, intraduodenal o intraperitoneal). Ademas, los compuestos aqui
reivindicados se pueden administrar por inhalacién, por ejemplo via intranasal. Adicionalmente, los compuestos aqui
reivindicados se pueden administrar via transdérmica. También esta prevista la utilizacion de mudltiples vias de
administracion (por ejemplo intramuscular, oral, transdérmica) para administrar los compuestos aqui reivindicados.
Por consiguiente, las composiciones farmacéuticas pueden incluir un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable y uno o mas compuestos aqui reivindicados.

Para la preparacién de composiciones farmacéuticas a partir de los compuestos aqui reivindicados, los vehiculos
farmacéuticamente aceptables pueden ser sélidos o liquidos. Las preparaciones en forma sélida incluyen polvos,
tabletas, pildoras, cépsulas, sellos, supositorios y granulos dispersables. Un vehiculo sélido puede consistir en una o
mas sustancias que también pueden actuar como diluyentes, aromatizantes, aglutinantes, conservantes, agentes
disgregantes de tabletas, o un material de encapsulacion.

En los polvos, el vehiculo consiste en un sélido finamente dividido en una mezcla con el componente activo
finamente dividido. En las tabletas, el componente activo se mezcla con el vehiculo que tiene las propiedades
aglutinantes necesarias en proporciones adecuadas y se compacta con la forma y el tamafio deseados.

Los polvos y tabletas contienen preferentemente entre un 5% y un 70% del compuesto activo. Vehiculos adecuados
son carbonato de magnesio, estearato de magnesio, talco, azucar, lactosa, pectina, dextrina, almidon, gelatina,
tragacanto, metilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio, una cera de bajo punto de fusién, manteca de cacao y
similares. El término "preparacion” ha de incluir aqui la formulacion del compuesto activo con un material de
encapsulaciéon como vehiculo que proporciona una capsula en la que el componente activo, con o sin otros
vehiculos, esta rodeado por un vehiculo, que esta asi asociado con el mismo. Del mismo modo, también estan
incluidos los sellos y pastillas. Las tabletas, los polvos, las capsulas, las pildoras, los sellos y las pastillas pueden ser
utilizados como formas de dosificacién sélidas adecuadas para la administracion oral.

La preparar supositorios, primero se funde una cera de bajo punto de fusiéon, como una mezcla de glicéridos de
acido graso o manteca de cacao, y el componente activo se dispersa homogéneamente dentro de la misma. La
mezcla homogénea fundida se vierte en moldes de tamafo conveniente y se dejan enfriar, solidificAndose.

Las preparaciones en forma liquida incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones, por ejemplo agua o soluciones
de agual/propilenglicol. Para la inyeccion parenteral se pueden formular preparaciones liquidas en solucién en una
solucion acuosa de polietilenglicol.

Cuando se requiere o se desea una administracion parenteral, mezclas particularmente adecuadas de los
compuestos aqui reivindicados son inyectables, con soluciones estériles inyectables, preferentemente soluciones
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oleaginosas o acuosas, asi como suspensiones, emulsiones o implantes, incluyendo supositorios. En particular, los
vehiculos para la administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de dextrosa, solucidon salina, agua pura,
etanol, glicerol, propilenglicol, aceite de cacahuete, aceite de sésamo, polimeros de bloques de polioxietileno y
similares. Las ampollas son dosis unitarias convenientes. Los compuestos aqui reivindicados también se pueden
incorporar en liposomas o se pueden administrar a través de parches o bombas transdérmicas. Las mezclas
farmacéuticas adecuadas para ser utilizadas aqui incluyen las descritas, por ejemplo, en Pharmaceutical Sciences
(Edicién 17, Mack Pub. Co., Easton, PA) y el documento WO 96/05309, estando incorporadas aqui por referencia las
ensefianzas de ambos documentos.

Las soluciones acuosas adecuadas para uso oral se pueden preparar disolviendo el componente activo en agua y
afiadiendo agentes colorantes, aromatizantes, estabilizadores y espesantes adecuados como se desee. Las
suspensiones acuosas adecuadas para uso oral se pueden preparar dispersando el componente activo finamente
dividido en agua con un material viscoso, como gomas naturales o sintéticas, resinas, metilcelulosa,
carboximetilcelulosa de sodio y otros agentes de suspension conocidos.

También estan incluidas preparaciones en forma solida previstas para ser convertidas, poco antes de su uso, en
preparaciones en forma liquida para la administracion oral. Estas formas liquidas incluyen soluciones, suspensiones
y emulsiones. Estas preparaciones pueden contener, ademas del componente activo, agentes colorantes,
aromatizantes, estabilizadores, tampones, edulcorantes artificiales y naturales, dispersantes, espesantes,
solubilizadores y similares.

Preferentemente, la preparacion farmacéutica esta en forma de dosis unitarias. En esta forma, la preparacion esta
dividida en dosis unitarias que contienen cantidades apropiadas del componente activo. La forma en dosis unitarias
puede consistir en una preparacion envasada, conteniendo el envase cantidades discretas de la preparacion, por
ejemplo tabletas o capsulas envasadas y polvos en viales o ampollas. Ademas, la forma en dosis unitaria puede
consistir en la propia capsula, tableta, sello o pastilla, o puede haber una cantidad apropiada de éstos en forma
envasada.

La cantidad de componente activo en una preparacion en dosis unitarias se puede variar o ajustar entre 0,1 y 10.000
mg, mas tipicamente entre 1,0 mg y 1.000 mg, de forma totalmente tipica entre 10 mg y 500 mg, de acuerdo con la
aplicacién particular y la potencia del componente activo. Si asi se desea, la composicién también puede contener
otros agentes terapéuticos compatibles.

Algunos compuestos pueden tener una solubilidad limitada en agua y, en consecuencia, pueden requerir un agente
tensioactivo u otro codisolvente apropiado en la composicion. Estos codisolventes incluyen: Polisorbato 20, 60 y 80;
Pluronic F-68, F-84 y P-103; ciclodextrina; y aceite de ricino polioxil 35. Estos codisolventes se emplean
normalmente en una cantidad entre aproximadamente el 0,01% y aproximadamente el 2% en peso.

Puede ser deseable una viscosidad mayor que la de simples soluciones acuosas para reducir la variabilidad en la
dispensacién de las formulaciones, para reducir la separacion fisica de componentes de una suspensién o emulsién
de la formulacion y/o para mejorar de otro modo la formulacidon. Los agentes aumentadores de la viscosidad
incluyen, por ejemplo, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, carboximetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, sulfato de condroitina y sus sales, acido hialurénico y
sus sales, y combinaciones de los mismos. Estos agentes se emplean tipicamente en una cantidad entre
aproximadamente el 0,01% y aproximadamente el 2% en peso.

Las composiciones aqui reivindicadas pueden incluir adicionalmente componentes que proporcionen una liberacion
continua y/o comodidad. Estos componentes incluyen polimeros mucomiméticos aniénicos de alto peso molecular,
polisacaridos gelificantes y sustratos soporte de farmaco finamente divididos. Estos componentes se describen con
mayor detalle en las Patentes US n° 4.911.920, 5.403.841, 5.212.162 y 4.861.760. El contenido integro de estas
patentes se incorpora aqui por referencia para todos los fines.

B. Dosis eficaces

Las composiciones farmacéuticas aqui proporcionadas incluyen composiciones que contienen el ingrediente activo
en una cantidad terapéuticamente eficaz, es decir, en una cantidad eficaz para lograr su objetivo previsto. La
cantidad eficaz real para una aplicacion en particular dependera, entre otras cosas, de la enfermedad a tratar. Por
ejemplo, si se administran en métodos para tratar el cancer, estas composiciones contendran una cantidad de
ingrediente activo eficaz para obtener el resultado deseado (por ejemplo, reducir la cantidad de células cancerosas
en un sujeto).

La dosis y la frecuencia (dosis simples o multiples) del compuesto administrado pueden variar dependiendo de
diversos factores, incluyendo la via de administracion; el tamafio, la edad, la salud, el peso corporal, el indice de
masa corporal y la dieta del receptor; la naturaleza y la magnitud de los sintomas de la enfermedad tratada; la
presencia de otras enfermedades o problemas relacionados con la salud; el tipo de tratamiento concurrente; y
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complicaciones de cualquier enfermedad o régimen de tratamiento. Junto con los métodos y compuestos aqui
descritos se pueden utilizar otros regimenes o agentes terapéuticos.

La cantidad terapéuticamente eficaz de cualquiera de los compuestos aqui reivindicados se puede determinar
inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular conocidos en la técnica.

Las cantidades terapéuticamente eficaces a utilizar en humanos se pueden determinar a partir de modelos animales.
Por ejemplo, se puede formular una dosis para humanos para alcanzar una concentracion que se ha comprobado
eficaz en animales.

Las dosis pueden variar dependiendo de los requisitos del paciente y del compuesto empleado. La dosis
administrada a un paciente deberia ser suficiente para provocar una respuesta terapéutica beneficiosa en el
paciente con el paso del tiempo. La magnitud de la dosis también se determinara por la existencia, la naturaleza y la
magnitud de los eventuales efectos secundarios adversos. Por regla general, el tratamiento se inicia con dosis mas
pequefias, que son inferiores a la dosis 6ptima del compuesto. Después, la dosis se aumenta en pequefios
incrementos hasta alcanzar el efecto 6ptimo bajo determinadas circunstancias. En una realizacion, el intervalo de
dosis es del 0,001% al 10% p/v. En otra realizacion, el intervalo de dosis es del 0,1% al 5% p/v.

Las cantidades y los intervalos de las dosis se pueden ajustar individualmente para proporcionar niveles del
compuesto administrado eficaces para la indicacion clinica particular tratada. Esto proporcionara un régimen
terapéutico acorde con la gravedad del estado de enfermedad del individuo.

Utilizando las ensefianzas que aqui se proporcionan se puede plantear un régimen de tratamiento profilactico o
terapéutico que no provoque una toxicidad esencial y siga siendo totalmente eficaz para tratar los sintomas clinicos
presentados por el paciente en particular. Esta planificacion deberia implicar la eleccion cuidadosa del compuesto
activo teniendo en cuenta factores tales como la potencia del compuesto, la biodisponibilidad relativa, el peso
corporal del paciente, la presencia y gravedad de efectos secundarios adversos, el modo de administracion
preferente y el perfil de toxicidad del agente seleccionado.

C. Toxicidad

La relacién entre la toxicidad y el efecto terapéutico de un compuesto particular es el indice terapéutico y se puede
expresar como la relacion entre LDsg (la cantidad de compuesto letal en un 50% de la poblacién) y EDsp (la cantidad
de compuesto eficaz en un 50% de la poblacidn). Son preferentes los compuestos que presentan altos indices
terapéuticos. Los datos de indice terapéutico obtenidos de ensayos de cultivo celular y/o estudios en animales
pueden ser utilizados para formular un rango de dosis a utilizar en humanos. Las dosis de estos compuestos estan
incluidas preferentemente en un intervalo de concentracién plasmatica que incluye la EDsy con poca o ninguna
toxicidad. La dosis puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la via
de administracion utilizada. Véase, por ejemplo, Fingl y col., en:. THE PHARMACOLOGICAL BASIS OF
THERAPEUTICS, Cap. 1, p. 1, 1975. La formulacién exacta, la via de administracion y la dosis pueden ser elegidas
por el médico particular en vista del estado del paciente y el método particular en el que se utiliza el compuesto.

IV. Métodos de uso

Un "complejo amiloide" se designa aqui como un complejo de un compuesto aqui reivindicado y al menos un péptido
amiloide (por ejemplo, un agregado de péptidos amiloides). Los compuestos aqui reivindicados pueden formar un
complejo con un amiloide mediante diversas interacciones, como interacciones no covalentes (por ejemplo
interacciones hidréfobas o enlaces de hidrégeno).

Los amiloides aqui descritos pueden estar compuestos por al menos una molécula de péptido amiloide. Un péptido
amiloide se designa aqui como un péptido o proteina que puede formar parte o que puede formar un amiloide en
asociacion con otros péptidos o proteinas. Los amiloides aqui descritos pueden estar compuestos por cualquier
péptido o proteina amiloide conocidos por formar amiloides. En algunas realizaciones, los amiloides incluyen
multiples péptidos amiloide y/o moléculas de péptido amiloide. En algunas realizaciones, un amiloide incluye una
molécula de péptido amiloide agregada con una o mas moléculas de péptido amiloide.

En algunas realizaciones, los péptidos amiloide pueden incluir péptido AR, proteina pridnica, o-sinucleina o
superéxido dismutasa. En algunas realizaciones, los péptidos amiloide pueden incluir una parte de péptido AR,
proteina pridnica, a-sinucleina o superoxido dismutasa o un fragmento funcional de éstos. En algunas realizaciones,
un péptido amiloide y/o amiloide se puede solvatar en soluciéon y unir a uno o mas de los compuestos aqui
reivindicados. En algunas realizaciones, los amiloides incluyen péptidos amiloide que estan dispuestos en lamina (3,
de modo que posibilitan la union de los compuestos aqui reivindicados. En algunas realizaciones, los compuestos
aqui reivindicados presentan una fluorescencia incrementada (en comparacion con la solucion libre) cuando estan
unidos con amiloides e interactian con éstos a través de interacciones hidréfobas.
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En otro aspecto no reivindicado, los métodos dados a conocer incluyen métodos de ensayo de estos compuestos
para detectar la unién de los mismos con amiloides y/o péptidos amiloides. Utilizando técnicas conocidas en la
actualidad y la guia aqui proporcionada, los compuestos candidatos se pueden ensayar facilmente para comprobar
su capacidad para unirse a amiloides. Por ejemplo, algunos agentes de unién de amiloides que tienen la estructura
de las férmulas aqui proporcionadas o de realizaciones de las mismas se pueden ensayar utilizando ensayos in
vitro. En algunas realizaciones, los ensayos in vitro pueden incluir la medida de la fluorescencia de estos
compuestos cuando se unen a amiloides en comparacién con la solucion libre no unida a amiloides. En regla, un
aumento de la fluorescencia indica unién a un amiloide. Las constantes de unién de estos compuestos también se
pueden determinar utilizando técnicas conocidas en la actualidad. Por ejemplo se pueden utilizar estudios de union
competitiva para determinar la eficacia de los compuestos aqui reivindicados para inhibir, por ejemplo, interacciones
de IgG-péptido AB. También se pueden emplear ensayos celulares para evaluar las propiedades de union de
agentes de union de amiloides candidatos que tienen la estructura de las férmulas aqui proporcionadas o de
realizaciones de las mismas. Los ensayos celulares incluyen células de cualquier fuente apropiada, incluyendo
células vegetales y animales (como células de mamifero). Los ensayos celulares también se pueden llevar a cabo
en células humanas. La seleccion de métodos de ensayo apropiados esta dentro del conocimiento del experto medio
en la materia.

Una vez identificados compuestos capaces de unirse a amiloides in vitro y/o en una célula, los compuestos se
pueden analizar adicionalmente en cuanto a su capacidad para unirse selectivamente a amiloides (por ejemplo en
placas de amiloides) en modelos animales (por ejemplo animales completos, 6rganos de animales o tejidos de
animales). Por consiguiente, los compuestos aqui reivindicados se pueden analizar adicionalmente en modelos
celulares o modelos animales en cuanto a su capacidad para provocar cambios detectables en el fenotipo en
relacién con un péptido amiloide y/o un amiloide particular. Ademas de los cultivos celulares, también se pueden
utilizar modelos animales para analizar los compuestos aqui reivindicados en cuanto a su capacidad para tratar, por
ejemplo, enfermedades asociadas a amiloides en un modelo animal. En algunas realizaciones, los compuestos aqui
reivindicados pueden ser utilizados para visualizar amiloides en tejido animal. En algunas realizaciones, el tejido
animal es tejido humano.

En otro aspecto se proporciona el uso en un método para tratar una enfermedad asociada con péptidos amiloide y/o
amiloides en un sujeto que requiera dicho tratamiento. En algunas realizaciones, la enfermedad puede estar
caracterizada por una acumulacion de amiloides (por ejemplo placas de amiloides) en un sujeto. El uso en estos
métodos puede incluir la administracion al sujeto de una cantidad eficaz (por ejemplo una cantidad terapéuticamente
eficaz) de un compuesto que tiene la estructura de las férmulas aqui proporcionadas (o de una realizacion
correspondiente tal como se describe mas arriba).

Tal como se utiliza aqui, el término "sujeto” se refiere a un mamifero al que se administra una composiciéon o
formulacion farmacéutica. Ejemplos de sujetos incluyen humanos y también animales de veterinaria y laboratorio,
como caballos, cerdos, ganado bovino, perros, gatos, conejos, ratas, ratones y mamiferos acuaticos. En algunas
realizaciones, el sujeto es un humano.

En algunas realizaciones, la enfermedad puede incluir la enfermedad de Alzheimer, encefalopatia espongiforme
bovina (EEB), la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, sindrome de Down, demencia con
cuerpos de Lewi o esclerosis lateral amiotrofica (ELA). En algunas realizaciones, el péptido amiloide es péptido AR y
la enfermedad es la enfermedad de Alzheimer. En algunas realizaciones, el uso en métodos de tratamiento aqui
descrito incluye el uso en un método para tratar la enfermedad de Alzheimer. En algunas realizaciones, el uso en
métodos de tratamiento aqui descrito incluye el uso en un método para tratar la enfermedad de Parkinson.

V. Ejemplos
Ejemplo 1

Procedimiento general para la preparacion de compuestos aqui descritos y en los Ejemplos la-1m. En un
matraz de fondo redondo que contenia una solucion de aldehido (5,0 mmol) y 2-cianoacetato de 2-(2-(2-
metoxietoxi)etoxi)etilo (5,5 mmol) en 20 ml de THF se afiadieron 0,50 mmol de piperidina y la mezcla ser calento a
50°C. La reaccioén se controlé mediante CCF y se completé en un plazo de 21 horas. La mezcla bruta se concentrd
bajo presién reducida y el producto se purificé mediante cromatografia flash (10-30% de acetato de etilo en hexano).

Notas generales: Todos los reactivos se obtuvieron (Aldrich, Acros) con la maxima calidad comercial y se utilizaron
sin ninguna purificaciéon adicional, excepto en los casos indicados. Los liquidos y soluciones sensibles al aire y la
humedad se transfirieron mediante una jeringuilla 0 una canula de acero inoxidable. Las soluciones organicas se
concentraron mediante evaporacion por rotacion por debajo de 45°C a aproximadamente 20 mmHg. Todas las
reacciones no acuosas se llevaron a cabo bajo condiciones anhidras. Los rendimientos se refieren a materiales
cromatografica y espectroscopicamente (1H RMN, °c RMN) homogéneos, a no ser que se indique otra cosa. Las
reacciones se controlaron mediante cromatografia de capa fina (CCF) en placas de gel de silice E. Merck de 0,25
mm (60F-254) y se visualizaron bajo luz UV y/o desarrollaron mediante inmersion en soluciones de &cido
fosfomolibdico (AFM) etandlico al 10% o p-anisaldehido y aplicando calor. Para la cromatografia flash se utilizé gel
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de silice E. Merk (60, tamafio de particula 0,040-0,063 mm). Las separaciones por cromatografia de capa fina
preparativa se llevaron a cabo sobre placas de gel de silice E. Merck de 0,25 o 0,50 mm (60F-254). Los espectros
de RMN se registraron en instrumentos Varian Mercury 300 o 400 MHz y se calibraron utilizando el disolvente no
deuterado residual como referencia interna. Las siguientes abreviaturas se utilizaron para explicar las
multiplicidades: s = singlete, d = doblete, t = triplete, q = cuarteto, m = multiplete, b = ancha. Los espectros de masas
de alta resolucion (HRMS) se registraron en un espectréometro de masas VG 7070 HS bajo condiciones de ionizacion
por electrospray (IES) o impacto electrénico (IE). Los datos de espectroscopia de fluorescencia se registraron en un
MD-5020 Photon Technology International Spectrophotometer a 25°C.

Para la sintesis de compuestos aqui descritos era importante una condensacion de Knoevenagel de 1 equivalente
del aldehido apropiado, ejemplo 6, con 1,1 equivalentes del derivado de acido maldnico apropiado, ejemplo 7. Véase
el Esquema 1. Esta reaccion se catalizé mediante piperidina (10%) y se completdé en un plazo de 21 horas en THF
bajo reflujo. Véase X. H. Chen, Z. J. Zhao, Y. Liu, P. Lu, Y. G. Wang, Chemistry Letters 2008, 37:570-571; M. A.
Haidekker, T. P. Brady, D. Lichlyter, E. A. Theodorakis, Journal of the American Chemical Society 2006, 128:398-
399. Después de una purificacion cromatografica estandar sobre gel de silice se aislé el producto deseado 8 con
excelentes rendimientos (Tabla 2). Reactivos y condiciones para el Esquema 1: (a) 1,0 equivalentes 6, 1,1
equivalentes 7, 0,1 equivalentes piperidina, THF, 50 °C, 21 h.

16
T ° @
Y et hon =
H“_N CN : 16
lis 6 ' .

Esquema 1

R Q
7
= OTEGME

]
R CN
TEGME: ff\/o}/‘om N
2

R> 8
Tabla 2. Estructuras y rendimientos de los Compuestos 8a-8d (no reivindicados)
Compuesto n° R* R® Rendimiento (%)
8a Me H 98
8b Me OMe 98
8c Et H 90
8d nBu H 78

El Compuesto 11 basado en naftaleno se sintetiz6 mediante tratamiento de un metoxinaftaldehido 9 comercial con
ocho equivalentes de piperidina litiada y condensacion de Knoevenagel del aldehido resultante 10 con ciano éster 7
(Esquema 2, 29% rendimiento combinado). Véase H. M. Guo, F. Tanaka, J. Org. Chem. 2009, 74:2417-2424.
Reactivos y condiciones para el Esquema 2: (a) 8,0 equivalentes de piperidina en benceno/HMPA: 1/1, 0°C, 8,0
equivalentes de nBuLi, 0°C, 15 minutos, después 1,0 equivalentes 9, 25°C, 12 h, 35%; (b) 1,0 equivalentes 10, 1,1
equivalentes 7, 0,1 eguivalentes de piperidina, THF, 50°C, 21 h, 82%. En algunas realizaciones R4, R® y R'® pueden

corresponder a R4, R’y R'® arriba descritos.

Esquema 2

(b)

0 O
H ——» = OTEGME
(82%) CN
: @
9: R= OMe
@[, | "

0:R=N »

El compuesto 14 (no reivindicado) se preparé mediante condensacion del aldehido 6a con el a-ciano éster 12,
seguido de una desproteccion catalizada por acido de la unidad acetonido (Esquema 3, 68% rendimiento
combinado). Véase M. A. Haidekker, T. P. Brady, S. H. Chalian, W. Akers, D. Lichlyter, E. A. Theodorakis, Bioorg.
Chem. 2004, 32:274-289. Reactivos y condiciones para el Esquema 3: (a) 1,0 equivalentes 6a, 1,1 equivalentes 12,
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0,1 equivalentes de piperidina, THF, 50°C, 21 h, 91%; (b) 1,5 mmol 13, 0,10 g DOWEX- H+,1:1 THF/MeOH, 25°C, 20

h, 75%.
Q
H ] o
~n = 0/\]:0><
I 6a (@) ~ CN G
13

Esquema 3

|

91%

@1 (b) * (75%)
o

| = 0/\[DH
12 N CN OH
: 14

2,

CHN

OXD

El Compuesto 19 basado en estilbeno (no reivindicado) se sintetizé en cuatro pasos que incluian; (a) conversion de
bromuro de bencilo 15 en fosfonato 16; (b) olefinacion de Horner-Emmons de 16 con el aldehido 6a para formar 17;
(c) litiacién de bromuro 17 y formulacion para producir el aldehido 18; y (d) condensacion de Knoevenagel del
aldehido resultante 18 con el ciano éster 7 (Esquema 4, 42% rendimiento combinado). Véase H. Meier, E. Karpuk,
H. C. Holst, Eur. J. Org. Chem. 2006, 2609-2617; L. Viau, O. Maury, H. Le Bozec, Tetrahedron Lett. 2004, 45:125-
128. Reactivos y condiciones para el Esquema 4: (a) 1,0 equivalentes 15, 15 equivalentes de trietil-fosfito, 90°C, 19
h, 98%; (b) 1,0 equivalentes 16, 1,0 equivalentes de NaOMe, 1,0 equivalentes 6a, DMF en exceso, 25°C, 24 h, 74%;
(c) 1,0 equivalentes 17, 1,0 equivalentes de n-BuLi, 1,33 equivalentes de DMF, THF, -78°C, 60%; (d) 1,0
equivalentes 18, 1,1 equivalentes 7, 0,1 equivalentes de piperidina, THF, 50°C, 21 h, 97%. R' y R%en el Esquema 4
son especificos para el Esquema 4 y no estan concebidos para que correspondan a R’ y R? arriba descritos.

e O
R’\/@ (74%) / \ & )R

15:R'=Br 17: R®=Br
(@ |: 16: R'= PO(OE), ) L_- 18: R?= CHO
(d)
(97%)

Esquema 4

Y Og
/ 19 NC  OTEGME
Ejemplo 1a. 2-ciano-3-(4-(dimetilamino)fenil)acrilato de (E)-2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etilo (8a) (no
reivindicado). 98%; solido amarillo; "H RMN (400 MHz, CDCIs) 6 8,07 (s, 1H), 7,93 (d, 2H, J = 9,0 Hz), 6,69 (3d, 2H,J
= 9,1 Hz), 4,41 (m, 2H), 3,81-3,79 (m, 2H), 3,73-3,65 (m, 6H), 3,56-3,54 (m, 2H), 3,37 (s, 3H), 3,10 (s, 6H); "°C RMN
(100 MHz, CDCIs) 6 164,2, 154,7, 153,6, 134,1, 119,3, 117,4, 111,4, 93,6, 71,9, 70,8, 70,6, 70,5, 68,9, 65,0, 59,0,
40,0; HRMS calculado para C1gH26N20s (M)+ 362,1836, hallado 362,1841.

Ejemplo 1b. 2-ciano-3-(4-(dimetilamino)-2-metoxifenil)acrilato de (E)-2-(2-(2-
metoxietoxi)etoxi)etilo (8b) (no reivindicado). Rendimiento 98%; solido amarillo; 'H RMN (400 MHz, CDCls) & 8,64
(s,1H), 8,39 (d, 1H, 3 = 9,2 Hz), 6,63 (dd, 1H, J = 2,3 Hz, J = 9,2 Hz), 6,01 (s, 1H), 4,40 (m, 2H), 3,87 (s, 3H), 3,81-
3,78 (m, 2H), 3,73- 3,65 (m, 6H), 3,56-3,53 (m, 2H), 3,36 (s, 3H), 3,10 (s, 6H); '>C RMN (400 MHz, CDCl3) & 165,0,
162,2, 155,9, 148,5, 131,3, 118,4, 109,7, 105,4, 93,0, 92,0, 72,2, 71,1, 70,9, 70,8, 69,2, 65,1, 59,3, 55,6, 40,4; HRMS
calculado para CzoH2sN20s (M+Na)+ 415,1840, hallado 415,1836.

Ejemplo 1c. 2-ciano-3-(4-(dietilamino)fenil)acrilato de (Z2)-2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etilo (8¢c) (no reivindicado).
Rendimiento 90%; liquido naranja; '"H RMN (400 MHz, CDCls) & 8,05 (s, 1H), 7,92 (d, 2H, J = 9,1 Hz), 6,67 (d, 2H, J
=9,2 Hz), 4,42 (m, 2H), 3,82-3,79 (m, 2H), 3,73-3,72 (m, 2H), 3,69-3,65 (m, 4H), 3,57-3,54 (m, 2H), 3,45 (q, 4H, J =
30 7,1 Hz), 3,37 (s, 3H), 1,23 (t, 6H, J = 7,1 Hz); *CRMN (100 MHz, CDCls) & 164,7, 154,8, 151,9, 134,8,
119,0, 117,8, 111,4, 93,0, 72,2, 71,1, 70,9, 70,8, 69,2, 65,2, 59,3, 45,0, 12,8; HRMS calculado para C21H3,N2Os
(M+Na)" 413,2047, hallado 413,2053.
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Ejemplo 1d. 2-ciano-3-(4-(dibutilamino)fenil)acrilato de (2)-2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etilo (8d) (no
reivindicado). Rendimiento 78%; liquido amairillo; "HRMN (400 MHz, CDCls) 6 8,00 (s, 1H), 7,87 (d, 2H, J = 9,0 Hz),
6,60 (d, 2H, J = 9,2 Hz), 4,38 (m, 2H), 3,78-3,76 (m, 2H), 3,71-3,69 (m, 2H), 3,66-3,62 (m, 4H), 3,53-3,51 (m, 2H),
3,34-3,30 (m, 7H), 1,57 (m, 4H), 1,34 (m, 4H), 0,94 (t, 6H, J = 7,3 Hz); *CRMN (100 MHz, CDCl3) & 164,7, 154,7,
152,2, 134,6, 118,9, 117,9, 111,5, 92,8, 72,1, 71,0, 70,8, 69,1, 65,2, 59,2, 51,1, 29,5, 20,4, 14,1; HRMS calculado
para CasHasN20s (M+Na)* 469,2673, hallado 469,2677.

Ejemplo le. 6-(piperidin-1-il)-2-naftaldehido (10) (no reivindicado). En un matraz de fondo redondo de 50 ml que
contenia benceno (3 ml), HMPA (3 ml) y piperidina (1,65 ml, 16,7 mmol) se afiadié n-BuLi (1,6 M en hexano, 10,4 mli,
16,7 mmol) por medio de una jeringuilla, a 0°C. Después de agitar durante 15 minutos, la mezcla de reaccion se tratd
con una solucién de 6-metoxi-2-naftaldehido (390 mg, 2,09 mmol) en benceno: HMPA 1:1 (2 ml). La mezcla de
reaccion se calent6é a temperatura ambiente, se agité durante 12 horas y después se vertio en NaCl acuoso al 5%
frio (30 ml). La mezcla se extrajo con dietil éter (3 x 20 ml), se secé sobre MgSO,4 y se concentrd. El producto se
purific6 mediante cromatografia flash (20% EtOAc en hexanos) para obtener el compuesto 9. 9: rendimiento 35%,
solido amarillo; '"H RMN (300 MHz, CDCl3) & 10,02 (s, 1H), 8,14 (s, 1H), 7,88-7,73 (m, 2H), 7,67 (d, 1H, J = 8,6 Hz),
7,32 (dd, 1H, J = 2,5 Hz, J = 9,1 Hz), 7,08 (d, 1H, J = 2,4 Hz), 3,42-3,32 (m, 4H), 1,85-1,57 (m, 6H); "°C RMN (100
MHz, CDCI3) § 192,2, 152,2, 138,8, 134,7, 131,6, 130,7, 127,5, 126,5, 123,6, 119,7, 109,0, 49,8, 25,8, 24,6; HRMS
calculado para C16H17NO(M+H)+ 240,1383, hallado 240,1387.

Ejemplo 1f. 2-ciano-3-(6-(piperidin-1-il)naftalen-2-il)acrilato de (E)-2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etilo  (11).
Rendimiento 82%; liquido rojo; 'H RMN (400 MHz, CDCls) & 8,30 (s, 1H), 8,22 (d, 1H, J = 1,2 Hz), 8,10 (dd, 1H, J =
1,8 Hz, J = 8,8 Hz), 7,76 (d, 1H, J = 9,2 Hz), 7,65 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 7,29 (dd, 1H, J = 2,4 Hz, J = 9,2 Hz), 7,05 (d,
1H, J = 2,2 Hz), 4,47 (m, 2H), 3,85-3,82 (m, 2H), 3,74-3,66 (m, 6H), 3,57-3,54 (m, 2H), 3,42-3,38 (m, 4H), 3,37 (s,
3H), 1,74-1,67 (m, 6H); "°C RMN (100 MHz, CDCl13) 5 163,4, 155,5, 151,9, 137,8, 134:7, 130,6, 127,3, 126,4, 126,0,
125,7, 119,3, 116,4, 108,4, 98,7, 71,9, 70,8, 70,6, 70,5, 68,8, 65,4, 59,0, 49,4, 25,5, 24,3; HRMS calculado para
Ca26H32N205 (M+H)" 453,2384, hallado 453,2390.

Ejemplo 1g. 2-cianoacetato de (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metilo (12) (no reivindicado). A una solucion de
acido 2-cianoaceético (1,02 g, 12 mmol) se afiadié gota a gota a 0°C el acetal (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metanol
(1,32 g, 10 mmol) en 5 ml de DCM y DMAP (61 mg, 0,50 mmol). Finalmente se afiadié6 EDC 1,86 g (12 mmol) y la
mezcla de reaccion se agitdé a 0°C durante 6 horas. La reaccion se diluyd con 15 ml de DCM y el DCU formado se
filtrd. El filtrado se secé con MgSO4 anhidro y los disolventes se retiraron bajo presion reducida. El residuo se purificd
mediante cromatografia flash (Hex: EtOAc; 10:1) para obtener el compuesto 12. 12: rendimiento 71%; liquido
incoloro; "H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,34-4,32 (m, 1H), 4,28-4,17 (m, 2H), 4,07 (dd, 1H, J = 6,5 Hz, J = 8,5 Hz),
3,75 (dd, 1H, 3 = 5,8 Hz, J = 8,5 Hz), 3,51 (s, 2H), 1,41 (s, 3H), 1,34 (s, 3H); HRMS calculado para CgH13NO4(M+H)+
200,0923, hallado 200,0931.

Ejemplo 1h. 2-ciano-3-(4-(dimetilamino)fenil)acrilato de (E)-(2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metilo (13) (no
reivindicado). En un matraz de fondo redondo que contenia una solucion de aldehido 6a (0,75 g, 5,0 mmol) y el
compuesto 12 (1,2 g, 5,5 mmol) en 20 ml de THF se afadieron 0,50 mmol de piperidina y la mezcla se calentd a
50°C. La mezcla bruta se concentrd bajo presién reducida y el producto se purificé mediante cromatografia flash (10-
30% acetato de etilo en hexano) para obtener el compuesto 13. 13: rendimiento 91%; sélido amarillo; "HRMN (400
MHz, CDCls) 5 8,08 (s, 1H), 7,94 (d, 2H, J = 9,0 Hz), 6,69 (d, 2H, J = 9,2 Hz), 4,42-4,29 (m, 3H), 4,13 (dd, 1H, J = 6,2
Hz, J = 8,6 Hz), 3,89 (dd, 1H, J = 5,9 Hz, J = 8,5 Hz), 3,11 (s, 6H), 1,46 (s, 3H), 1,38 (s, 3H); "*CRMN (400 MHz,
CDCls) 6 164,3, 155,3, 153,9, 134,5, 119,5, 117,5, 111,7, 110,1, 93,3, 73,7, 66,7, 65,6, 40,3, 26,9, 25,7; HRMS
calculado para C18H22N204(M+H)+ 331,1658, hallado 331,1691.

Ejemplo 1i. 2-ciano-3-(4-(dimetilamino)fenil)acrilato de (E)-2,3-dihidroxipropilo (14) (no reivindicado). El
compuesto 13 (0,5 g, 1,5 mmol) se disolvié en una mezcla de THF/MeOH (1:1) y se le afiadié resina DOWEX-H"
(0,10 g), y la mezcla heterogénea se agité durante 20 horas. La resina DOWEX-H" se retir por filtracién y se afiadio
trietlamina (50 mg, 0,5 mmol), y el disolvente se retiré bajo presion reducida. El residuo se purific6 mediante
cromatografia flash (100% éter) para obtener el compuesto 14. 14: rendimiento 75%; sélido amarillo intenso; 'H
RMN (400 MHz, CDCls) 6 8,08 (s, 1H), 7,94 (d, 2H, J = 9,1 Hz), 6,69 (d, 2H, J = 9,2 Hz), 4,42-4,32 (m, 2H), 4,05 (m,
1H), 3,80-3,70 (m, 2H), 3,12 (s, 6H); "°C RMN (100 MHz, CDCl3) & 199,0, 164,8, 155,5, 154,0, 134,6, 119,4, 117,9,
111,8, 111,7, 92,8, 70,3, 70,2, 66,9, 66,8, 63,6, 63,5 40,3, 40,2; HRMS calculado para CisH1sN204 (M+H)"
291,1345, hallado 291,1361.

Ejemplo 1j. 4-bromobencilfosfonato de dietilo (16) (no reivindicado). En un matraz de fondo redondo se
mezclaron 1-bromo-4-(bromometil)benceno (5,0 g, 20 mmol) y ftrietil-fosfito (51 ml, 300 mmol) y se sometieron a
reflujo a 90°C durante 19 horas. El trietil-fosfito se retird bajo presion reducida y el producto se purific6 mediante
cromatografia flash (1:1 hexano/EtOAc) para obtener el compuesto 16. 16: rendimiento 98%; liquido incoloro; H
RMN (400 MHz, CDCls) 6 7,30 (d, 2H, J = 7,5 Hz), 7,05 (d, 2H, J = 7,6 Hz), 3,99- 3,88 (m, 4H), 2,99 (s, 1H), 2,94 (s,
1H), 1,12 (t, 6H, J = 6,9 Hz); "*C RMN (100 MHz, CDCls) & 131,7, 131,6, 131,5, 121,0, 62,3, 34,0, 32,0, 16,5; HRMS
calculado para C11H16BrOsP (M+H)" 307,0097, hallado 307,0093.
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Ejemplo 1k. (E)-4-(4-bromoestiril)-N,N-dimetilanilina (17) (no reivindicado). En primer lugar se afiadi6 DMF
(anhidro) (10,5 ml) a metdéxido de sodio (176 mg, 3,26 mmol) y el color cambid a rosa. A la solucién arriba indicada
se afnadio gota a gota a lo largo de 2 minutos 4-bromobencilfosfonato de dietilo (1,0 g, 3,26 mmol) en DMF (6,5 ml),
seguido de 4 (dimetilamino)benzaldehido (486 mg, 3,26 mmol). La mezcla de reacciéon se agitdé a temperatura
ambiente durante 24 horas. Después se afiadioé agua desionizada (17 ml). El producto se filtrd por filtracion en vaC|o
y se recristalizé con DCM/hexano para obtener el compuesto 17. 17: rendimiento 74%; solido de color canela; H
RMN (400 MHz, CDCls) 6 7,47-7,32 (m, 6H), 7,04 (d, 1H, J = 12,5 Hz), 6,83 (d, 1H, J = 16,3 Hz), 6,71 (d, 2H, J = 8,9
Hz), 2,99 (s, 6H); "°C RMN (100 MHz, CDCl3) & 150,5, 137,4, 136,1, 132,1, 131,8, 129,7, 128,3, 128,2, 127,9, 127,7,
125,5, 123,2, 120,3, 112,6, 40,7; HRMS calculado para C1¢H16BrN 302,0541, hallado 302,0539.

Ejemplo 1I. 4-(4-(dimetilamino)estiril)benzaldehido (18) (no reivindicado). El compuesto 17 (300 mg, 1 mmol) se
transfiri6 a un matraz de fondo redondo, seguido de THF (5 ml). La solucién heterogénea se enfri6 a -78°C y luego
se afnadié gota a gota a lo largo de 5 minutos n-BuLi (1,6 M en hexano, 1 mmol), seguido por DMF (1,5 ml). La
mezcla de reaccion se agité a -78°C durante 3 horas y después se extinguié con agua (1 ml), y la mezcla se extrajo
con éter (2 x 25 ml). Los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron con MgSO4 y se
concentraron bajo presion reducida para obtener el compuesto 18. 18: rendimiento 60%; polvo amarillo; 'H RMN
(400 MHz, CDClz) 6 9,96 (s, 1H), 7,83 (d, 2H, J = 8,2 Hz), 7,60 (d, 2H, J = 8,2 Hz), 7,44 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 7,22 (d,
1H, J = 16,2 Hz), 6,94 (d, 1H, J = 16,2 Hz), 6,72 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 3,01 (s, 6H); °C RMN (100 MHz, CDCl3) &
191,8, 150,8, 144,7, 134,7, 134,6, 132,7, 130,4, 128,4, 126,4, 124,9, 122,8, 112,4, 40,5; HRMS calculado para
C17H17NO 252,1384, hallado 252,1383.

Ejemplo 1m. Ciano-3-(4-(4(dimetilamino)estiril)fenil)acrilato de (E)-2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etilo (19) (no
reivindicado). Rendimiento 97%; sélido rojo; "H RMN (400 MHz, CDCls) & 8,20 (s, 1H), 7,98 (d, 2H, J = 8,4 Hz), 7,57
(d, 2H,J =8,4 Hz), 7,45 (d, 2 H, J = 8,7 Hz), 7,20 (d, 1H, J = 16,2 Hz), 6,92 (d, 1H, J =16,2 Hz), 6,72 (d, 2H, J = 8,7
Hz), 4,47 (m, 2H), 3,84- 3,82 (m, 2H), 3,74-3,72 (m, 2H), 3,70-3,66 (m, 4H), 3,57-3,55 (m, 2H), 3,37 (s, 3H), 3,02 (s,
6H); "°C RMN (100 MHz, CDCl3) & 154,9, 133,0, 132,2, 128,6, 128,5, 126,7, 122,7, 112,4, 72,2, 71,1, 70,8, 69,0,
65,8, 59,3, 40,6, 40,5, 29,9, 28,2; HRMS calculado para C27H32N20s (M+Na)* 487,2203, hallado 487,2201.

Ejemplo 2. Sintesis de los Compuestos 27 (no reivindicado), 28-31, 32 (no reivindicado) y 33 (no
reivindicado). Los resultados de los analisis de compuestos aqui descritos se proporcionan en los siguientes
Ejemplos 2a-20.

Notas generales: Todos los reactivos se adquirieron con la maxima calidad comercial y se utilizaron sin ninguna
purificacion adicional, excepto en los casos indicados. Los liquidos y soluciones sensibles al aire y la humedad se
transfirieron mediante una jeringuilla o una canula de acero inoxidable. Las soluciones organicas se concentraron
mediante evaporacion por rotacion por debajo de 45°C a aproximadamente 20 mmHg. Todas las reacciones no
acuosas se llevaron a cabo bajo cond|C|ones anhidras. Los rendimientos se refieren a materiales cromatografica y
espectroscopicamente ( H RMN, *c RMN) homogéneos, a no ser que se indique otra cosa. Las reacciones se
controlaron mediante cromatografia de capa fina (CCF) realizada en placas de gel de silice Dynamic Adsorbents,
Inc. de 0,25 mm (60F-254) y se visualizaron bajo luz UV y/o desarrollaron mediante inmersion en soluciones de
acido fosfomolibdico (AFM) etandlico al 10%. Para la cromatografia flash se utilizo gel de silice Dynamic Adsorbents,
Inc. (60, tamafio de particula 0,040-0,063 mm). Los espectros de RMN se registraron en los instrumentos Varian
Mercury 400, 300 y/o Unity 500 MHz y se calibraron utilizando el disolvente no deuterado residual como referencia
interna. Las siguientes abreviaturas se utilizaron para explicar las multiplicidades: s = singlete, d = doblete, t =
triplete, q = cuarteto, m = multiplete, b = ancha. Los espectros de masas de alta resolucion (HRMS) se registraron en
un espectrometro de masas VG 7070 HS bajo condiciones de ionizacion por electrospray (IES) o impacto electrénico
(IE).

En el esquema 5 srepresentada una estrategia general para la sintesis de compuestos aqui descritos, incluyendo los
compuestos 27-33. Un 6-bromo naftaleno-2-carboxilato de metilo (20) comercial se convirti6 en el naftaldehido
correspondiente 21 en dos pasos: a) reduccién del éster en el alcohol primario utilizando DIBALH y b) oxidacion del
alcohol en el aldehido después de un tratamiento con PCC. Granzhan, A.; Teulade-Fichou, M.-P., Tetrahedron 2009,
65, (7), 1349-1360. La transformacién del bromuro en la amina apropiada requiri6 el uso de una quimica nueva para
mejorar el rendimiento y aplicar el método a mayor escala. El tratamiento de bromuro 21 en presencia de paladio
utilizando condiciones de Buchwald y Hartwig condujo a los aldehidos 22-25 con un rendimiento excelente en la
mayoria de los casos. Guram, A. S.; Rennels, R. A.; Buchwald, S. L., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1995, 34, (12),
1348-1350; Wolfe, J. P.; Buchwald, S. L., J. Org. Chem. 2000, 65, (4), 1144-1157; Hartwig, J. F., Accounts Chem.
Res. 2008,41, (11), 1534-1544. Una condensacion de Kndvenagel de los aldehidos 22-25 y el cianoéster apropiado
26 concluy6 la sintesis de las sondas finales 27-32. Sutharsan, J.; Lichlyter, D.; Wright, N. E.; Dakanali, M.;
Haidekker, M. A.; Theodorakis, E. A., Tetrahedron 2010, 66, (14), 2582-2588. La desprotecciéon del acetal en la
sonda 32 utilizando resina &cida produjo el tinte final 33. La tabla 3 resume las combinaciones R, X de los productos
finales y los rendimientos de condensacion.
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Esquema 5. Estrategia general para la sintesis de las sondas 27-33

0 . | o)
GG OMe 1 DIBALH, THF @G H
Br 2. FGC, GHQC'Q Br
21

20 _ 95(en 2 pasos) ps)
Pd(OAc),,
P(tBu);,
CSQCD";,
tolueno ne
O
o ' 0

ne.

R
piperidina, THF HF X

CN
X
- 27-32 - 22-25
. 3z X = piperidina (70%)
DOWEX-H «X = morfolina (79%)
THF/MeOH 4X = metilpiperazina (77%)
84% 13 X = 2-morfolin-etanoamina (33%)
Tabla 3. Estructuras y rendimientos de las sondas de union AB
Compuesto X R Rendimiento
27 (no reivindicado) { o »{’W‘Dtﬂg’ 90%
O -~ 0
28 N Ne= £~ '};"“Q 85%
/ b O - o
29 O N~ 4~ i;/“‘“g 83%
H
v .
30 r‘\N-""w *’r\“fﬂ'};f\ﬂf 87%
0.
31 { e~ w{-"‘vo*};f"\g” 89%
Lo}
32 (no reivindicado) { N /\[ >< 83%
o
. OH
33 (no reivindicado) { - /\E 84%
OH

Ejemplo 2a. 6-bromo-2-naftaldehido (21) (no reivindicado). A una solucién de DIBAL-H (1,0 M en heptano, 34 ml,
34 mmol) a 0°C se afiadi6é bajo argdn gota a gota una solucién de 20 (3,0 g, 11 mmol) en THF anhidro. Después se
dejé que la mezcla de reaccion se calentara a temperatura ambiente y se agitdé durante una noche. Una vez
completada la agitacion se afnadié MeOH, seguido por una solucion saturada de tartrato de sodio-potasio y acetato
de etilo. Después se separaron las dos fases, la fase organica se lavd con una disolucidon saturada de cloruro de
amonio y salmuera, se sec6 con MgSOs y se concentré6 bajo presion reducida para obtener 6-bromo-2-
(hidroximetil)naftaleno. "H RMN (400 MHz, CDCls): & 7,99 (bs, 1H), 7,77 (bs, 1H), 7,74 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 7,69 (d,
1H, J = 8,7 Hz), 7,55 (dd, 1H, J = 1,7 Hz, J = 8,7 Hz), 7,49 (dd, 1H, J = 1,7 Hz, J = 8,5 Hz), 4,84 (bs, 2H); °C RMN
(100 MHz, CDCls) 6 138,8, 133,9, 131,7, 129,7, 129,5, 129,5, 127 4, 126,1, 125,2, 119,8, 65,2.
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A una suspension de clorocromato de piridinio (2,4 g, 11 mmol) en CHxCl, anhidro (60 ml) se afiadié una solucién
del alcohol arriba indicado en CH»Cl, anhidro y la reacciéon se calentd bajo reflujo durante 5 horas. Una vez
transcurrido este tiempo, se enfrid a temperatura ambiente y se vertio en dietil éter. Después, la solucion se filtré a
través de un tampodn de silice y se concentrd bajo presion reducida para obtener 21 (2,4 g, 95%). 20: solido blanco;
'H RMN (400 MHz, CDCl3) & 10,15 (s, 1H), 8,31 (bs, 1H), 8,08 (bs, 1H), 7,98 (dd, 1H, J = 1,5 Hz, J = 8,5 Hz), 7,86
(m, 2H), 7,67 (dd, 1H, J = 1,5 Hz, J = 8,5 Hz); ">°C RMN (100 MHz, CDCl3) & 191,8, 137,3, 134,3, 134,1, 131,0, 131,0,
130,6, 130,2, 128,2, 124,0, 123.

Procedimiento general para la sintesis de naftaldehidos 6-amino-sustituidos (Compuestos 22-25) (no
reivindicados). A tolueno seco y desgasificado (0,8 ml) se afiadieron Pd(OAc), (0,022 mmol) y P(tBu)s; (0,078
mmol). Después de 20 minutos de agitacion se anadieron 8 (0,207 mmol), la amina apropiada (0,249 mmol) y
Cs2C03 (0,280 mmol) y la reaccién se agitd durante tres dias bajo reflujo. Tres dias después, la reaccion se enfrio a
temperatura ambiente, se diluyd con CHxCl,, se filtrd, se concentré bajo presion reducida y se purific6 mediante
cromatografia flash en gel de silice (hexanos/EtOAc 0-10%).

Ejemplo 2b. 6-(piperidin-1-il)naftaleno-2-carbaldehido (22) (no reivindicado). Rendimiento 70%, sélido amairillo;
'H RMN (400 MHz, CDCl3) & 10,03 (s, 1H), 8,15 (s, 1H), 7,83 (m, 2H), 7,68 (d, 1H, J = 8,6 Hz) 7,32 (dd, 1H, J = 2,4
Hz, J = 9,1 Hz), 7,08 (d, 1H, J = 2,4 Hz), 3,38 (m, 4H), 1,78-1,63 (m, 6H); °C RMN (100 MHz, CDCl3) 5 191,9, 151,9,
138,5, 134,4, 131,3, 130,4, 127,2, 126,3, 123,4, 119,5, 108,8, 49,6, 25,5, 24,3; HRMS calculado para C1sH1sNO
(M+H)" 240,1383 hallado 240,1381.

Ejemplo 2c. 6-morfolinonaftaleno-2-carbaldehido (23) (no reivindicado). Rendimiento 79%, solido amarillo; H
RMN (400 MHz, CDCIs) & 10,06 (s, 1H), 8,20 (s, 1H), 7,88 (m, 2H), 7,73 (d, 1H, J = 8,4 Hz), 7,32 (m, 1H), 7,11 (d,
1H, J = 1,2 Hz), 3,92 (m, 4H), 3,36 (m, 4H); "*C RMN (100 MHz, CDCls) § 191,9, 151,3, 138,1, 134,2, 131,8, 130,6,
127,5, 127,0, 123,6, 118,7, 109,0, 66,7,48,5; HRMS calculado para CisH1sNOzNa (M+Na)" 264,0995, hallado
264,0996.

Ejemplo 2d. 6-(4-metilpiperazin-1-il)naftaleno-2-carbaldehido (24) (no reivindicado). Rendimiento 77%, solido
amarillo; "H RMN (300 MHz, CDCl3) 6 10,00 (s, 1H), 8,13 (s, 1H), 7,80 (m, 2H), 7,66 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 7,28 (dd, 1H,
J=21Hz,J=9,2Hz), 7,06 (d, 1H, J = 2,1 Hz), 3,36 (m, 4H), 2,57 (m, 4H), 2,33 (s, 3H); "°C RMN (100 MHz, CDCl3)
5191,5, 151,0, 138,0, 134,0, 131,3, 130,2, 127,1, 126,4, 123,1, 118,7, 108,7, 54,5, 47,8, 45,7, HRMS calculado para
C16H19N20 (M+H)" 255,1492, hallado 255,1491.

Ejemplo 2e. 6-(2-morfolinoetilamino)naftaleno-2-carbaldehido (25) (no reivindicado). Rendimiento 33%,
amarillo sélido; "H RMN (400 MHz, CDCl3) & 10,01 (s, 1H), 8,14 (s, 1H), 7,83 (dd, 1H, J = 1,6 Hz, J = 8,6 Hz), 7,76
(d, 1H, J = 8,9 Hz), 7,64 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 6,98 (dd, 1H, J = 2,3 Hz, J = 8,9 Hz), 6,79 (d, 1H, J = 2,3 Hz), 4,88 (bs,
1H), 3,75 (m, 4H), 3,31 (dd, 2H, J = 5,1 Hz, J = 11,1 Hz), 2,72 (m, 2H), 2,51 (bs, 4H); "°C RMN (100 MHz, CDCl3) &
191,9, 148,8, 139,1, 134,6, 130,8, 130,7, 126,6, 126,0, 123,8, 118,7, 103,8, 66,9, 56,7, 53,3, 39,3; HRMS calculado
para C17H21N20, (M+H)" 285,1598, hallado 285,1600.

Procedimiento general para la sintesis de 2-cianoacetatos (26) (no reivindicado). A una solucion de acido 2-
cianoacético (2,72 mmol) se afiadié gota a gota a 0°C el alcohol apropiado (2,27 mmol) en CH2Cl, (2,5 ml) y DMAP
(0,013 mmol). Finalmente se afiadié DCC (2,72 mmol) y la mezcla de reaccion se agité a 0°C durante 6 horas. La
reaccion se diluyo con CH2Cl, y el DCU formado se filtré. El filtrado se secd con MgSO4 y se concentrd bajo presion
reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia flash para obtener el 2-cianoacetato 7.

Ejemplo 2f. 2-cianoacetato de 2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etilo (26a) (no reivindicado). Rendimiento 86%; liquido
incoloro; '"H RMN (400 MHz, CDCls) § 4,29 (m, 2H), 3,67, (m, 2H), 3,59 (m, 6H), 3,50 (m, 2H), 3,49 (s, 2H), 3,32 (s,
3H); ®C RMN (100MHz, CDCls) & 163,0, 113,0, 71,7, 70,4, 70,3, 68,3, 65,5, 58,8, 24,5, HRMS: calculado para
C10H17NOs: (M+H") 232,1185, hallado 232,1199.

Ejemplo 2g. 2-cianoacetato de 2-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etoxi)etilo (26b) (no reivindicado). Rendimiento
68%; liquido incoloro; 'H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,21 (bs, 2H), 3,61 (bs, 2H), 3,51 (m, 12H), 3,43 (m, 2H), 3,24
(bs, 3H) "*C RMN (100 MHz, CDCls) § 163,0, 113,0, 71,4, 70,2, 70,1, 70,1, 70,0, 68,1, 65,3, 58,5, 24,2.

Ejemplo 2h. 2-cianoacetato de (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil (26c) (no reivindicado). Rendimiento 71%;
liquido incoloro; 'H RMN (400 MHz, CDCl3) & 4,35 (m, 1H), 4,29-4,19 (m, 2H), 4,09 (m, 1H), 3,76 (dd, 1H, J = 5,8 Hz,
J = 8,6 Hz), 3,52 (s, 2H), 1,43 (s, 3H), 1,36 (s, 3H); "*C RMN (100 MHz, CDCls) & 162,8, 112,7, 110,1, 73,0, 66,8,
65,9, 26,6, 25,2, 24,6; HRMS calculado para CgH13NO4 (M+H)" 200,0923, hallado 200,0931.

Procedimiento general para la sintesis de las sondas fluorescentes 27 (no reivindicada), 28-31, 32 (no
reivindicada) y 33 (no reivindicada). En un matraz de fondo redondo que contenia una solucién de aldehido (0,21
mmol) y el 2-cianoacetato apropiado (0,23 mmol) en THF (0,8 ml), se afiadié piperidina (0,02 mmol) y la mezcla se
agitd a 50°C. La reaccion se controlé mediante CCF y se completd en 21 horas. La mezcla bruta se concentré bajo
presion reducida y el producto se purificd mediante cromatografia en columna flash (10-30% EtOAc en hexanos).
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Ejemplo 2i. 2-ciano-3-(2-(piperidin-1-il)naftalen-6-il)acrilato de (E)-2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etilo (27) (no
reivindicado). Rendimiento 90%; liquido rojo; "H RMN (400 MHz, CDCIs) & 8,31 (s, 1H), 8,22 (bs, 1H), 8,10 (d, 1H, J
= 8,8 Hz), 7,76 (d, 1H, J = 9,2 Hz), 7,65 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 7,30 (dd, 1H, J = 2,1 Hz, J = 9,2 Hz), 7,05 (d, 1H, J = 2,1
Hz), 4,47 (m, 2H), 3,83 (m, 2H), 3,74-3,66 (m, 6H), 3,56 (M, 2H), 3,42-3,38 (m, 4H), 3,37 (s, 3H), 1,74 (m, 6H); °C
RMN (100, MHz, CDCls) 6 163,3, 155,4, 151,9, 137,7, 134,7, 130,6, 127,2, 126,4, 125,9, 125,6, 119,2, 116,4, 108,3,
71,8, 70,7, 70,5, 70,5, 68,7, 65,3, 58,9, 49,3, 25,4, 24,3; HRMS calculado para C2sH3:N20sNa (M+Na)* 475,2203,
hallado 475,2197.

Ejemplo 2j. 2-ciano-3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)naftalen-6-il)acrilato de (E)-2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etilo (28).
Rendimiento 85%; liquido rojo; 'H RMN (400 MHz, CDCls) § 8,31 (s, 1H), 8,23 (s, 1H), 8,10 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 7,78
(d, 1H, J = 9,1 Hz), 7,67 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 7,29 (d, 1H, J = 9,1 Hz), 7,06 (s, 1H), 4,46 (m, ZH), 3,83 (m, 2H), 3,73
(m, 2H), 3,67 (m, 4H), 3,55 (m, 2H) 3,42 (bs, 4H), 3,36 (s, 3H), 2,61 (bs, 4H), 2,37 (s, 3H); "°C RMN (100 MHz,
CDCIs) 6 163,2, 155,4, 151,4, 137,5, 134,5, 130,6, 127,4, 126,9, 126,1, 126,1, 119,0, 116,2, 108,7, 99,3, 71,9, 70,8,
70,6, 70,5, 68,8, 65,4, 59,0, 54,8, 48,0, 46,1; HRMS calculado para C2sH3sN30s (M+H)" 468,2493, hallado 468,2494.

Ejemplo 2k. 2-ciano-3-(2-morfolinonaftalen-6-il)acrilato de (E)-2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etilo (29). Rendimiento
83%; liquido rojo; 'H RMN (300 MHz, CDCls) & 8,31 (s, 1H), 8,24 (s, 1H), 8,11 (dd, 1H, J = 1,9 Hz, J = 8,8 Hz), 7,80
(d, 1H, J = 9,1 Hz), 7,69 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 7,28 (m, 1H), 7,06 (d, 1H, J = 1,9 Hz), 4,47 (m, 2H), 3,90 (m, 4H), 3,83
(m, 2H), 3,70 (m, 6H), 3,55 (m, 2H), 3,35 (m, 7H); "°C RMN (100 MHz, CDCl3) 5 163,0, 155,2, 151,3, 137,2, 1344,
130,6, 127,4, 127,0, 126,1, 126,0, 118,5, 116,1, 108,5, 99,4, 71,8, 70,7, 70,5, 70,4, 68,6, 66,5, 65,3, 58,9, 48,2;
HRMS calculado para CasHzoN20sNa (M+Na)™ 477,1996, hallado 477,1995.

Ejemplo 2I. 3-(2-(2-morfolinoetilamino)naftalen-6-il)-2-cianoacrilato de (E)-2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etilo (30).
Rendimiento 87%; liquido rojo; '"H RMN (500 MHz, CDCls) & 8,28 (s, 1H), 8,19 (d, 1H, J = 1,6 Hz), 8,08 (dd, 1H, J =
1,9 Hz, J = 8,8 Hz), 7,69 (d, 1H, J = 8,9 Hz), 7,60 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 6,95 (dd, 1H, J = 2,3 Hz, J = 8,8 Hz), 6,74 (d,
1H, J = 2,2 Hz), 4,96 (bs, 1H), 4,46 (m, 2H), 3,83 (m, 2H), 3,76-3,72 (m, 6H), 3,69-3,65 (m, 4H), 3,57-3,54 (m, 2H),
3,36 (s, 3H), 3,31 (s, 2H), 2,70 (m, 2H), 2,51 (s, 4H); "*C RMN (100 MHz, CDCls) § 163,4, 155,5, 149,0, 138,3, 135,0,
130,9, 126,6, 126,3, 126,2, 124,9, 118,9, 116,5, 103,6, 98,2, 71,9, 70,8, 70,6, 70,5, 68,8, 66,9, 65,3, 59,0, 56,6, 53,2,
39,2; HRMS calculado para Ca7H3sN30s (M+H)" 498,2599, hallado 498,2596.

Ejemplo 2m. 2-ciano-3-(2-(piperidin-1-il)naftalen-6-il)acrilato de (E)-2-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etoxi)etilo (31).
Rendimiento 89%; liquido rojo; "H RMN (400 MHz, CDCl3) & 8,20 (s, 1H), 8,10 (s, 1H), 8,01 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 7,66
(d, 1H, J =9,0 Hz), 7,55 (d, 1H, J = 9,0 Hz), 7,20 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 6,95 (s, 1H), 4,39 (bs, 2H), 3,75 (bs, 2H), 3,65-
3,54 (m, 10H), 3,45 (m, 2H), 3,31 (bs, 4H), 3,28 (s, 3H), 1,65-1,54 (m, 6H); >°C NNM (100 MHz, CDCl3) 5 163,2,
155,3, 151,8, 137,6, 134,6, 130,5, 127,1, 126,3, 125,8, 125,5, 119,1, 116,3, 108,2, 98,4, 71,7, 70,6, 70,4, 70,3, 68,6,
65,3, 58,8, 49,2, 25,3, 24,2; HRMS calculado para CzsH3sN2OgNa (M+Na)* 519,2466, hallado 519,2468.

Ejemplo 2n. 2-ciano-3-(2-(piperidin-1-il)naftalen-6-il)acrilato de (E)-(2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metilo (32) (no
reivindicado). Rendimiento 83%; liquido rojo; "H RMN (400 MHz, CDCl3) & 8,29 (s, 1H), 8,19 (s, 1H), 8,09 (dd, 1H, J
=1,9Hz,J=8,8Hz), 7,74 (d, 1H, J = 9,3 Hz), 7,63 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 7,28 (dd, 1H, J = 2,8 Hz, J = 9,3 Hz), 7,03 (d,
1H, J = 1,9 Hz), 4,43 (m, 1H), 4,36 (m, 2H), 4,14 (dd, 1H, J = 6,0 Hz, J = 8,5 Hz), 3,90 (dd, 1H, J =6,0 Hz, J = 8,5
Hz), 3,40 (m, 4H), 1,73-1,66 (m, 6H), 1,48 (s, 3H), 1,39 (s, 3H); "*C RMN (100 MHz, CDCls) 5 162,9, 155,4, 151,5,
137,6, 134,6, 130,5, 127,0, 126,2, 125,6, 125,3, 119,0, 116,1, 109,6, 108,2, 98,0, 73,1, 65,9, 65,6, 57,1, 49,1, 45,5,
29,4, 26,4, 25,2, 24,0; MS (M+H)" 421,24,

Ejemplo 20. 2-ciano-3-(2-(piperidin-1-il)naftalen-6-il)acrilato de (E)-2,3-dihidroxipropilo (33) (no reivindicado).
El compuesto 31 (50 mg, 0,12 mmol) se disolvié en una mezcla de THF/MeOH (1:1) y se afiadié resina DOWEX-H*
(15 mg) y la mezcla heterogénea se agité durante 20 horas. La resina se retird por filtracion y se afadio trietilamina y
el disolvente se retiré bajo presion reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia flash para obtener el
compuesto 32. 32: 38 mg, rendimiento 84%; liquido rojo; 'HRMN (400 MHz, CDCIs) 6 8,30 (s, 1H), 8,19 (s, 1H), 8,08
(d, 1H, J = 8,8 Hz), 7,74 (d, 1H, J = 9,1 Hz), 7,63 (d, 1H, J = 9,1 Hz), 7,29 (m, 1H), 7,03 (s, 1H), 4,46-4,36 (m, 2H),
4,09 (m, 1H), 3,81 (dd, 1H, J = 5,5 Hz, J = 11,3 MHz), 3,73 (dd, 1H, J = 5,5 Hz, J = 11,3 Hz), 3,41 (m, 4H), 1,74-1,67
(m, 6H); "*C RMN (100 MHz, CDCls) 5 163,6, 156,0, 152,0, 137,9, 135,0, 130,7, 127,3, 126,3, 125,9, 125,5, 119,2,
116,6, 108,3, 97,8, 69,9, 67,0, 63,2, 49,3, 25,5, 24,3; HRMS calculado para C2,H2sN204 (M+H)* 381,1809, hallado
381,1802.

Ejemplo 3. Deteccion y estudios de union.

Estudios correspondientes a los Compuestos 8a-8d (no reivindicados), 11, 14 (no reivindicado) y 18 (no
reivindicado). Un estudio inicial para determinar si un compuesto se puede asociar con AB consiste en comparar
sus espectros de fluorescencia antes y después de mezclarlo con los agregados AB. Véase E. E. Nesterov, J.
Skoch, B. T. Hyman, W. E. Klunk, B. J. Bacskai, T. M. Swager, Angew. Chem. Int. Edit. 2005, 44:5452-5456; Z. P.
Zhuang, M. P. Kung, H. F. Kung, J. Med. Chem. 2006, 49:2841-2844; Q. A. Li, J. S. Lee, C. Ha, C. B. Park, G. Yang,
W. B. Gan, Y. T. Chang, Angew. Chem. Int. Edit. 2004, 43:6331-6335; H. F. Kung, C. W. Lee, Z. P. Zhuang, M. P.
Kung, C. Hou, K. Plossl, J. Am. Chem. Soc. 2001, 123:12740-12741. Tipicamente, los agentes de unién de
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amiloides presentan un aumento significativo de la intensidad de la fluorescencia después de unirse a agregados de
AB en comparacion con su fluorescencia nativa en solucion. Véase H. LeVine lll, Protein Sci. 1993, 2:404-410. En
esa linea medimos las propiedades de fluorescencia de cada compuesto en una concentracién 4 uM antes y
después de mezclarlo con péptidos AB(1-42) preagregados (5 uM, agregados en tampon PBS durante 3 dias a
25°C).

En todos los casos se observo un aumento de la intensidad de fluorescencia en un factor 1,3-9,4 en presencia de AB
agregado, lo que indica que estos compuestos se unen al péptido (Tabla 2). En la mayoria de los casos se observé
un ligero desplazamiento al azul (6-20 nm) con la unién. Unicamente en el caso del Compuesto 11 basado en
naftaleno se observé un desplazamiento significativo al rojo de 76 nm con la unién con A preagregado (Figuras 1c,
1d). De forma interesante, esta union iba acompafada de un aumento de la intensidad en un factor 9,3. Un aumento
similar de la intensidad se ha observado con FDDNP y se puede explicar por la capacidad del motivo de naftaleno
para crear excimeros cuando se une con su objetivo. Véase E. D. Agdeppa, V. Kepe, J. Liu, S. Flores-Torres, N.
Satyamurthy, A. Petric, G. M. Cole, G. W. Small, S. C. Huang, J. R. Barrio, J. Neurosci. 2001, 21:1-5; S. Abad, I.
Vaya, M. C. Jimenez, U. Pischel, M. A. Miranda, ChemPhysChem 2006, 7:2175-2183; C. Spies, R. Gehrke J. Phys.
Chem. A 2002, 106:5348-5352.

Los compuestos 8a y 8b mostraron caracteristicas de fluorescencia similares, lo que sugiere que la adicién de un
grupo metoxi sobre el grupo fenilo no altera las propiedades del compuesto como sonda. Por otro lado se ha de
sefialar que el aumento del tamafio de los grupos alquilo del nitrdgeno conduce a un aumento significativo de la
intensidad de fluorescencia después de la unién (Tabla 4, 8a, 8c, 8d). Probablemente, esto es el resultado de la
disminucion de la libertad de rotacion de las moléculas cuando se unen a las formas agregadas de péptido AR.
Véase W. Schuddeboom, S. A. Jonker, J. M. Warman, U. Leinhos, W. Kuehnle, K. A. Zachariasse, J. Phys. Chem.
1992, 96 :10809-10819; Y. V. ll'chev, W. Kuehnle, K. A. Zachariasse, J. Phys. Chem. 1998, 102 :5670-5680. De
forma interesante, no se observd ninglin aumento de la intensidad de fluorescencia después de mezclar estos
compuestos con péptido AR monomeérico. Esto respalda la idea de que estos compuestos se unen selectivamente a
formas agregadas de AB. La Figura 1A y la Figura 1B muestran el perfil de fluorescencia de 8d (excitacion y
emision).
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El péptido AR agregado se prepar6 disolviendo AB(1-42) en PBS pH 7,4 hasta una concentracion final de 100 pM.
Esta solucion se agité magnéticamente a 1.200 rpm durante 3 dias a temperatura ambiente. La solucion madre 100
UM AB(1-42) en PBS se dividié en partes alicuotas y se congel6 a -80°C durante 4 semanas sin ningin cambio
perceptible en sus propiedades. A 2,85 ml del compuesto se le afiadieron 150 pl de AB(1-42) preagregado hasta
alcanzar una concentracion final de 5 yM de AB(1-42) y 4 uM de compuesto. La solucion se transfirid a una cubeta
de 3 ml y se midi6 la fluorescencia a 25°C. Como muestra la Figura 4, la asociacion de compuestos aqui descritos
con AB agregado produce cambios tanto en los espectros de excitacion como en los de emision. Los espectros de
excitacion de fluorescencia de los Compuestos 8a, 8b, 8c, 14 y 19 estan representados en la Figura 4,
respectivamente.

También medimos las constantes de union aparente (Kd) de los compuestos (en concentraciones de 10, 5, 2,5y
1,25 uM) con péptido AB(1-42) preagregado 5,0 uM. Las Kd se pueden medir a partir del doble reciproco del valor
maximo de fluorescencia y la concentracion del compuesto. Véase H. LeVine lll, Protein Sci. 1993, 2:404-410. Todos
los valores Kd se midieron entre 1,4 y 5,3 uyM (Tabla 4). Se ha de sefialar que, a pesar de las diferencias
estructurales, estos compuestos presentan valores Kd similares, lo que sugiere que se unen de forma similar a AB
agregado. Ademas, estos valores son similares a los valores Kd de informes existentes para ThT (2 uM).[22, ] Véase
LeVine, Id.; Lockhart, L. Ye, D. B. Judd, A. T. Merritt, P. N. Lowe, J. L. Morgenstern, G. Z. Hong, A. D. Gee, J. Brown,
J. Biol. Chem. 2005, 280:7677-7684; M. Biancalana, K. Makabe, A. Koide, S. Koide, J. Mol. Biol. 2008, 383:205-213;
M. Biancalana, K. Makabe, A. Koide, S. Koide, J. Mol. Biol. 2009, 385:1452-1063. La Figura 2 muestra la grafica de
la doble reciproca de la intensidad de fluorescencia en funcién de la concentracion de los Compuestos 8d y 11. La
Kd corresponde a -1/(interceptacion-x) de la regresion lineal.

La asociacion de los compuestos sintetizados con péptidos AB agregados se analizé utilizando un ensayo basado en
ELISA semicuantitativo desarrollado por Yang y col.. Véase P. Inbar, J. Yang, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2006,
16:1076-1079; P. Inbar, C. Q. Li, S. A. Takayama, M. R. Bautista, J. Yang, ChemBioChem 2006, 7:1563-1566; P.
Inbar, M. R. Bautista, S. A. Takayama, J. Yang, Anal. Chem. 2008, 80:3502-3506. El ensayo se basa en la seleccién
de moléculas que inhiben la interaccion del péptido AR agregado con una IgG anti-AB monoclonal cultivada contra
residuos 1-17 de AB. La Tabla 4 muestra las concentraciones de los compuestos correspondientes a una inhibicion
del 50% (ICso) de las interacciones IgG-AB y el porcentaje maximo de las IgG inhibidas en cuanto a la union con las
fibrillas. Todos los compuestos mostraron valores ICso en niveles de uM, habiéndose medido el valor mas bajo en el
compuesto 8b (IC50 = 1,17 yuM). La inhibicion maxima determinada, una medida de la magnitud de recubrimiento
superficial del péptido agregado por los compuestos, oscilaba entre el 40 y el 98% (Tabla 4). Véase P. Inbar, J.
Yang, Bioorg. Med Chem. Lett. 2006, 16:1076-1079; P. Inbar, C. Q. Li, S. A. Takayama, M. R. Bautista, J. Yang,
ChemBioChem 2006, 7:1563-1566; P. Inbar, M. R. Bautista, S. A. Takayama, J. Yang, Anal. Chem. 2008, 80:3502-
3506. La comparacion de estos datos indica que el recubrimiento superficial aumenta cuando se disminuye el
tamafio del compuesto o la magnitud del sistema n. Especificamente, mientras que la inhibicién maxima en el caso
de los compuestos de fenilo oscila entre el 81 y el 98%, en el caso del compuesto de naftaleno 11 mas largo
disminuye al 58% y en el caso del estilbeno 19 mas conjugado disminuye al 40%. La Figura 3 muestra graficos
representativos correspondientes a los Compuestos 8d y 11. Las Figuras A-D muestran graficos representativos
correspondientes a los Compuestos 8a, 8b, 8c y 14, respectivamente.

Los valores logP calculados de todos los compuestos oscilaron entre 1,07 y 4,62 (Tabla 2), lo que indica que la
mayoria de estos compuestos satisfacen los criterios de solubilidad y deberian poder atravesar la barrera
hematoencefalica. Véase P. Inbar, J. Yang, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2006, 16:1076-1079; P. Inbar, C. Q. Li, S. A.
Takayama, M. R. Bautista, J. Yang, ChemBioChem 2006, 7:1563-1566; P. Inbar, M. R. Bautista, S. A. Takayama, J.
Yang, Anal. Chem. 2008, 80:3502-3506; C. A. Lipinski, F. Lombardo, B. W. Dominy, P. J. Feeney, Adv. Drug Deliver.
Rev. 1997, 23:3-25. Los valores LogP se calcularon utilizando el software Molinspiration Chem- informatics.

Estudios correspondientes a los compuestos 27 (no reivindicado), 28-31 y 33 (no reivindicado). El péptido AR
agregado se preparé disolviendo AB(1-42) en PBS pH 7,4 hasta una concentracién final 100 yM. Esta solucion se
agité magnéticamente a 1.200 rpm durante 3 dias a temperatura ambiente. La solucién madre de AB(1-42) 100 uM
en PBS se dividio en parte alicuotas y se congel6 a -10°C durante 4 semanas sin ningun cambio perceptible en sus
propiedades. A 285 pl de la sonda (5% DMSO en agua nanopura) se le afiadieron 15 pl del AB(1-42) preagregado
para alcanzar una concentracion final 5 uM de AB(1-42) y 4 uM de la sonda. La solucién se transfirié a una cubeta
de 300 ml y se midi6 la fluorescencia Las Figuras 9A-F muestran los espectros de excitacion de fluorescencia de los
Compuestos 27-31 y 33, respectivamente.
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Tabla 5. Perfil de fluorescencia, Kd y valores logP de las sondas sintetizadas con péptidos AB(1-42) agregados

CoTp_ Exc. max. (nm)’ Em. max. (nm)' Factor de Kq sD R? logP
n antes después antes después aumento
27 415 410 590 545 7,7 1,4 | 0,2 | 0,99 3,81
28 400 385 580 530 4,9 4,6 1,3 | 0,98 2,79
29 400 380 530 525 5,1 13,8 | 2,9 | 0,99 2,74
30 430 430 570 540 29 6,7 | 21 0,98 2,53
31 420 410 590 546 8,3 1,6 | 0,3 | 0,93 3,60
33 410 410 540 535 7,2 1,6 | 09 | 0,93 3,14

En principio, una sonda de unién de amiloide muestra un aumento significativo de la emisién fluorescente cuando se
une con los agregados en comparacion con la sonda en solucién. LeVine lll, H., Protein Sci. 1993, 2, (3), 404-410.
En esta linea, comparamos las propiedades de fluorescencia de 27-31 o 33 en solucién acuosa con o sin la
presencia de péptidos AP42 agregados. Especificamente medimos las propiedades de fluorescencia de cada
colorante en una concentracion 4 uM en agua nanopura, antes y después de mezclarlo con péptido AB42 agregado
(concentracion final de péptido = 5 uM). Como muestra la Tabla 5, en todos los casos observamos un aumento
significativo (en un factor de 3 a 9) en la intensidad de los espectros de emision de las sondas después de la
asociacion con los péptidos amiloides agregados. Este aumento de la intensidad también fue acompafiado por un
desplazamiento al azul en los espectros de emisién de aproximadamente 5-50 nm. Después de la union, todos los
compuestos presentaban valores maximos de excitacién entre 380 y 430 nm y sus valores maximos de emision
oscilaban entre 525 y 545 nm, lo que sugiere que los pequefios cambios en la parte donadora o aceptadora de la
molécula no alteran de forma significativa sus valores maximos de fluorescencia. Sin embargo, los compuestos 27,
31 y 33, que tienen piperidina como donador de electrones, presentaron un mayor aumento en la intensidad de la
fluorescencia después de la union (en un factor 7,7, 8,3 y 7,2, respectivamente) en comparaciéon con sondas que
contenian piperazina, morfolina o morfolino-etanoamina como donadores de electrones. La Figura 9C proporciona
un ejemplo representativo de las propiedades de fluorescencia del compuesto 29. La figura muestra la emision de
fluorescencia del compuesto 29 antes (linea continua) y después (linea discontinua) de mezclarlo con agregados de
AB.

También medimos las constantes de unién aparente (Kq) de las sondas con péptidos AB42 agregados. La intensidad
de fluorescencia de cada sonda se midié en concentraciones de 1,25, 2,5, 5,0 y 10 uM en agua nanopura, mezclada
con 5 uM de los péptidos AB42 preagregados. Zhao, X.; Yang, J., ACS Chem. Neurosc. 1, (10), 655-660. En todos
los casos, los valores Ky estaban en el nivel de uM, presentando los compuestos 27, 31 y 33 la mayor afinidad por
los péptidos AR agregados. Los datos de estos estudios de union sugieren que las pequefias modificaciones
quimicas dentro de la region de solubilizacion en agua del motivo ANCA no influyen de forma significativa en la
union de las sondas con agregados AR (compuestos 27, 31 y 33). Por otro lado se observé una disminucion
significativa del valor Kq al alterar quimicamente el donador de electrones de la estructura ANCA. Como muestra la
Tabla 5, se ha comprobado que los compuestos que tienen piperidina como donador de electrones tienen valores Kg4
mas bajos (1,4-1,6 uM) en comparacién con los compuestos que contienen piperazina, morfolina o morfolino-
etanoamina como donadores de electrones (compuestos 28, 29 y 30, respectivamente). Las Figuras 10A-F muestran
graficos de la intensidad de fluorescencia (a L = 525 nm) de los compuestos 27-31 y 32, respectivamente, en funcion
de la concentracién en presencia de péptidos ABR42 agregados (5 pM) en solucion. A modo de ejemplo, la
correspondencia de estos datos con el compuesto 29 reveld un Ky de 13,8 yM para la asociacién del compuesto 29
con péptidos AB42 agregados.

Finalmente se calculd el caracter lipdfilo (logP) de las sondas sintetizadas. Se comprobd que todos los compuestos
tenian valores logP entre 2,53 y 3,81, lo que sugiere que la mayoria de ellos satisface los criterios de solubilidad y es
potencialmente capaz de atravesar la barrera hematoencefalica. Lipinski, C. A.; Lombardo, F.; Dominy, B. W.;
Feeney, P. J., Adv. Drug Delivery Rev. 1997, 23, (1-3), 3-25.

Ejemplo 6. Determinacién de las constantes de unién de compuestos aqui descritos. Un AB(1-42)
preagregado (concentracion final 5 uM) se mezclé con diversas concentraciones de compuestos aqui descritos (10,
5, 2,5, 1,25 yM) en tampon PBS (pH 7,4) y se midio su fluorescencia. La inversa negativa de la interceptacién-x de la
regresion lineal, que se trazdé entre la doble reciproca del valor maximo de la intensidad de fluorescencia y la
concentracion del compuesto, representa la constante de unién del compuesto (Kq) con AB(1-42).

Ejemplo 7. De terminacion de la Kq del método de fluorescencia. Para cuantificar las constantes de disociacion
(Kq) para la unién de compuestos fluorescentes con péptidos de B-amiloide agregados utilizamos el método descrito
por LeVine (véase H. LeVine lll, Protein Sci. 1993, 2, 404-410). Este método es similar al método descrito por
Benesi-Hildebran (véase C. Yang, L. Liu, T. W. Mu, Q. X. Guo, Anal. Sci. 2000, 16, 537-539). Aqui se midi6 la
fluorescencia del compuesto con y sin la adicion de los péptidos agregados en solucidon. El aumento de la
fluorescencia relativa del compuesto al unirse a péptidos de B-amiloide agregados se determiné tomando la
diferencia entre F (fluorescencia después de la adicion de péptidos agregados) y F, (fluorescencia antes de la
adicion de péptidos agregados).
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Para estimar la constante de unién (K4) de los complejos del compuesto AB a partir de los estudios de fluorescencia
se hacen las siguientes suposiciones:

1. Todos los compuestos estdn completamente en solucion y libres de todo proceso de unidn competitivo
significativo, tal como autoagregacion.

2. La concentracion de compuestos no unidos se puede aproximar hasta la concentracion total de los compuestos.

3. Los sitios de union en los péptidos AR agregados no estan completamente ocupados en la concentracién de
compuestos de union de AP utilizados para los estudios de fluorescencia (es decir, los experimentos se llevan a
cabo bajo condiciones de unién no saturada).

De acuerdo con la ley de Beer-Lambert (véase J. W. Robinson, "Atomic spectroscopy"”, 1996) se pueden obtener dos
expresiones que relacionan la concentracion de compuesto unido ([HG]), compuesto libre ([G]) y péptidos de
amiloide libres ([H]) con 1) la fluorescencia medida del compuesto en solucidon antes de la adicion de los péptidos
agregados (Fo), 0 2) la fluorescencia medida del compuesto en presencia de los péptidos de amiloide (F):

Fp = EgllGg) (1)

F = E4l[HG] + E4lIH]+ E.UG] ()

donde

[Go] = concentracion total del compuesto e¢ = coeficiente de absorcion de G.

[G] = concentracién de compuesto no unido enc = coeficiente de absorcion de HG.
[HG] = concentracion del complejo compuesto-Af ey = coeficiente de absorcion de H.
[Ho] = concentracion total de péptido agregado | = longitud de recorrido.

[H] = concentracion de péptido agregado no unido.

Mediante la sustituciéon [Go] = [G] + [HG] en la ecuacion 1 y la realizacion de la aproximacion eng[HG] + &c/[G] >>
en/[H] se puede llegar a una expresion simplificada para la fluorescencia relativa del compuesto unido (AF):

AF = F — Fp = EycllHG) + E.11G] — €G] - EcIHE] (3)

0 ordF = AEIHG] (4)
donde Ag = gng - €.
Para obtener una relacion entre el cambio en la fluorescencia medida del compuesto (AF) y la constante de union

del compuesto con péptidos de B-amiloide agregados (Kg), se ha utilizado la ecuacion estandar para una isoterma de
unién con el fin de obtener una relacion entre [HG] y Kg:

[HolG]

W=+ 6] ©
Combinando las ecuaciones 4 y 5 se obtiene una relacion entre AF y Kg:
[HoliG]
AF = m A€l (6)

Con el fin de estimar la Ky del compuesto unido a péptidos AB agregados a partir del cambio de fluorescencia
medido, se toma la reciproca de la ecuacién 6 para obtener:

1 K; 1 1

AF ~ AEl[Hy[6]1 T Acii,] ™

La ecuacion 7 sugiere que un grafico doble reciproco de AF y [G] deberia producir una linea recta con
interceptacion-x igual a -1/Kqy. La Figura 2 y la Figura 6 muestran graficos dobles reciprocos de la fluorescencia
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medida en funcion de la concentracién total del compuesto [Go]. Suponiendo que [G] se puede aproximar hasta [Go]
(suposicién 2), se pueden obtener valores estimados para las Ky de los complejos de compuesto-AR a partir de la
interceptacion-x de los ajustes lineales de los datos para cada compuesto. La Tabla 3 muestra las Kq estimadas de
algunos compuestos aqui descritos.

Ejemplo 8. Ensayo ELISA: A partir de péptidos AB(1-42) sintéticos se generaron péptidos AB agregados
disolviendo 30 pg de péptido en 90 pl de agua nanopura (pH 5-6) e incubando la solucién a 37°C durante = 72 h sin
agitacion. Cada pocillo de una placa de 96 pocillos (volumen de pocillo 0,4 ml; polipropileno transparente de fondo
plano) se recubrié durante 3 horas a 25°C con 50 pl de solucion 1,3 yM de péptidos AR en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS, 10 mM NaH>PO4/Na;HPO4, 138 mM NaCl, 2,7 mM KCI, pH 7,4). Después de retirar el
exceso de muestra, 50 pl de soluciones de compuestos en tampon PBS (se obtuvieron diversas concentraciones
diluyendo una solucién madre con tampoén PBS) se incubaron en los pocillos durante 12 horas. Los compuestos que
no se disolvian en tampon PBS se disolvieron en DMSO y se diluyeron en tampoén PBS para obtener una solucion
final de DMSO al 5% en tampdén PBS. Después se retiraron las soluciones en exceso y todos los pocillos se
bloquearon durante 30 minutos afiadiendo 300 pl de una solucion al 1% (p/v) de seroalbumina bovina en tampoén
PBS (BSA/PBS). En algunos casos se llevd a cabo un paso de bloqueo adicional antes de la incubacion con
soluciones de moléculas pequefias. La solucion de bloqueo se desecho y los pocillos se lavaron una vez con 300 pl
de tampon PBS. Los pocillos se incubaron durante 1 hora con 50 pl de una solucién 1,1 nM (en 1% BSA/PBS,
diluciéon 1:6000) de IgG anti-AB (clon 6E10, monoclonal, ratdn), y a continuacion se retird la solucién. Los pocillos se
lavaron dos veces con 300 pl de tampén PBS y se incubaron durante 60 minutos con 50 pl de la IgG secundaria (IgG
antirratén H+L, policlonal, conejo) conjugada con fosfatasa alcalina (6,8 nM en 1% BSA/PBS, dilucién 1:1000). La
solucién se desechd y los pocillos se lavaron dos veces con 300 ul de tampon PBS. Las IgG secundarias unidas se
detectaron mediante la adicion de 50 yl de una solucién de fosfato de p-nitrofenilo (2,7 mM, en dietanol amina 100
mM/cloruro de magnesio 0,5 mM, pH 9,8). Las intensidades de absorbancia se determinaron a 405 nm utilizando un
lector de placas espectroscopico UV-vis (Sprectramax 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Cada proceso se
llevd a cabo cinco veces y se calculd el promedio. Las barras de error representas desviaciones estandar. Se
trazaron graficos y se ajustaron con el ajuste de curvas sigmoideas.

Ejemplo 9. Estudios de fluorescencia con AR monomérico. Un A (Biopeptide, Inc.) se solubilizé inicialmente en
hexafluoroisopropanol en una concentracion 1 mM, se agité con vortice, se sometid a ultrasonido y se agité con
vortice. El vial se tapé con una lamina y se incubd durante 21 horas a 25°C sobre un agitador, con 3 agitaciones con
vortice a lo largo del periodo de incubacion. La solucién se sometié a ultrasonido y se agité de nuevo con vortice.
Después se diluyé con agua nanopura fria (2:1 H2O:HFIP), se fracciond en las cantidades deseadas en pequefios
viales de vidrio y se congelaron inmediatamente en un bafio de CO,/acetona. Cada fraccién se cubrié con parafilm,
que se perford para permitir el escape de vapores de disolvente. Las fracciones se liofilizaron durante 2 dias para
obtener AB monomérico (91% mondmero mediante analisis en gel PAGE Tris-bis 12%). 1,8 ul (8,42 uM) de este
AB(1-42) monomérico se anadieron a 3 pl de una concentracion 4 uM de pequefas moléculas que se prepard
mediante disolucién en tampdn PBS pH 7,4 para obtener una concentracion final de 0,5 yM de AB(1-42) y 4 uM del
compuesto. La solucion se transfirid a cubetas de 3 ml y se midi6 la fluorescencia a 25°C.

Ejemplo 10. Evaluacion de motores rigidos para la actividad citotoxica contra células de neuroblastoma
humanas (ensayo MTT). En ATCC (Manassas, VA) se compraron células de neuroblastoma humanas SHSY-5Y, un
kit de proliferacion celular MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), Medio Minimo Esencial de
Eagle (EMEM), mezcla nutriente Ham's F12, y Suero Bovino Fetal (SBF). En pocas palabras, las células SH-SY5Y
(en EMEM:Ham's F-12 1:1 con 10% SBF) se sembraron en placas de 96 pocillos en una densidad de 5x10*
células/pocillo. Las placas se incubaron durante una noche (en una atmdésfera humidificada de un 95% de aire y un
5% de CO,, a 37°C) para promover la union de células a los pocillos. Después, las células se trataron con diversas
concentraciones del compuesto 8a (no reivindicado), 8b (no reivindicado), 8c (no reivindicado), 8d (no
reivindicado), 11, o 14 (no reivindicado) y se incubaron durante 24 horas (atmésfera humidificada de un 95% de
aire y un 5% de COg, a 37 °C). Luego se afiadio reactivo MTT (20 pl) al medio y éste se incubd durante otras 4
horas. Después de la incubacion se anadieron 100 ul de reactivo detergente y las placas se cubrieron con lamina de
aluminio y se dejaron a temperatura ambiente a lo largo de la noche. La cantidad de MTT formazan solubilizado se
midié mediante absorbancia espectrofotométrica a 570 nm (Spectramax 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). El
ensayo MTT no se llevé a cabo en el compuesto 19 debido a su mala solubilidad en medios acuosos. Todos los
datos se muestran como media + desviaciéon estandar, N = 3 para cada concentracién. Para todos los analisis se
empled la prueba t. Un valor p < 0,05 se considerd estadisticamente significativo en comparacion con las células de
control. Como muestra la Figura 8, todos los compuestos presentaban muy poca o ninguna citotoxicidad contra
células de neuroblastoma humanas en concentraciones hasta 100 uM. Estas propiedades representan ventajas
significativas para una evaluacion adicional in vivo.

Ejemplo 11. Formacion de iméagenes de tejido humano con compuestos de unidon a amiloides. Las Figuras
11A-F muestran imagenes de fluorescencia de placas amiloides en tejido humano de casos de EA. Después, el
tejido congelado se secciond y se dispuso en un portaobjetos de vidrio, y se expuso a una solucién que contenia una
sonda fluorescente durante 30 minutos. La muestra se lavd con agua para eliminar la tincion no especifica del tejido
y se realizaron imagenes utilizando un microscopio epifluorescente invertido. Las imagenes revelan la localizacion
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de placas tefiidas con A) compuesto 27 (no reivindicado), B) compuesto 28, C) compuesto 29, D) compuesto 30, E)
compuesto 31, o F) compuesto 33 (no reivindicado).
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto seleccionado de entre el grupo consistente en

o .
g G N ONO\/NONOME
o]

: R G-‘"\/o\/"\of"vome
(\N g e CN

I/\N g G CN

5
0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.
2. Compuesto segun la reivindicacion 1, caracterizado porque es
. 0
CN
@
2
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
10 3. Compuesto segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque la sal farmacéuticamente aceptable se

selecciona de entre el grupo consistente en clorhidratos, bromhidratos, sulfatos, metanosulfonatos, nitratos,
maleatos, acetatos, citratos, fumaratos, tartratos, succinatos, benzoatos y sales con aminoacidos.

4. Compuesto segun la reivindicacion 3, caracterizado porque la sal farmacéuticamente aceptable es un
clorhidrato.

27



10

15

20

10.

11.

ES 2 546 063 T3

Composicion farmacéutica que incluye un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 5, caracterizada porque la composicion incluye un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 5 o 6, caracterizada porque el compuesto o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo estan unidos de forma covalente con el soporte farmacéuticamente
aceptable.

Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, caracterizado porque el vehiculo
farmacéuticamente aceptable se selecciona de entre el grupo consistente en agua, soluciones salinas,
alcoholes, aceites, gelatinas, carbohidratos, ésteres de acidos grasos, hidroximetilcelulosa vy
polivinilpirrolidona.

Composicion farmacéutica seguin cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, caracterizado porque la
composicibn comprende un adyuvante seleccionado de entre el grupo consistente en lubricantes,
conservantes, estabilizadores, humectantes, emulsionantes, sales para influir en la presion osmética,
tampones, sustancias colorantes y/o aromaticas.

Compuesto o composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso en un método para
tratar una enfermedad caracterizada por una acumulacion de amiloides en un sujeto, que consiste en
administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad eficaz de un compuesto o composicion farmacéutica
segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9.

Compuesto o composicidon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso segun la
reivindicacion 10, caracterizado porque la enfermedad es la enfermedad de Alzheimer, encefalopatia
espongiforme bovina (EEB), enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, sindrome de Down,
demencia con cuerpos de Lewi o esclerosis lateral amiotrofica (ELA).
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Fig. 7C.
100
80 - Inhibicion max. = 98%
ICgg=11.43 M
60 1
S
S 40 -
‘O
o
= 204
- -
+
-20 T T T T T 1
10° 107 10 10°  10° 10° 107
Concentraciéon de 8c/ M
Fig. 7D.
100 9.
' 1 Inhibicién max. = 79%
80 ICsq= 82 u
50 1
E\o, 4
= 40 7 : '
© |
©
E 20 1 W
= 1Lt
0 - ot
IEERy
20 4 J
"40 | L] L) ] L E 1
10" 107 10°® 10" 107 107 102

Concentracion de 14/ M

36



ES 2 546 063 T3

Fig. 8.
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Fig. 9C
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Fig. 10A
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Fig. 10C
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Fig. 10D
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Fig. 10E
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