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DESCRIPCION
Nuevos compuestos de tiofeno para uso en terapia
Campo de la Invencion

La presente invencion se refiere a nuevos derivados de tiofeno sustituidos Utiles en terapia, especialmente terapia de
un mamifero que padece una enfermedad que implica formas de proteinas plegadas defectuosamente o agregadas.

Antecedentes de la Invencion

Los biopolimeros naturales, tales como las proteinas, tienen frecuentemente conformaciones ordenadas, tales como
hélice alfa y hojas beta, que contribuyen a la estructura tridimensional ordenada y la funcion especifica del
biopolimero. La estructura de una proteina es esencial para la funciéon de la proteina; ha sido demostrado por
muchos cientificos que una proteina no plegada puede no ser funcional. Y lo que es mas importante, en los ultimos
afios existe la consciencia creciente del peligro del plegado defectuoso de las proteinas y el ensamblaje defectuoso
en por ejemplo formas amiloides y otras formas patoldgicas. El plegado defectuoso puede cambiar una proteina de
algo que es util a algo no funcional, peligroso o incluso téxico. La salud humana esta basada en proteinas plegadas
correctamente, y la deposicion in vivo de fibrillas amiloides esta asociada con muchas enfermedades relacionadas
con la conformacioén de las proteinas, que incluyen la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Huntington, las
amiloidosis sistémicas, y las enfermedades pridnicas. Las enfermedades pridnicas, a saber, la encefalopatia
espongiforme transmisible (TSE), en animales [v.g. la encefalopatia espongiforme bovina (BSE), el Scrapie y la
caquexia cronica (CWD)] y en humanos [enfermedad de Creutzfeldt-Jacob (CJD), enfermedad de Gerstmann-
Straussler-Scheinker (GSS), Kuru] estan asociadas con la conversién conformacional de la proteina pridnica
celular normal (PrP°), en una isoforma asociada a la enfermedad infecciosa patdogena designada PrP*°). Las
proteinas alteran frecuentemente su conformacion debido a diferentes estimulos externos y la importancia de los
cambios de conformacion de las proteinas que conducen a estados patdgenos ha sido bien documentada.
Especialmente en condiciones que desestabilizan el estado nativo, las proteinas pueden agregarse en ensamblajes
fibrilares caracteristicos, conocidos como fibrillas amiloides. Estos ensamblajes proteinicos ricos en hoja beta tienen
conformaciones distintivamente diferentes comparadas con la del estado nativo. La proteina priénica plegada
defectuosamente es incluso auto-propagante (infecciosa), una propiedad que esta codificada totalmente dentro de la
conformacioén plegada defectuosamente.

Las enfermedades humanas cronicas afectan gravemente al sistema de atencidon sanitaria. Esta plenamente
reconocido que son necesarias herramientas de diagnodstico rapidas y exactas para proporcionar intervencion y
terapia tempranas. Unicamente esta disponible terapia sintomatica, como por ejemplo en la enfermedad de
Alzheimer, y estas tienen eficacia terapéutica limitada. En la actualidad no existe test de diagndstico molecular
alguno ante-mortem de la enfermedad de Alzheimer o las encefalopatias espongiformes transmisibles (TSEs), y los
diagndsticos clinicos que se realizan requieren que la progresion de la enfermedad sea grave. Adicionalmente, no
existe todavia tratamiento eficiente alguno disponible, y la inmunoterapia por ejemplo en la enfermedad de Alzheimer
sigue siendo muy prometedora. La falta de métodos fiables para capturar proteinas plegadas defectuosamente, que
monitoricen a la vez el tratamiento y la progresion de la enfermedad es sin embargo un inconveniente grave en el
tratamiento de la mayoria de las enfermedades relacionadas con el plegado defectuoso de las proteinas.

La afinidad entre las proteinas plegadas defectuosamente en calvas amiloides, fibrillas amiloides y fibrillas de tipo
amiloide, y moléculas conjugadas comprometidas de unidades repetitivas de tiofeno, etilenodioxitiofeno (EDOT),
benzotiadiazol, fluoreno, y fenilo en homo y hetero-oligémeros y polimero con canales laterales idnicas o polares ha
sido demostrada en varios estudios in vitro. La interaccion entre fibrillas de tipo amiloide de insulina y poli- y oligo-
tiofenos anidnicos, dipolares y catidnicos fue demostrada por [WO 2005/109005]. Se ha demostrado que varios de
los oligdmeros y polimeros mencionados se fijan a depdsitos amiloide, AR y PrP en secciones histolégicas [WO
2007/091973]. Un polimero aniénico, mas especificamente un derivado de alcoxisulfonato de EDOT exhibia afinidad
alta para fibrillas de tipo amiloide [Hanedi, M. et al.; Nano Lett.; (2008); 8, 1736-1740]. Ademas, se demostrd que un
polifluoreno sustituido y un polifluoreno alternante con un poli(éxido de etileno) estan fuertemente asociados con
fibrillas de tipo amiloide in vitro (Tanaka, H. et al.; Nano Lett.; (2008) 8, 2856-2861].

Sumario de la Invencién

En un aspecto, la invencion se refiere a un nuevo compuesto de férmula (l1)
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en donde

cada u se selecciona independientemente de 0,y 1;y

cada R? y R* se selecciona independientemente de carboxi, carboxialquilo, alcoxicarbonilalquilo, aminoalquilo,
(amino)(carboxi)alquilo, y (amino)(carboxi)alcoxi

en donde cualquier resto alquilo es un alquilo C1-C6:

y sus sales farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un compuesto conforme a la formula (Il) para uso en terapia.

En otro aspecto adicional, la presente invencion se refiere a compuestos conforme a la férmula (Il) para uso en
métodos para terapia de enfermedades que implican formas de proteinas plegadas defectuosamente o agregadas.

Los compuestos conforme a la presente invencién no deberian marcarse para uso en métodos de diagndstico por
imagen.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Muestra de referencia incubada 20 h, ambas barras de escala representan 0,2 uym. Celdillas separadas en
agregados de tipo hoja marcadas con flechas blancas.

Figura 2. Muestra de referencia incubada 20 h, las barras de escala representan 0,2 ym. Se observan fibrillas
separadas en agregados en forma de hoja frente a las flechas blancas.

Figura 3. Muestra de referencia incubada 66 h, ambas barras de escala representan 0,2 pm. Las flechas blancas
estan dirigidas hacia celdillas visibles que estan separadas de las hojas fibrilares.

Figura 4. Muestra incubada con 100 yM de compuesto inventivo F durante 66 h. La barra de escala representa 0,2
MM, ambas imagenes tienen el mismo aumento. Las flechas blancas apuntan hacia agregados densos en los que no
puede verse fibrilla alguna.

Figura 5. Muestra superior incubada con 100 uM de compuesto inventivo G durante 20 h. La barra de escala
representa 0,2 M. La muestra inferior se incubd con 10 uM de compuesto inventivo G durante 20 h. La barra de
escala representa 100 mm. Las fibrillas ramificadas cortas apuntan hacia la izquierda, mientras que las estructuras
oligébmeras apuntan hacia la derecha con flechas blancas.

Figura 6. Muestra incubada con 100 uM de compuesto inventivo G durante 66 h. La barra de escala representa 0,2
MM, y ambas imagenes tienen el mismo aumento. Se observan proto-fibrillas cortas a la izquierda mientras que se
ven agregados muy densos con una morfologia tipica a la derecha, indicados por flechas blancas.

Figura 7. Compuestos inventivos (compuesto G a la izquierda y compuesto F a la derecha) unidos a depdsitos AR
en cerebro de ratén vivo una semana después de la inyeccion.

Figura 8.

(A) Efectos de un tratamiento con p-FTAA en AB38, AB40 y AB42 en CSF: los graficos representan AR38 humano
(izquierda), AB40 (centro), y AR42 (derecha) en CSF de ratones Tg hAPP tratados con vehiculo o p-FTAA en 3
dosis. Los datos se representan como un grafico de puntos dispersos con valores individuales y valor medio del
grupo con SD. Las diferencias de grupo importantes se indican con asteriscos:*indica p < 0,05, ** indica p < 0,01, ***
indica p < 0,001.

(B) Efectos de un tratamiento con p-FTAA sobre AR38, AB40 y AB42 en homogeneizados de cerebro: los graficos

representan AB38 humano (izquierda), AB40 (centro), y AB42 (derecha) en cuatro fracciones diferentes de

homogeneizado de cerebro de ratones Tg hAPP tratados con vehiculo o p-FTAA en 3 dosis. Los datos se

representan como grafico de puntos dispersos con valores individuales y valor medio de grupo con SD. Las
3
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diferencias importantes de los grupos se indican con asteriscos:*indica p < 0,05, ** indica p < 0,01, *** indica p <
0,001.

Figura 9. Efectos de un tratamiento con p-FTAA sobre el comportamiento en el MWM: el grafico representa la
velocidad de natacion (arriba) y la longitud del recorrido de natacidon (abajo) para alcanzar la posicion de la
plataforma en el MWM los dias 1-4 de ratones Tg que recibieron vehiculo (o), 10 mg/kg/dia de p-FTAA (0) y ratones
nTg que recibieron vehiculo (o). Los datos se presentan como valor medio del grupo +SEM de la totalidad de las tres
pruebas por dia. Las diferencias importantes de los grupos se indican con asteriscos:*indica p < 0,05, ** indica p <
0,01, *** indica p < 0,001 para control nTg frente a control Tg.

Figura 10. Efectos de un tratamiento con p-FTAA sobre el area de calva visualizado por tincién con tioflavina-S: los
graficos representan el area tefiida con tioflavina-S en el coértex y el hipocampo de ratones Tg que recibieron
vehiculo (N = 6), 0,1 mg/kg/dia de p-FTAA (N = 6), 1 mg/kg/dia p-FTAA (N = 6), 10 mg/kg/dia de p-FTAA (N = 6).
Los datos se representan como valor medio + SEM. La barra dispersa indica una diferencia significativa en un test t
de dos colas no apareado. 1 mg/kg asi como 10 mg/kg de tratamiento con p-FTAA condujo a una carga de calva
significativamente menor en el hipocampo, mientras que la carga de calva positiva a la tioflavina-S era comparable
entre los grupos en el cortex.

Figura 11.

Tanto p-HTAA como POWT-13 dan como resultado mejor viabilidad comparados con 10 yM de AB1-42 solo. Se
muestran las ratios estequiométricas de T.l. a 10 uM al AB1-42 debajo del grafico.

Figura 12.

Tanto p-HTAA como POWT-13 dan como resultado mejor viabilidad comparados con 10 yM de AB1-42 solo. Se
muestran las ratios estequiométricas de T.l. a 10 uM de AB1-42 debajo del grafico.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

Todos los términos y abreviaturas utilizados en la presente solicitud deben interpretarse conforme al significado dado
usualmente a los mismos en la técnica relevante, a no ser que se indique otra cosa. Sin embargo, en aras de la
claridad, algunos términos se definen especificamente a continuacion.

El término resto alquilo o alquileno, como se utiliza en esta memoria, es un resto alquilo o alquileno C1-C6, v.g. un
resto alquilo o alquileno C1-C4 y debe entenderse que abarca también la porcion alquilo o alquileno de cualquier
grupo funcional, v.g. un grupo alcoxi, alquilamino o carboxipolioxialquileno. Asi, por ejemplo, cualquier alquilo en un
grupo alcoxi o alquilamino conforme a la invencién es un grupo alquilo C1-C6, v.g. un grupo alquilo C1-C4.

Asimismo, cualquier grupo alquilo o alquileno conforme a la invencion puede ser ramificado o no ramificado.

El término "alquilo" incluye el monorradical derivado de un alcano C1-C6 o alcano C1-C4, ramificado o no ramificado.
Ejemplos de un grupo alquilo son metilo (CHs-), etilo (CH3CH.-), propilo (CH2CH>CHa-) e isopropilo ((CH3).CH-).

El término "alquileno” incluye el dirradical derivado de un alcano C1-C6, o alcano C1-C4 ramificado o no ramificado.
Ejemplos de un grupo alquileno son metileno (-CHa-), etileno (-CH>CHz-), propileno (-CH.CH>CH,-) e isopropileno (-
CH(CHs3)CH>-).

Los términos "tienileno", "fenileno", "fluorenileno", "benzotienileno", "etilenodioxitienileno", "benzotiadiazolileno",
"vinileno" incluyen dirradicales derivados de tiofeno, benceno, fluoreno, 3,4-etilenodioxitiofeno, 2-benzotiofeno(o
benzo [c]tiofeno), 2,1,3-benzotiadiazol, y etileno, respectivamente.

Los términos "hidroxialquilo”, "hidroxialcoxi", "hidroxialcoxialquilo" e "hidroxipolioxialquileno", incluyen un radical
alquilo, alcoxi, alcoxialquilo y polioxialquileno, respectivamente, que llevan una funcién hidroxi.

El término "alcoxi" incluye un grupo R-O-, en donde R es alquilo.
El término "alcoxialquilo" incluye un radical alquilo que lleva una funcién alcoxi.
El término "polioxialquileno" incluye un grupo de la formula general RO-(R'O)n- en donde n es un numero entero de

1a6 vg. de 1 a4 o106 2 R es un radical alquilo y cada R' es un radical alquileno seleccionado
independientemente.
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Los términos "carboxialquilo", "carboxialcoxi", "carboxialcoxialquilo”, y "carboxipolioxialquileno", incluyen un radical
alquilo, alcoxi, alcoxialquilo y polioxialquileno, respectivamente, que llevan una funcién carboxi.

El término "alcoxicarbonilo" incluye un radical -COOR, a saber un alquiléster de una funcién acido carboxilico.

Los términos "alcoxicarbonilalquilo”, "alcoxicarbonilalcoxi", "alcoxicarbonilalcoxialquilo",
"alcoxicarbonilpolioxialquileno”, incluyen un radical alquilo, alcoxi, alcoxialquilo y polioxialquileno, respectivamente,
que llevan una funcién alcoxicarbonilo.

El término "alquilamino” incluye -NHR en donde R es alquilo.
El término "dialquilamino” incluye -NRR' en donde R y R’ son grupos alquilo seleccionados independientemente.

Los términos "aminoalquilo”, "alquilaminoalquilo”, y "dialquilaminoalquilo”, incluyen un radical alquilo que lleva una
funcién amino, alquilamino o dialquilamino, respectivamente.

Los términos "aminoalcoxi", "alquilaminoalcoxi", y "dialquilaminoalcoxi", incluyen un radical alcoxi que lleva una
funcién amino, alquilamino o dialquilamino, respectivamente.

Los términos "aminoalcoxialquilo”, "alquilaminoalcoxialquilo”, y "dialquilaminoalcoxialquilo", incluyen un radical
alcoxialquilo que lleva una funcién amino, alquilamino o dialquilamino, respectivamente.

Los términos "aminopolioxialquileno", "alquilaminopolioxialquileno”, y "dialquilaminopolioxialquileno", incluyen un
radical polioxialquileno que lleva una funcién amino, alquilamino o dialquilamino, respectivamente.

El término "acilamino” incluye resto -NH-C(O)-alquilo.

Los términos "acilaminoalquilo”, "acilaminoalcoxi”, "acilaminoalcoxialquilo" y "acilaminopolioxialquileno", incluyen un
radical alquilo, alcoxi, alcoxialquilo y polioxialquileno, respectivamente, que lleva una funcién acilamino.

El término "acilalquilamino” incluye un resto -NR-C(O)-alquilo en donde R es alquilo.

Los términos "acilalquilaminoalquilo", "acilalquilaminoalcoxi”, "acilalquilaminoalcoxialquilo" y
"acilalquilaminopolioxialquileno", incluyen un radical alquilo, alcoxi, alcoxialquilo y polioxialquileno, respectivamente,
que lleva una funcién acilalquilamino.

El término "hidracinocarbonilo” incluye un resto -C(O)NH-NH2.

Los términos "hidracinocarbonilalquilo”, "hidracinocarbonilalcoxi", "hidracinocarbonilalcoxialquilo" e
"hidracinocarbonilpolioxialquileno”, incluyen un radical alquilo, alcoxi, alcoxialquilo y polioxialquileno,
respectivamente, que lleva una funcién hidracinocarbonilo.

Los términos "(amino)(carboxi)alquilo”, "(amino)(carboxi)alcoxi”, "(amino)(carboxi)alcoxialquilo" y "(amino)-
(carboxi)polioxialquileno”, incluyen un radical alquilo, alcoxi, alcoxialquilo y polioxialquileno, respectivamente, que
lleva una funcién carboxi y una funcién amino, unidas preferiblemente al mismo atomo de carbono.

Los términos "(alquilamino)(carboxi)alquilo”, "(alquilamino)(carboxi)alcoxi", "(alquilamino)(carboxi)alcoxialquilo" y
"(alquilamino)(carboxi)polioxialquileno", incluyen un radical alquilo, alcoxi, alcoxialquilo y polioxialquileno,
respectivamente, que lleva una funcién carboxi y una funcién alquilamino, unidas preferiblemente al mismo atomo de
carbono.

Los términos "(dialquilamino)(carboxi)alquilo”, "(dialquilamino)(carboxi)alcoxi", "(dialquilamino)(carboxi)alcoxialquilo”
y "(dialquilamino)(carboxi)polioxialquileno”, incluyen un radical alquilo, alcoxi, alcoxialquilo y polioxialquileno,
respectivamente, que llevan una funcién carboxi y una funcién dialquilamino, unidas preferiblemente al mismo atomo
de carbono.

Los términos "(alcoxicarbonil)(amino)alquilo”, "(alcoxicarbonil)(amino)alcoxi", "(alcoxicarbonil)(amino)alcoxialquilo" y
"(alcoxicarbonil)(amino)polioxialquileno”, incluyen un radical alquilo, alcoxi, alcoxialquilo y polioxialquileno,
respectivamente, que lleva una funcién alcoxicarbonilo y una funciéon amino, unidas preferiblemente al mismo atomo
de carbono.

Los términos  "(alcoxicarbonil)(alquilamino)alquilo”,  "(alcoxicarbonil)(alquilamino)alcoxi’,  "(alcoxicarbonil)-
(alquilamino)alcoxialquilo” y "(alcoxicarbonil)(alquilamino)polioxialquileno”, incluyen un radical alquilo, alcoxi,
alcoxialquilo y polioxialquileno, respectivamente, que lleva una funcién alcoxicarbonilo y una funcién alquilamino,
unidas preferiblemente al mismo atomo de carbono.
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Los términos "(alcoxicarbonil)(dialquilamino)alquilo”, "(alcoxicarbonil)(dialquilamino)alcoxi”, "(alcoxicarbonil)-
(dialquilamino)alcoxialquilo" y "(alcoxicarbonil)(dialquilamino)polioxialquileno”, incluyen un radical alquilo, alcoxi,
alcoxialquilo y polioxialquileno, respectivamente, que lleva una funcion alcoxicarbonilo y una funcién dialquilamino,
unidas preferiblemente al mismo atomo de carbono.

Los términos "nitroalquilo”, "nitroalcoxi”, "nitroalcoxialquilo" y "nitropolioxialquileno”, incluyen un radical alquilo, alcoxi,
alcoxialquilo y polioxialquileno, respectivamente, que lleva una funcién nitro.

Los términos "cianoalquilo", "cianoalcoxi", "cianoalcoxialquilo"”, "cianopolioxialquileno”, incluyen un radical alquilo,
alcoxi, alcoxialquilo y polioxialquileno, respectivamente, que lleva una funcién ciano.

Los términos "sulfoalquilo”, "sulfoalcoxi", "sulfoalcoxialquilo”, "sulfopolioxialquileno”, incluyen un radical alquilo,
alcoxi, alcoxialquilo y polioxialquileno, respectivamente, que lleva una funcién sulfo.

El término "monodisperso” como se utiliza en esta memoria deberia interpretarse, como es conocido cominmente
para una persona experta en la técnica, como distribucion de tamafios muy estrecha, es decir, el indice de
polidispersidad (PDI) deberia estar proximo a 1.

Deberia indicarse que la invencién incluye los compuestos descritos en esta memoria en todas las formas posibles
geométricas o estereoméricas. Dentro del alcance de la invencion, se encuentran isémeros cis y trans, enantiomeros
Ry S, diastereoisémeros, y mezclas racémicas de los compuestos mencionados.

NUEVO USO MEDICO

Como se ha mencionado anteriormente en esta memoria, en un primer aspecto la invencién se refiere a un
compuesto de formula (ll) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento de un mamifero,
especialmente un mamifero tal como un humano que padece una enfermedad que implica formas de proteinas
plegadas defectuosamente o agregadas.

Los compuestos de la invencion pueden considerarse como oligémeros o polimeros de monémeros. Se ha sugerido
en la técnica anterior la produccion de oligdmeros o polimeros de algunos de los monémeros que constituyen la
base de los compuestos conforme a la presente invencion. Sin embargo, los polimeros son en la mayoria de los
casos polidispersos debido a la facilidad y el bajo coste de fabricacion de los polimeros polidispersos en
comparacion con los compuestos monodispersos. Los compuestos conforme a la presente invencién encuentran su
uso primario como productos farmacéuticos y por tanto necesitan estar bien definidos. Los compuestos de la
invencién son por tanto monodispersos.

COMPUESTOS NUEVOS

En un aspecto, la invencion se refiere a un compuesto nuevo de férmula (l1)

()

en donde

cada u se selecciona independientemente de O y 1;

cada R2, y R* se selecciona independientemente de carboxi, carboxialquilo, alcoxicarbonilalquilo, aminoalquilo,
(amino)(carboxi)alquilo y (amino)(carboxi)alcoxi; en donde

cualquier resto alquilo es un alquilo C1-C6.

En algunas realizaciones, cada R? se selecciona independientemente de carboxi, carboxialquilo,
alcoxicarbonilalquilo, y aminoalquilo.

En algunas realizaciones, cada R* se selecciona independientemente de carboxi, carboxialquilo,
alcoxicarbonilalquilo, aminoalquilo, (amino)(carboxi)alquilo y (amino)(carboxi)alcoxi.

6
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Por ejemplo, cada R? y R* pueden seleccionarse independientemente de -COOH, -CH2COOH, -C2H4COOH, -
CH2COOCH3, -CH2NH2, -C2H4NH2, -OCH2CH(NH2)(COOH), y -CH2CH(NH2)(COOH).

En algunas realizaciones, todos los grupos R? son iguales. En otras realizaciones, todos los grupos R* son iguales.
En todavia otras realizaciones, todos los grupos R? y R* son iguales.

En algunas realizaciones, el compuesto puede representarse por la férmula (II')

(Ir)

en donde R? y R* son como se define anteriormente en esta memoria;
o por la formula (11")

(1)
en donde R? es como se define anteriormente en esta memoria.

Algunos ejemplos de compuestos conforme a la presente invencion son los siguientes:
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H;P:I: f;lHa,
HoOC ) 0 COOH o
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COOH
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METODOS DE PREPARACION

Los compuestos de la presente invencién pueden ser preparados por una persona con experiencia ordinaria en la
5 técnica, a la luz de la descripcidon general de esta memoria y los ejemplos ilustrativos especificos.

Un ejemplo de un método de preparacion de un compuesto conforme a la presente invencion, es como sigue:

En un primer paso, un compuesto conforme a la férmula (IV) (disponible comercialmente o sintetizado, v.g.,
10 utilizando el acoplamiento de Suzuki), en donde A, R? y p son como se define anteriormente en esta memoria, se

somete a yodacion, para dar un compuesto de formula (V):
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(R%),
\
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o ®), )
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(R3), (R3),

(V) V)

El compuesto de férmula (V) se hace reaccionar luego con acido 2-tiofeno-borénico en condiciones de acoplamiento
de Suzuki, para dar el compuesto (ll):

(RJ}I_I
(R?), (RY),
[\ s /N |
I s \ (/) s
(R3),

V) (I

Los compuestos inventivos se pueden preparar también siguiendo generalmente la secuencia de reaccion descrita
para el compuesto J en el Ejemplo 4.

Generalmente, las estructuras ciclicas, es decir, tiofeno, benceno, fluoreno, benzotiofeno, etilenodioxitiofeno,
benzotiazol; y vinilo, sirven como unidades monémeras basicas en el compuesto inventivo. Pueden obtenerse
sustituciones de las estructuras ciclicas mencionadas por quimica convencional, bien conocida por un experto en la
técnica de sintesis organica y descrita en libros de texto de sintesis organica, e ilustrada en los ejemplos de sintesis
que siguen.

Para la preparacion de homo- y copolimeros polidispersos descritos en los compuestos inventivos puede realizarse
una polimerizacién oxidante aleatoria de las estructuras ciclicas mencionadas utilizando por ejemplo cloruro de
hierro (lll). Tales polimeros pueden separarse por tamafios por métodos de separacion bien conocidos que incluyen,
pero sin caracter limitante, dialisis y cromatografia de exclusion por tamafios.

Para generar estructuras dimeras, trimeras, tetrameras, pentameras, etc de las estructuras ciclicas mencionadas,
son conocidos varios métodos por los expertos en la técnica, mencionandose en esta memoria los ejemplos no limi-
tantes del acoplamiento de Suzuki y de Stille. Otro método bien conocido para generacion de polimeros y oligdmeros
de sistemas conjugados y algunos de los compuestos inventivos descritos en esta memoria es la denominada reac-
cion de Metatesis de Grignard, bien descrita por McCullough. [Loewe, R. S.; Khersonsky, S. M.; McCullough,
R. D. Adv. Mater. 1999,11, 250-253.]

El acoplamiento de Stille utiliza el acoplamiento de un compuesto organico de estafio con un haluro organico que

posee hibridacion sp2 catalizado por paladio, ilustrado por la reaccién esquematica de tres unidades ciclicas para dar
un bloque trimero:

M — X+ Bu,Sn—M" — SnBu, —2) s M MT - M - .
(reaccion de Stille)

donde BusSn es tributilestannilo, M y M* simbolizan una estructura ciclica arbitraria.

El acoplamiento de Suzuki utiliza una reaccién entre un acido aril- o vinil-borénico o éster borato con un haluro de
vinilo o arilo catalizada por un complejo de paladio, ilustrada por la reaccion esquematica:

10
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M-X+PiB-M -PB ———" s M-M -M

(reaccion de Suzuki)
en donde PiB es un éster borato.
La reaccion puede llevarse a cabo también con seudo-haluros tales como ftriflatos.

Los ejemplos arriba mencionados describen la preparacion de compuestos simétricos. Para preparar compuestos
asimétricos, puede utilizarse v.g. un enfoque estequiométrico, donde la cantidad de reactivo afiadida es equimolar al
compuesto a derivatizar, si este compuesto tiene varios sitios de reaccion. Como es bien sabido por las personas
expertas, a partir de cualquier mixtura de compuestos simétricos y/o asimétricos, los compuestos individuales
pueden separarse por métodos de separacion quimica. Ejemplos no limitantes de separacion incluyen cromatografia
en columna flash y destilacion.

En ciertos aspectos, los compuestos inventivos pueden utilizarse en forma de "sales farmacéuticamente aceptables”,
haciendo referencia a derivados de los compuestos descritos, donde los compuestos descritos se modifican por
produccion de sales acidas y basicas de los mismos. Ejemplos no limitantes de sales farmacéuticamente aceptables
incluyen sales minerales u organicas de derivados basicos de los grupos R mencionados tales como aminas y sales
organicas o inorganicas, v.g. sales alcalinas de derivados acidos de los grupos R mencionados tales como acidos
carboxilicos. Sales convencionales no toxicas y sales de amonio cuaternario se incluyen en las sales
farmacéuticamente aceptables.

Las sales farmacéuticamente aceptables descritas en la presente invencion se pueden preparar a partir de los
compuestos inventivos descritos en esta memoria que contienen una identidad basica o acida por métodos quimicos
convencionales.

ENFERMEDADES

Las enfermedades a tratar por utilizaciéon de los compuestos conforme a la presente invencion son enfermedades
relacionadas con proteinas plegadas defectuosamente y agregadas. Tales enfermedades han sido denominadas
también proteopatias, (Walker y Levine, Curr Opin Investig Drugs. 2002, mayo; 3(5):782-7). Las enfermedades que
caracterizan proteinas amiloides son ejemplos relevantes para la descripcién de enfermedades relacionadas con
proteinas plegadas defectuosamente y agregadas, donde las amiloidosis se conocen como una enfermedad y pue-
den ser hereditarias o adquiridas. Obsérvese que la amiloidosis se refiere usualmente por defecto a amiloidosis AA,
pero cualquier enfermedad relacionada con proteinas amiloides, que presente deposicion de amiloide, es una ami-
loidosis. Por ejemplo, CJD, vCJD, Enfermedad de Alzheimer y diabetes no se consideran casi nunca como amiloido-
sis.

En este parrafo se citan algunos ejemplos de amiloidosis con relevancia para la presente invencion. La amiloidosis
primaria incluye mutaciones en lisozima, transtiretina, apolipoproteina B, fibrindgeno y amiloidosis AL (cadenas
ligeras de inmunoglobulina, como se ven en el mieloma multiple). La amiloidosis secundaria incluye amiloidosis AA
(proteina amiloide A del suero, una proteina de fase aguda debida a inflamacion crénica) y amiloidosis por gelsolina
(fragmentos de gelsolina en plasma). Las amiloidosis familiares o hereditarias estan causadas en la mayoria de los
casos por mutaciones en la proteina transtiretina, pero en casos raros pueden estar causadas también por teina A1,
gelsolina, fibrinbgeno, y mutaciones de lisozima, causadas fundamentalmente por genética, que se cree son
autosdmicas dominantes, con alta probabilidad de paso a la descendencia, amiloidosis de tipo Apalache y fiebre de
Shar Pei para la amiloidosis en Shar Peis. Ejemplos de amiloidosis organoespecificas son diabetes mellitus tipo 2
(amilina, conocida también como IAPP), enfermedad de Alzheimer (AB39-42), enfermedad de Parkinson (a-
sinucleina), enfermedad de Huntington (huntingtina), encefalopatias espongiformes transmisibles (proteina pridnica,
PrP), algunos ejemplos de la cual son la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob (PrP en cerebro), Kuru (depdsitos difusos
de PrP en el cerebro), Insomnio Familiar Fatal (PrP en el talamo), miositis por cuerpos de inclusion y encefalopatia
espongiforme bovina (PrP en el cerebro de las vacas), angiopatia Congofilica (Amiloide beta). La amiloidosis
cardiaca incluye insuficiencia cardiaca congestiva; algunos casos (PrP o transtiretina en el corazén). Otro ejemplo
importante son las condiciones iatrogénicas como la amiloidosis por insulina, que se cree esta causada por insulina
administrada mediante inyeccion.

Algunos amiloides que no provocan enfermedad son amiloides nativos en organismos, Proteina Curli de E. coli
(curlina), Priones de Levadura [Sup35], Prién de Podospora Anserina Het-s, la Proteina de cubierta de la malaria, la
seda de arafa, los melanosomas de mamifero (pMel), el activador del plasmindgeno de tipo tisular (tPA) (un factor
hemodinamico), Calcitonina y proteinas y péptidos modificados por ingenieria para producir amiloide.

Las enfermedades pridnicas [v.g. encefalopatia espongiforme bovina (BSE), y la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob
(CJD)], estan asociadas con la conversion de conformacion de la proteina priénica celular normal, (PrP°), en una
isoforma asociada a enfermedad infecciosa designada PrP*°. La forma infecciosa defectuosamente pegada de la
proteina PrP* es la causa de un grupo de enfermedades fatales raras del cerebro, denominadas enfermedades
priénicas que afectan a humanos y mamiferos. Las enfermedades pridnicas se conocen también como

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 551744 T3

encefalopatias espongiformes transmisibles (TSE), e incluyen encefalopatia espongiforme bovina (BSE, o mal de las
"vacas locas") en el ganado bovino; el Scrapie en las ovejas; la caquexia crénica en ciervos y alces; y en humanos

[enfermedad de Creutzfeldt-Jacob (CJD); enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), Kuru].

Los compuestos de la presente invencion tienen por objeto ser utilizados para métodos de terapia de las
enfermedades arriba indicadas.

USO DE LOS COMPUESTOS EN TERAPIA

La presente invencion se refiere también al uso de derivados de tiofeno como agentes terapéuticos nuevos. Los
derivados de tiofeno alteran la patologia del amiloide después de administracion a un organismo, es decir actian
como agentes terapéuticos. Las afecciones y enfermedades a tratar con los compuestos conforme a la invencion
son afecciones y enfermedades relacionadas con la agregacion de proteinas plegadas defectuosamente como se ha
expuesto con anterioridad por administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de los compuestos conforme
a la invencioén a un individuo que lo necesita.

Los derivados de tiofeno de la presente invencion pueden disefiarse para atravesar la barrera hematoencefalica y
tienen por tanto efectos o enfermedades que afectan al cerebro, lo cual incluye, pero sin caracter limitante, patologia
del amiloide AB en organismos vivos, es decir influyen en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer por actuar
como agentes terapéuticos.

Los derivados de tiofeno pueden incluirse en preparaciones farmacéuticas adaptadas para inyeccion en el torrente
sanguineo, para ser administrados por via oral, por inhalacion, por absorcion a través de la piel o las mucosas, y
para distribucion en otros fluidos corporales, tales como el fluido cerebroespinal (CSF) o la linfa.

Los productos inventivos pueden administrarse por cualquier medio conocido por una persona con experiencia
ordinaria en la técnica. La presente invencion incluye composiciones "farmacéuticamente aceptables" basadas en
una cantidad del compuesto inventivo necesaria para el tratamiento eficaz de un paciente junto con uno o mas
portadores farmacéuticos, tales como aditivos y/o diluyentes. Los compuestos inventivos pueden formularse y
administrarse con otros agentes terapéuticos. La formulacion de los compuestos inventivos puede determinarse por
los medios de administraciéon. La formulacién para administracion de los compuestos inventivos puede ser solida,
liquida o en forma de aerosol. La administracion de los compuestos inventivos a un animal o humano puede ser local
o sistémica y realizarse por vias parenteral, oral, por inhalacion, por vias rectal, nasal, bucal, vaginal o por un
depdsito implantado. El término "parenteral” se refiere a la administracion fuera del tracto alimentario que incluye
administracién subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intraespinal, intracraneal, subdérmica,
intradérmica por inyeccién o infusion.

Pueden afadirse agentes portadores a las composiciones de derivados farmacéuticos de tiofeno a fin de conseguir
la distribucidon y aceptacion deseadas en el organismo vivo. Tales agentes incluyen, pero sin caracter limitante,
lipidos, fosfolipidos, membranas de celulosa, recubrimientos de azucar, acido hialurénico, detergentes, péptidos,
proteinas, iones, sales, formadores de quelatos y disolventes.

La dosis administrada de los compuestos deberia ser una dosis eficaz para tratamiento del paciente especifico. El
nivel especifico de dosis de los compuestos inventivos dependera de varios factores, que incluyen la actividad y la
posible toxicidad de los compuestos especificos utilizados; el estado general de salud, la edad, el sexo, el peso
corporal y la dieta del individuo o paciente, la combinacion de farmacos, el tiempo y la forma de administracion asi
como la tasa de excrecion. La dosis administrada puede estar comprendida tipicamente entre 0,001 mg/kg/dia 'y 50
mg/kg/dia, preferiblemente entre 0,005 mg/kg/dia y 10 mg/kg/dia.

EJEMPLOS
Efectos terapéuticos de los compuestos inventivos

La presente invencion demuestra nuevos tratamientos modificadores anti-enfermedades amiloides basados en los
compuestos inventivos descritos en esta memoria. Los tratamientos sintomaticos actuales representan los extremos
opuestos del continuo de resultados terapéuticos posibles en la enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades
relacionadas con proteinas agregadas. Los compuestos inventivos pueden utilizarse como agentes modificadores
anti-enfermedades amiloides y, si bien no se pretende quedar ligados por la teoria, se supone que éstos interrumpen
eventos patologicos tempranos por disminucion de la produccion de proteinas agregadas o A; por fijacion a
proteinas agregadas existes o AB; por inhibicion de la formacién de proteina nueva agregada o AB, o por
aclaramiento creciente de las proteinas amiloides agregadas o AP, previniendo con ello todos los procesos
patoldgicos aguas abajo. Un mecanismo plausible, relacionado con enfermedades neurolégicas, consiste en utilizar
los compuestos inventivos para rescatar neuronas viables a fin de conseguir cierto grado de alivio de los sintomas o
una inversion total de la enfermedad. Otros tratamientos pueden bloquear eventos que ocurren aguas abajo de la
produccion de proteinas agregadas o AR que afectan a ciertos aspectos de la enfermedad.
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Los ejemplos mencionados en esta memoria describen los primeros pasos para mostrar los efectos terapéuticos
sobre las enfermedades de plegado defectuoso tales como el Alzheimer de los compuestos inventivos (Esquema 2).
Ejemplos tanto in vitro como in vivo verificaran adicionalmente estos efectos.

Ejemplos de inhibicion de la fibrilacion in vitro

Una fibrilacion in vitro de péptidos y proteinas asociados a enfermedades, siendo un ejemplo no limitante los
péptidos AB, puede realizarse en presencia de los compuestos inventivos, y el efecto de la distribucion de pesos
moleculares de las especies agregadas puede evaluarse para demostrar los efectos individuales. El peso molecular
de las especies agregadas puede determinarse por electroforesis en gel, cromatografia de exclusiéon de tamarios y
otros métodos bien conocidos en la técnica.

Ejemplos in vivo de ensayos de células AB

La serie de compuestos de la presente invencion puede ser, pero no tiene necesariamente que ser permeable a las
células. Como modelo para la enfermedad de Alzheimer es especialmente adecuado exponer células neurales a
especies agregadas de péptidos AB, donde después de las respuestas celulares se estudia la supervivencia celular.
Los efectos terapéuticos del compuesto inventivo pueden estudiarse en este sistema por exposicion de las células
neurales a especies agregadas de péptidos AB y adicién de los compuestos inventivos simultaneamente, antes o
después, tras de lo cual se evallan los efectos protectores de los compuestos. Puede demostrarse que una funcién,
pero no la unica, de los compuestos inventivos es proteger las neuronas contra la toxicidad intracelular de AbO por
reduccion del nivel de oligdmeros Ab (AbO) intraneuronales o simplemente por disminucion de su toxicidad.

Los AbO pueden inducir toxicidad cuando se aplican desde fuera de las células. Un modo de toxicidad es por la via
de la fijacion fuerte de AbO a las sinapsis, dando como resultado deterioro sinaptico grave. Tal actividad de fijacion
puede visualizarse también utilizando AbO marcados o una variante de los compuestos inventivos. Los compuestos
inventivos se afiadiran antes o después de la aplicacion de AbO a cultivos neuronales, u otros cultivos de células, a
fin de demostrar su actividad. Los compuestos inventivos se afiadiran también al mismo tiempo, junto con la
aplicacion de AbO a los cultivos celulares para demostrar ulteriormente su actividad.

Ejemplo de ensayo de priones in vivo

Ejemplos in vivo que son especialmente adecuados para demostrar los efectos terapéuticos son cultivos de células o
modelos en portaobjetos de cultivos organotipicos de enfermedades de plegado defectuoso. En el caso de las
enfermedades pridnicas, el ensayo de las células del Scrapie (SCA) se conoce desde hace al menos 5 afios como
sistema modelo, en el cual las infecciones pridnicas pueden estudiarse por la supervivencia celular y cuantificacion
de la proteina pridnica. Los efectos terapéuticos de los compuestos inventivos pueden demostrarse por adicion
constante de éstos en el medio de cultivo o, alternativamente, por una exposiciéon corta en un medio adecuado,
después de lo cual se medirian la supervivencia celular y los niveles de proteina prionica. Otro sistema modelo de
tipo in vivo mas es el ensayo de cultivo de cortes pridnicos organotipicos (POSCA) descrito recientemente por
Aguzzi (Falsig y Aguzzi, Nat. Prot., 2008, 3 (4), 555-562). Se cultivan cortes de cultivos de cerebro hasta 8 semanas
y puede monitorizarse la progresion de las infecciones pridnicas. De manera similar, como en el caso del SCA, los
cortes de cultivo pueden exponerse constantemente a los compuestos inventivos o exponerse en dosis mas cortas,
después de lo cual se estudiara la progresion de la infeccion prionica.

Demostracién de eficacia in vivo

Los autores de la presente invenciéon han demostrado que una inyeccion intravenosa de los compuestos inventivos
atravesaba rapidamente la barrera hematoencefalica y permeaba el cerebro produciendo calvas de amiloide
resaltadas fluorescentemente en un ratén AD. Existen varios modelos animales de la enfermedad de plegado
defectuoso, para evaluacion de los efectos terapéuticos de los compuestos inventivos, siendo especialmente
adecuados los modelos de ratén transgénico. Ejemplos no limitantes de modelos de raton son los modelos PS-APP
y 5xFAD.

La presente invencion ha demostrado que los compuestos de la invencidén reconocen una conformacién amiloide en
AbO y en fibrillas amiloides en ratones transgénicos. Esta fijaciéon puede demostrarse adicionalmente en ratones
humanizados y en humanos. Al ser compatibles con el organismo humano, dichos compuestos pueden utilizarse
como agentes terapéuticos para el hombre. Los estudios iniciales pueden incluir, pero sin caracter limitante, un curso
de 2 semanas de inyeccion intraperitoneal diaria de los compuestos inventivos en ratones modelo con patologia AD,
ratones humanizados y posteriormente en humanos, a fin de demostrar la reduccion significativa de la cantidad de
lesiones amiloides en el cerebro o en otras partes del cuerpo. No deberia observarse toxicidad aparente alguna. La
reduccion de los niveles cerebrales de proteina o agregados Ab por los compuestos inventivos podria confirmarse
también, pero no necesariamente, por transferencia Western. Adicionalmente, se estudiaran cambios de
comportamiento, v.g., mejoras cognitivas, como respuesta de la exposicién a los compuestos inventivos. El uso
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terapéutico de ligandos de amiloides conocidos, tales como PIP y otros derivados de Rojo Congo y tioflavinas est3,
con arreglo al saber de los autores de la presente invencioén, restringido por la capacidad limitada de sus
modificaciones sintéticas. La ventaja singular de los compuestos inventivos es que los mismos son el primer ejemplo
de ligandos amiloides derivados de una biblioteca de tienilo y que dichos ligandos pueden oligomerizarse y
polimerizarse para alcanzar distintas propiedades adicionales. Una estructura oligémera o polimera puede ser de
gran ventaja cuando se aplican modificaciones adicionales en la estructura quimica esencial. Las series de
compuestos inventivos contienen una estructura esencial con tres mas dos tienilo, u otros grupos como se describe
en la presente invencion. Estas son unidades quimicas perfectamente adecuadas para generacion de nuevas
bibliotecas y para conseguir el efecto terapéutico relacionado con las enfermedades causadas por proteinas
agregadas.

Ejemplo 1: Compuesto G (p-HTAA)

El bloque de construccién trimero (1 en el Esquema 1), sintetizado con un protocolo previamente comunicado
[Aslund A et al, Bioconjugate Chem., 2007, 18 (6), 1860-1868], se someti6é a yodacion antes de acoplarlo con acido
2-tiofeno-bordnico en condiciones semejantes al acoplamiento de Suzuki para dar p-HTAA (3 en el Esquema 1). Se
afiadié adicionalmente 3 (0,200 g, 0,359 milimoles) a una solucién de dioxano/NaOH (1 M, aq.) (1:1, 2 mililitros).
Después de una 1 hora, la solucion se neutralizé con HCI (1 M, aq.) y el precipitado se recogioé por centrifugacion. El
precipitado se lavé con agua para dar la forma no salificada de p-HTAA con rendimiento cuantitativo (190 mg), que
se convirtié en su sal de sodio correspondiente por disolucién de la misma en H,O (3 mL) y NaOH (29 mg, 0,725
milimol) y se liofilizd para proporcionar el producto p-HTAA (4, 0,205 g).

HRMS calculado para C24H1604S5: [M+H]+: 528,9725; encontrado 528,9723

13C NMR (DMSO-D6) &: 34,6, 124,5, 126,0, 127,2, 128,0, 128,5, 130,1, 132,7, 134,6, 134,7,
135,6, 171,5

1H-NMR (DMSO-D6) &: 3,76 (s, 4H), 7,12 (dd, 2H, J= 3,57, 5,22 Hz), 7,28 (s,2H), 7,30 (s, 2H),
7,35 (dd, 2H, J = 1,103,57 Hz), 7,51 (dd, 2H, J = 1,10 5,22 Hz)

Ejemplo 2: Compuesto H (p-FTAM)

El bloque de construccion trimero (1 en el Esquema 1, sintetizado con un protocolo previamente comunicado
(Aslund A et al, Bioconjugate Chem., 2007, 18 (6), 1860-1868 (2007)), se someti6é a yodacion (2 en el Esquema 1).
El yoduro (2, 0,068 gramos, 0,106 milimoles), acido 5-(hidroxiboril)-2-tiofenocarboxilico (0,072 g, 0,419 milimoles) y
K2CO3 (0,090 g, 0,651 milimoles) se disolvieron en tolueno/metanol (1:1, 5 ml) y se borbote6 argén durante 10
minutos. Después de adicion de PEPPSI™-IPr ([1,3-bis(2,6-diisopropilfenil)imidazol-2-ilideno](3-cloropiridil)-
paladio(ll) dicloruro) (0,003 g, 0,004 milimoles) la vasija de reaccién se sometié a condiciones de microondas (10
min, 80°C). La mixtura se diluyé con HCI (1 M, aq.) y el precipitado rojo se recogié y se disolvié en dioxano a
ebullicion, se filtré6 sobre Celita y se precipité por adicion de H,O para dar p-FTAM (5) como un polvo rojo con
rendimiento de 85% (0,090 g).

HRMS calculado para C28H1908S5: [M-H]- 642.9684; encontrado 642.9645

13C NMR (DMSO-D6) &: 34,1, 52,1, 125,1, 127,8, 129,7, 132,2, 132,3, 133,2, 13,7, 13#,3,
134,5, 141,7, 162,5, 170,4

Ejemplo 3: Compuesto F (p-FTAA)

El compuesto H (p-FTAM, 0,200 g, 0,310 milimoles, 5 en el Esquema 1) se afadié a una solucién de dioxano/NaOH
(1M, aq.) (1:1, 2 mililitros). Después de 1 hora, la solucion se neutralizé con HCI (1 M, aqg.) y el precipitado se reco-
gié por centrifugacion. El precipitado se lavd con H;O para dar la forma no salificada de p-FTAA con rendimiento
cuantitativo (191 mg) que se convirtié en su sal de sodio correspondiente por disolucién de la misma en H>O (3 ml) y
NaOH (29 mg, 0,720 milimoles) y liofilizacion para proporcionar el producto p-FTAA (6, 0.207 g). HRMS calcu-
lado para C26H1508S5: [M-H]- 614,9371; encontrado 614,9422

13C NMR (D20, 45 °C) &: 38,4, 124,4, 126,6, 129,1, 131,9, 132,0, 134,4, 134,7, 135,5, 139,6,
140,9, 169,9, 179,4

1H-NMR (DMSO-D6) &: 3,76 (s, 4H), 7,32 (s, 2H), 7,38 (d, 2H, J = 4,10 Hz), 7,45 (s, 2H), 7,66 (d,
2H, J =4,10 Hz)
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Esquema 1
Ejemplo 4: Compuesto J (p-PAMT)

Se disolvié 3-tiofeno-etanol y se agitdé en CHCIs/HOAc (1:1) a 0°C y se afiadié poco a poco N-yodo-succinimida
durante 20 minutos. La reaccion se extinguié con 20 ml de agua después de 19 horas y la capa organica se lavo con
2*50 ml de solucion saturada de Na»S;03, 2*50 ml de agua, se seco, se filtrd, se concentrd, y se purificé por
cromatografia en columna flash (tolueno/EtOAc 18:1) para dar 1 (Esquema 2). Se disolvié 1 en CHCls/piridina (7:1) a
0°C y se afiadio cloruro de p-toluenosulfonilo durante 5 minutos. Después de 19 horas, la reaccion se extinguié con
15 ml de agua y se diluyé con 40 ml de dietiléter. La capa organica se lavé con 2*40 ml de HCI 2 M, 2*50 ml de
solucion saturada de NaHCO3, 2*50 ml de agua, se seco, se filtrd, se concentrd y se purificé por cromatografia en
columna flash (tolueno) para dar 2. Se disolvieron 2, di-terc-iminodicarboxilato, y KoCO3; en DMF (seca) y se
calentaron en un bafio de aceite a 75°C. Después de 4 horas, se afiadieron EtOAc (50 ml) y agua (30 ml). La capa
organica se lavo con 2*20 ml de HCI 2 M, 2*15 ml de agua, 2*15 ml salmuera, se seco, se filtrd, se concentro, y se
purificé por cromatografia en columna flash (tolueno) para dar 3. Se disolvieron 3, éster tiofeno-diborénico y K2CO3
en una solucién desgasificada de tolueno/MeOH (1:1) a la temperatura ambiente y se trataron bajo argon. Después
de 10 minutos, se afiadio PEPPSI™-IPr y la reaccion se ejecutd en un horno microondas a 80°C durante 10 minutos.
La solucion se diluyé con tolueno (20 ml), se lavé con HCI 2 M (10 ml), agua (15 ml), se sec9, se filtrd, se concentrd
y se purificd por cromatografia en columna flash (tolueno/EtOAc 18:1) para dar 4. Se disolvié 4 en CHCI3 (15 ml) a
0°C y se afadieron primeramente HOAc (15 ml) y finalmente N-yodosuccinimida. Después de 17 horas, la reaccion
se extinguié con agua (10 ml) y la capa organica se lavé con 2*50 ml de solucién saturada de Na;S,03, 2*50 ml de
agua, se seco, se filtrd se concentro y se purificd por cromatografia en columna flash (tolueno/EtOAc 18:1) para dar
5. Se disolvieron 5, acido 2-carboxitiofeno-5-boroénico, y K2CO3 en una solucion desgasificada de T/MeOH (1:1) a la
temperatura ambiente y se trataron bajo argéon. Después de 10 minutos, se afiadié6 PEPPSI y la reaccion se ejecutd
en un horno microondas a 80°C durante 10 minutos. La solucién se traté con HClI 1 M (10 ml) y se obtuvo un
precipitado rojo. Los copos rojos, es decir el producto bruto, se recogieron y purificaron por cromatografia en
columna flash (EtOAc/MeOH 10:1>> EtOAc/MeOH 10:1 + 1% HOACc) para dar 6. Se disolvio 6 en CHCI3 a la
temperatura ambiente y se afiadié luego TFA. La solucion se agité a la temperatura ambiente durante 3 horas.
Después de 3 horas, la reaccion se extinguié con MeOH y se evaporo para dar el producto final como copos rojos (7
en el Esquema 2). MALDI-TOF MS calculado: 586,65. Encontrado: 586,79.
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Esquema 2
Ejemplo 5: Compuestos la y Ib (no son parte de la invencion)

Se disolvié 1 (Esquema 3) en CHCI3 a la temperatura ambiente. Se afiadi® HOAc en una ratio 1:1 y la mixtura se
enfrié a 0°C, después de lo cual se afiadié N-yodo-succinimida. La reaccion se extinguié con 3 ml de agua después
de 19 horas en la oscuridad, y la fase organica se lavd con 2*30 ml de solucion saturada de Na,S;03, 2*30 ml de
agua, se seco, se filtro, se concentrd y se purificé por cromatografia en columna flash (tolueno/EtOAc 18:1) para dar
una mixtura de 2 y 3 (Esquema 5). La mixtura de 2 y 3 se disolvio en dioxano a la temperatura ambiente, se afiadio
NaOH 1 My, después de 7 horas, la reaccion se neutralizd con HCI 1 M. El compuesto producto la y Ib (4 y 5) se
recogio como precipitado por centrifugacion.

TH-NMR (DMSO-d6, 300MHz): & 3,49 (s, 4H), 7,0 (s, 2H), 7,35 (d, 2H J= 4,8 Hz), 7,45 (d, 2H, J=3,6
Hz), 7,67 (d, IH, J= 5,1 Hz), 7,75 (s, 2H),

MALDI-TOF MS calculado para 5 [M-H]+ calculado: 655,60, encontrado: 656,00, [M+K]+ calculado:
693,60, encontrado: 692,90, MALDI-TOF MS calculado para 6 [M+K]+ calculado: 819,50, encontrado:
819,79.

La separacion entre 4 y 5 puede obtenerse por cromatografia en columna flash adicional sobre la mixtura de 2 y 3
seguida por el mismo procedimiento de desproteccion arriba mencionado.
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Esquema 3

Ejemplo 6: Efectos in vivo a largo plazo de los compuestos inventivos F y G en ratones transgénicos con
depoésitos AR

Los compuestos G ((p-HTAA) y F (p-FTAA) se evaluaron respecto a efectos in vivo a largo plazo sobre placas de
amiloide utilizando ratones transgénicos con patologia de tipo AD. Los ratones se prepararon con ventanas
craneales para permitir la monitorizacion directa de la superficie del cerebro con espectroscopia multifoténica. Los
compuestos G y F se disolvieron en solucién acuosa de PBS a razén de 5 mg/ml. Ambos compuestos se inyectaron
en la vena de la cola de los ratones con la dosis de 10 mg/kg. Como se ha mencionado arriba, los compuestos
atraviesan facilmente la barrera hematoencefalica y se fijan a los depdsitos AB. Una semana después de la
inyeccion, podia observarse todavia la fijacion de los compuestos inventivos a los depédsitos AR (Figura 7). Esta
fijacion de larga duracion a las calvas es ventajosa para un efecto terapéutico a largo plazo de los compuestos
inventivos.

Ejemplo 7. Ejemplo de los efectos principales sobre la agregacion/fibrilacion de B-amiloide por los
compuestos inventivos Fy G

Este ejemplo describe los efectos terapéuticos del direccionamiento de los compuestos inventivos F y G a las
enfermedades que implican proteinas con plegado defectuoso.

El péptido AB 1-42 se disolvié en hexafluoroisopropanol a una concentracion de 1 mg/ml y se diluyé ulteriormente a
20 yM en Tris-HCI 5 mM, NaCl 75 mM. Los compuestos inventivos F y G se afiadieron en concentraciones de 10 a
100 pM y las muestras, con inclusién de referencias sin los compuestos inventivos, se incubaron a 37°C para iniciar
la fibrilacion. Después de 0 h, 20 h y 66 h, se tomaron partes alicuotas, se depositaron sobre rejillas TEM recubiertas
con formvar-carbono y se tifieron negativamente utilizando acetato de uranilo. Se utilizé6 un equipo CM 200 Phillips
que operaba a 200 kV para estudiar el progreso de la fibrilacion en las diferentes muestras.

Las muestras de referencia y las muestras que contenian los compuestos inventivos no exhibian fibrillas o especies
agregadas antes de incubacién a 37°C (a la hora 0). Después de 20 h de incubacion, la muestra de referencia
exhibia un alto contenido de fibrillas, ensambladas en hojas en las que podian visualizarse fibrillas separadas
(véanse las Figuras 1 y 2). Estos agregados recubrian la mayor parte de la rejilla TEM y no podian verse fibrillas
mas pequefias o estructuras de tipo oligdmero. Después de 66 horas de incubacion, no podia verse cambio
importante alguno en morfologia comparada con las muestras de 20 horas, y se encontraron hojas con fibrillas
separadas visibles con alta densidad en la rejilla, de una morfologia tipica ilustrada en la Figura 3.
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Las muestras incubadas con 100 uM de compuesto inventivo F exhibian un proceso de fibrilaciéon claramente
diferente. Después de 20 h, no se encontraba en la muestra agregado denso alguno que se asemejara a los de la
muestra de referencia (Figuras 1y 2). Después de 66 h, no pudo encontrarse fibrilla separada alguna en la muestra
como podria encontrarse en la muestra de referencia (Figura 3). Sin embargo, estaban presentes agregados muy
densos, sin fibrilla distinguible alguna, cuya morfologia tipica se ilustra en la Figura 4. Esta falta de fibrillas en la
muestra después de tiempos de incubacion mas largos constituye significativamente un punto importante del
compuesto F sobre la fibrilacion del péptido AR 1-42.

Las muestras incubadas con compuesto inventivo G 100 uMy 10 uM exhibian un proceso de fibrilacién claramente
diferente. Después de 20 h, no se encontraba agregado denso alguno que se asemejara a los apreciados en la
muestra de referencia (Figuras 1y 2), en las muestras con compuesto G inventivo 100 uM y 10 uM. Estaba presente
una baja densidad de fibrillas cortas ramificadas con un contraste muy bajo en la muestra con G 100 uM, ilustrada
en la Figura 5. En la muestra con compuesto inventivo G 10 uM, se encontré una baja densidad de estructuras de
tipo oligomero, ilustradas en Figura 5. Después de 66 h, podian encontrarse muy pocas protofibrillas cortas
separadas en la muestra que contenia G 100 pM, ilustrada en la Figura 6. Mas frecuentemente, estaban presentes
agregados muy densos con una morfologia tipica ilustrada en la Figura 6. Esta falta de agregados de fibrillas densas
en la muestra después de ambos tiempos de incubacion de 20 y 66 h, es significativa de un efecto importante del
compuesto G sobre la fibrilacion del péptido AR 1-42.

Ejemplo 8

8.1 Efectos del compuesto p-FTAA, 14 dias de tratamiento, en ratones transgénicos hAPPSL hembra de 4
meses: Observaciones Generales, y Tolerancia al Compuesto (Toxicidad)

Vehiculo: Solucién salina tamponada con fosfato (PBS; PO4 6,7 mM, NaCl 155 mM, pH=7,3-7,5) (BioWhit-
taker PBS de Lonza).

T.l.: p-FTAA, Mw = 617 g/mol, diluido en vehiculo procedente de la solucion stock en agua desionizada (10 mg/ml).

Tg hAPPSL: Ratones transgénicos hAPPSL que sobreexpresan hAPP (751) bajo el control del promotor murino Thy-
1 con un fondo genético de C57BL/6xDBA.

Comenzando a los 4 meses de edad, se trataron ratones hembra hAPPSL con vehiculo Unicamente o pFTAA en 3
dosis durante 14 dias. 40 ratones hAPP Tg mas 4 reservas asignados a 4 grupos de tratamiento diferentes, se
trataron con vehiculo sélo (control) o con p-FTAA en dosis de 0,1 mg/kg/dia, 1 mg/kg/dia, o 10 mg/kg/dia. El
vehiculo y los T.l.s se administraron 2 veces al dia por via intraperitoneal (i.p.) durante 14 dias.

En total, 44 animales asignados a 4 grupos de tratamiento se incluyeron en el estudio. 4 animales murieron
prematuramente debido a una razén desconocida: un animal de cada uno de los grupos 1 mg/kgy 10 mg/kg T.l. y 2
animales del grupo de control. La muerte de los animales no puede atribuirse a p-FTAA, dado que la mayor parte de
las muertes se encontraron en el grupo de vehiculo.

8.2 Efectos del compuesto p-FTAA, 14 dias de tratamiento, en ratones transgénicos hembra hAPPSL de 4
meses de edad: Biodistribucion

Vehiculo: Solucién salina tamponada con fosfato (PBS; PO4 6,7 mM, NaCl 155 mM, pH=7,3-7,5) (BioWhit-
taker PBS de Lonza).

T.1.: p-FTAA, Mw = 617 g/mol, diluido en vehiculo a partir de solucion stock en agua desionizada (10 mg/ml).

Tg hAPPSL: Ratones transgénicos hAPPSL que sobreexpresaban hAPP (751) bajo el control del promotor murino
Thy-1 con un fondo genético de C57BL/6xDBA.

Comenzando a los 4 meses de edad, ratones hembra hAPPSL se trataron sélo con vehiculo o con pFTAA en 3 dosis
durante 14 dias. 40 ratones hAPP Tg mas 4 reservas se asignaron a 4 grupos de tratamiento diferentes con vehiculo
so6lo (control) o con p-FTAA en dosis de 0,1 mg/kg/dia, 1 mg/kg/dia, o 10 mg/kg/dia. El vehiculo y los T.l.s se
administraron 2 veces al dia por via intraperitoneal (i.p.) durante 14 dias.

La biodistribucion de p-FTAA en los ratones se evalué por determinacion del compuesto parental en el hemisferio
derecho del cerebro (sin cerebelo), higado, rifidn, y plasma de los animales tratados. Se determind p-FTAA en todas
las matrices por métodos bioanaliticos diferentes que implicaban HPLC-MS/MS. Cada uno de los métodos se
caracterizd en términos de especificidad, linealidad, exactitud y permision a fin de proporcionar resultados fiables.
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Toma de muestras de tejidos: Después del Ultimo tratamiento, se sacrificaron los animales. Cada grupo de
tratamiento se dividid en 3 puntos de muestreo dando como resultado 3-4 animales por punto de muestreo y por
grupo (los tiempos puntuales indicados mas adelante se refieren al momento de la toma de muestras de CSF):

1) Inmediatamente antes de la Ultima dosis el dia 14 (predosis)
2) 0,5 horas después de la ultima dosis el dia 14
3) 3 horas después de la ultima dosis el dia 14

Se recogieron de cada animal CSF, sangre, cerebro, higado, y rifién. Para ello, los ratones se sedaron por anestesia
estandar mediante inhalacion (isoflurano, Baxter).

Los resultados demostraron que los animales estaban expuestos sistémicamente a p-FTAA a todos los niveles de
dosis. Los niveles cerebrales de p-FTAA demostraron que p-FTAA atravesaba la barrera hematoencefalica después
de administracion i.p. Se observé también una exposicién importante a p-FTAA en el higado y el rifidn,
cuantificandose los niveles maximos en el ultimo érgano. La presencia del farmaco en el rifion y en el higado sugeria
que ambos procesos oxidantes hepaticos y el aclaramiento renal estaban implicados en el aclaramiento sistémico
del farmaco. La alta concentracion del farmaco en el rifién sugeria también que la excrecion urinaria es la ruta
principal de eliminacién de p-FTAA sistémico. Los niveles de p-FTAA eran mayores en el rifidn comparado con el
higado, lo que sugeria que el aclaramiento renal es una ruta de eliminacion principal para el farmaco. La presencia
del farmaco en el higado sugiere que también los procesos metabodlicos hepaticos (Fase | y Il) contribuian
significativamente al aclaramiento sistémico total del compuesto.

8.3 Efectos del compuesto p-FTAA, 30 dias de tratamiento, en ratones transgénicos hembra hAPPSL de 8
meses: Resultados de las determinaciones de AB humano en muestras de cerebro

Vehiculo: Solucién salina tamponada con fosfato (PBS; PO4 6,7 mM, NaCl 155 mM, pH=7,3-7,5) (BioWhit-
taker PBS de Lonza).

T.1.: p-FTAA, Mw = 617 g/mol, diluido en vehiculo a partir de solucion stock en agua desionizada (10 mg/ml).

Tg hAPPSL: Ratones transgénicos hAPPSL que sobreexpresan hAPP (751) bajo el control del promotor Thy-1
murino con un fondo de C57BL/6xDBA.

Comenzando a los 8 meses de edad, se trataron ratones hembra hAPPSL con vehiculo sélo o con pFTAA en 3 dosis
durante 30 dias. El item de test (T.l.) p-FTAA se administré en 3 dosis en vehiculo. 48 ratones hAPPTg mas 4
reservas asignados a 4 grupos de tratamiento diferentes se trataron con vehiculo sélo (control) o con p-FTAA en
dosis de 0,1 mg/kg/dia, 1 mg/kg/dia, o 10 mg/kg/dia. Como control adicional, 12 hermanos de camada nTg de los
ratones hAPPSL (mas 1 reserva) se trataron con vehiculo sélo. El vehiculo y los T.I. se administraron 2 veces al dia
por via intraperitoneal (i.p.) durante 30 dias.

Se determinaron AB38, AB40 y AB42 humanas en homogeneizados de los hemisferios cerebrales izquierdos y en
muestras de CSF de todos los animales Tg por un ensayo de inmunosorbente de Mesoscare Discovery.

El tratamiento con p-FTAA en la dosis maxima (10 mg/kg/dia) condujo a niveles significativamente reducidos de
AB38, AB40 y AB42 en el CSF asi como en la fraccion de homogeneizado de cerebro SDS.

Tratamiento

48 ratones hAPPTg mas 4 reservas asignados a 4 grupos de tratamiento diferentes se trataron con vehiculo sélo
(control) o p-FTAA. Como control adicional, se trataron 12 hermanos de camada nTg de los ratones hAPPSL (mas 1
reserva) con vehiculo sélo. El compuesto y el vehiculo se administraron dos veces al dia por via i.p. durante 30 dias
como se muestra en la tabla siguiente. Los ratones Tg hAPPSL con un fondo genético C57BL/6xDBA y hermanos de
camada nTg correspondientes de una edad de 8 meses (+ 2 semanas) se asignaron aleatoriamente a los grupos de
tratamiento.

Grupo Numero de Tipo de animales Sexo Edad al Tratamiento Tejidos muestreados
animales comienzo
Sustancia Dosis Administracion

A 12 Tg Ratones f 8 meses Vehiculo - i.p. dos veces al plasma, CSF, cerebro
hAPPSL + 2 semanas dia durante 30 dias

B 12 Tg Ratones f 8 meses p-FTAA 0,1 mg/kg/dia i.p. dos veces al plasma, CSF, cerebro
happsL + 2 semanas dia durante 30 dias

(03 12 Tg Ratones f 8 meses p-FTAA 1 mg/kg/dia i.p. dos veces al plasma, CSF, cerebro
hAPPSL + 2 semanas dia durante 30 dias

D 12 Tg Ratones f 8 meses p-FTAA 10 mg/kg/dia i.p. dos veces al plasma, CSF, cerebro
hAPPSL + 2 semanas dia durante 30 dias

E 12 nTg Ratones f 8 meses Vehiculo - i.p. dos veces al plasma, CSF, cerebro
hAPPSL + 2 semanas dia durante 30 dias

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 551744 T3

Extraccion de proteinas del cerebro

Muestras del hemi-cerebro izquierdo (sin cerebelo) de los animales Tg se homogeneizaron y se separaron. Se
prepar6 una fraccion de SDS, después de descongelacion, se homogeneizaron los hemisferios con el
Homogeneizador "Ultra Turrax T8" a la velocidad maxima en TBS (Tris 20 mM, NaCl 137 mM, pH = 7,6; que
contenia coéctel inhibidor de proteasas; 100 mg de peso humedo de cerebro por ml de TBS). Una parte alicuota (1
ml) se centrifugd (74.200 x g durante 1 h a 4°C). Los sedimentos se suspendieron en 1 ml de SDS (2% SDS en agua
bidestilada), se centrifugaron como anteriormente y los sobrenadantes se mantuvieron a -20°C (fracciéon de SDS).

Determinacion de especies de AR

En la fraccion SDS de homogeneizado de cerebro y en CSF de cada ratéon Tg, se midieron los niveles de AB38,
AB40 y AB42 humano con un kit de AR de Mesoscale Discovery. Los niveles de AR se evaluaron en comparacion
con un estandar peptidico como pg/mg de cerebro (peso humedo) o pg/ml de CSF.

Estadisticas para parametros bioquimicos

Se realizé un analisis estadistico descriptivo de todos los parametros evaluados. Los datos se representaron como
valor medio + desviacion estandar (SD). Se utilizé el test de Grubbs para detectar los valores aberrantes. La
distribucion y normalidad de los valores se testd con el test de distribucién de normalidad de Kolmogorov Smirnov.
Las diferencias de grupos entre todos los grupos Tg se calcularon por un ANOVA paramétrico seguido por un test
posterior de Bonferroni.

Niveles de AR en muestras de CSF

Se midieron los niveles de AB38, AB40 y AB42 humanas en muestras de CSF de cada ratén Tg con un ensayo de
inmunosorbente. En los ratones hAPPSL, los niveles de CSF de AB40 excedian tipicamente de los de AB42 y AB38.
Los tres analitos se veian afectados por un tratamiento con p-FTAA. Los niveles medios de AR38, AR40 y AB42 eran
maximos en el grupo tratado con vehiculo y minimos en los animales tratados con 10 mg/kg/dia. Comparado con el
grupo de vehiculo, el efecto de disminucion de AR en CSF de un tratamiento de 10 mg/kg/dia de p-FTAA era muy
importante en un ANOVA de una sola via (p < 0,001 para AB38 y p < 0,01 para AB40 y AB42). Los animales tratados
con 0,1 mg/kg/dia exhibian también niveles medios de A mas bajos, pero se observo significacion estadistica para
AB38 solamente. El grupo que recibié 1 mg/kg/dia de p-FTAA no diferia significativamente del control de vehiculo.
(Figura 8 (A)).

Niveles de AR en muestras de cerebro

Se extrajo secuencialmente AR del cerebro con disolventes de potencia creciente: SDS. Los niveles de AB38, AR40 y
AB42 humanos se midieron en la fraccion SDS de cada ratéon Tg con un suero inmunosorbente. (Figura 8 (B)). Para
los niveles de AB en las fracciones de SDS se observaron diferencias de grupo significativas: los niveles medios de
AB eran maximos en el grupo tratado con vehiculo y minimos para los animales tratados con 10 mg/kg/dia. La
diferencia de los niveles medios de ABR38, AB40 y AB42 entre el grupo de control de vehiculo y el grupo de 10
mg/kg/dia era altamente significativa (p < 0,001). Ademas de los valores medios mas bajos, la variabilidad intragrupo
para el grupo de 10 mg/kg/dia era muy baja, lo que puede interpretarse como otro signo de efectividad del T.I.

El tratamiento con las dosis maximas (10 mg/kg/dia) de p-FTAA reducia significativamente los niveles de AB38,
AB40 y AB42 en el CSF y en la fraccion de homogeneizado de cerebro SDS.

Se observé también, datos no presentados, que el tratamiento de p-FTAA durante 14 dias, en ratones hembra
transgénicos hAPPSL de 4 meses, conducia a una disminucion de los niveles de AB38, AB40 o AB42 en la
extraccion de amiloide B [soluble] con DEA a partir de homogeneizados de cerebro. El efecto alcanzaba su
intensidad maxima para el grupo de 10 mg/kg/dia.

8.4 Efectos del compuesto p-FTAA, 30 dias de tratamiento, en ratones transgénicos hembra hAPPSL de 8
meses: Test del laberinto de agua de Morris (MWM)

Vehiculo: Solucién salina tamponada con fosfato (PBS; PO4 6,7 mM, NaCl 155 mM, pH=7,3-7,5) (BioWhit-
taker PBS de Lonza).

T.1.: p-FTAA, Mw = 617 g/mol, diluido en vehiculo a partir de solucion stock en agua desionizada (10 mg/ml).

Tg hAPPSL: Ratones transgénicos hAPPSL que sobreexpresan hAPP (751) bajo el control del promotor Thy-1
murino con un fondo genético C57BL/6xDBA.
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Comenzando a los 8 meses de edad, se trataron ratones hembra hAPPSL con vehiculo sélo o pFTAA en 3 dosis
durante 30 dias. Se administré el item de Test (T.l.) p-FTAA en 3 dosis en vehiculo. 48 ratones Tg hAPP mas 4
reservas asignados a 4 grupos de tratamiento diferentes se trataron con vehiculo sélo (control) o con p-FTAA en
dosis de 0,1 mg/kg/dia, 1 mg/kg/dia, o 10 mg/kg/dia. Como control adicional, se trataron 12 hermanos de camada
nTg de los ratones hAPPSL (mas 1 reserva) con vehiculo sélo. El vehiculo y los T.I. se administraron 2 veces al dia
por via intraperitoneal (i.p.) durante 30 dias.

Se realizé6 el MWM durante 4 dias al final del periodo de tratamiento (dias de tratamiento 24 a 27). Una piscina
circular (de 100 cm de diametro) llena con agua del grifo con una temperatura de 21 + 2°C se dividio virtualmente en
4 cuadrantes. Se puso una plataforma transparente (de 8 cm de diametro) aproximadamente 0,5 cm por debajo de la
superficie del agua. Durante la sesion completa del test, excepto en la prueba de sonda, la plataforma estaba
localizada en el cuadrante suroeste de la piscina.

Cada ratén tenia que realizar 3 pruebas de natacién en cada uno de 4 dias consecutivos. Una sola prueba tenia una
duracion maxima de 1 minuto. Durante este tiempo, el ratén tenia la probabilidad de encontrar la diana diafana
oculta. Si el animal no encontraba el "camino” fuera del agua, el investigador guiaba a o ponia el ratén sobre la
plataforma. Después de cada prueba, el raton se dejaba descansar en la plataforma durante 10-15 segundos para
orientarse en el entorno. En las paredes que rodeaban la piscina, estaban fijados simbolos geométricos en negrita
(v.g. un circulo y un cuadrado) que podrian utilizar los ratones como referencia para orientacion espacial.

La latencia de escape (el tiempo necesario para encontrar la plataforma oculta y para escapar por tanto del agua).
Se evaluaron el camino de natacién (la distancia hasta alcanzar el objetivo), la velocidad de natacién y los
cruzamientos en la prueba de sonda sobre la primera posiciéon de la plataforma y la permanencia en el cuadrante
diana. Un sistema de seguimiento computerizado con una camara situada por encima del centro de la piscina se
utilizé para las medidas.

Los animales con una velocidad de natacién inferior a 0,08 m/s en una de las pruebas se identificaron como
flotadores, excluyéndose del analisis estadistico entre todas las pruebas, y no se presentaron en los graficos.

Estadisticas para los parametros MWM

El analisis estadistico descriptivo se realizé sobre todos los parametros evaluados. Los datos se representaron como
valor medio * error estandar del valor medio (SEM). Se utiliz6 el test de Grubbs para detectar los valores aberrantes.
La distribucion de normalidad de los valores se testd con el test de distribucion de la normalidad de Kolmogorov
Smirnov. Las diferencias de grupo se calcularon por un ANOVA paramétrico seguido por un post-test de Bonferroni o
por un ANOVA no paramétrico de Kruskal Wallis seguido por un post-test de Dunn si la distribucion Gaussiana era
incorrecta. Las curvas de aprendizaje se evaluaron por un ANOVA de dos vias seguido por un post-test de
Bonferroni. Como grupo de control se utilizaron animales Tg tratados con vehiculo (Grupo A).

Los ratones tratados con 10 mg/kg pFTAA exhibian un comportamiento mejor que cualquier otro grupo Tg en
términos del camino de natacion (Figura 9).

8.5 Efectos del compuesto p-FTAA, 30 dias de tratamiento, ratones transgénicos hembra hAPPSL de 8
meses: Carga de calva

Vehiculo: Solucién salina tamponada con fosfato (PBS; PO4 6,7 mM, NaCl 155 mM, pH=7,3-7,5) (BioWhit-
taker PBS de Lonza).

T.1.: p-FTAA, Mw = 617 g/mol, diluido en vehiculo a partir de solucion stock en agua desionizada (10 mg/ml).

Tg hAPPSL: Ratones transgénicos hAPPSL que sobreexpresan hAPP (751) bajo el control del promotor Thy-1
murino con un fondo genético C57BL/6xDBA.

Comenzando a los 8 meses de edad, se trataron ratones hembra hAPPSL con vehiculo sélo o pFTAA en 3 dosis
durante 30 dias. El item de Test (T.l.) p-FTAA se administré en 3 dosis en vehiculo. 48 ratones Tg hAPP mas 4
reservas asignados a 4 grupos de tratamiento diferentes se trataron con vehiculo sélo (control) o con p-FTAA en
dosis de 0,1 mg/kg/dia, 1 mg/kg/dia, o 10 mg/kg/dia. Como control adicional, 12 hermanos de camada nTg de los
ratones hAPPSL (mas 1 reserva) se trataron con vehiculo sélo. El vehiculo y los T.I. se administraron 2 veces al dia
por via intraperitoneal (i.p.) durante 30 dias.

Después de la toma de muestra de sangre, los ratones se sometieron a perfusion transcardial con solucién salina
fisiologica (0,9%). Se extrajeron los cerebros del craneo y se separ6 el cerebelo, se congeldé inmediatamente en
hielo seco y se guardo a -80°C. El cerebro restante se dividié en hemisecciones y se peso el hemisferio izquierdo, se
congeld inmediatamente en hielo seco y se guardé a -80°C hasta el analisis de AB. El hemisferio derecho se fijé con
paraformaldehido como se describe en la seccién 4.3.1.
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Los hemisferios derechos de todos los ratones Tg se fijaron por inmersion en 4% paraformaldehido/PBS preparado
recientemente (pH 7,4) durante 1 hora a la temperatura ambiente. Después de ello se transfirieron los cerebros a
una solucién de sacarosa al 15% en PBS durante 24 horas para asegurar la crioproteccion. Al dia siguiente, los
cerebros se congelaron en isopentano y se guardaron a -80°C hasta su utilizacion para analisis histologico.

A partir de 6 animales por grupo Tg, se cortaron sagitalmente 15 criosecciones por capa (en total 5 capas), cada una
de 10 ym de grosor (Leica CM 3050S). Los niveles del cerebro se seleccionaron conforme al atlas de morfologia
"The Mouse Brain" de Paxinos y Franklin (22 edicion). El corte de los 5 niveles comenz6 con un corte aleatorio
correspondiente a la Figura 105 (aspecto total de la fascia dentata), y la toma de muestras se continué luego
uniforme y sistematicamente, reteniendo siempre 15 cortes por nivel en serie y desechando 10 ym entre los niveles.

La carga de calva se cuantifico por tincion con 6E10 IHC dirigida contra AA1-17 del péptido amiloide humano y
tincion con tioflavina S contra las estructuras de hoja beta en una incubacién doble. Los tejidos de todos los
animales investigados se manipularon uniformemente.

Estadistica para Parametros Histolégicos

El analisis estadistico descriptivo se realizé sobre todos los parametros evaluados. Los datos se representaron como
valor medio + error estandar del valor medio (SEM). Los valores aberrantes se detectaron por test de Grubbs y se
excluyeron de los analisis estadisticos.

Los valores de las 5 medidas individuales (una de cada nivel de corte) por animal se integraron en un solo valor por
animal (media individual). Las medias de grupo se calcularon con estos valores integrados. Después de los tests de
distribucion de la normalidad de Kolmogorov Smirnov, se calcularon las diferencias por un ANOVA paramétrico
seguido por un test post-hoc de comparacion multiple de Newman Keuls o por un ANOVA no paramétrico de
Kruskal Wallis seguido por un test de comparacion multiple de Dunn, si faltaba la distribucion Gaussiana.

La Figura 10 indica el efecto principal del tratamiento con p-FTAA en el hipocampo sin cambios significativos en el
cortex. En lo que respecta al desarrollo de carga de calva diferente en el cortex y el hipocampo de este modelo de
raton, ello se ajusta perfectamente al concepto de un compuesto inhibidor de la agregacion. El porcentaje de area de
calva en el hipocampo de los ratones tratados con p-FTAA es reducido comparado con el control de vehiculo (Figura
10). La significacion estadistica para este efecto debida a una disminucién del tamafio medio de calva se demostré
para los ratones tratados con 1 mg/kg y 10 mg/kg de p-FTAA por un test t. Aunque el periodo de tratamiento fue sé6lo
30 dias, se consiguié una disminucion de 40% en el area de calva para los animales tratados con 1 mg/kg.

Conforme a los niveles reducidos de AB en la fraccion de homogeneizado de cerebro SDS, el tratamiento con p-
FTAA condujo a una reduccién de la carga de calva. Esto era visible principalmente en el hipocampo, donde las
calvas son menos maduras que en el cértex. El efecto se observé con 6E10 IHC contra amiloide humano asi como
por tincion con tioflavina S de nucleos de hoja beta localizados en el centro de las calvas. La reduccion de 6E10 IR
mas difuso alrededor de los nucleos de calva era maxima para el tratamiento con 10 mg/kg de p-FTAA, mientras que
el efecto mas fuerte sobre los nicleos de hoja beta se observaba para el tratamiento con 1 mg/kg de p-FTAA.

8.6 Efecto de dos sustancias sobre las lesiones inducidas por AB1-42 en neuronas primarias de pollo:
Neuroprotectividad

T.1. 1:p-HTAA, Mw = 529 g/mol, diluido en vehiculo a partir de solucion stock en PBS +
1,33% DMSO (10 mg/ml).

T.. 2: POWT-13, Mw = 2782 g/ mol, diluido en vehiculo a partir de soluciéon stock en agua desioni-
zada (40 mg/ml).

Fuente de células: Neuronas del telencéfalo de embriones de pollo de 8 dias (hibrido de Lohman Brown).

Medio de nutricion: DMEM con 4,5 g glucosall, 5% Nu Serum, 0,01% gentamicina, y L-glutamina 2 mM

Tamaiio de grupo: n = 6 para cada concentracion de T.l. y R.1. por experimento
Lesion: AB1-42 10 uM (preagregado durante 48 horas) a DIV8 durante 48 horas

Evaluacioén de los efectos: MTT sobre DIV10

Duracion de un solo experimento: 9 dias

Numero de experimentos independientes por ensayo: n = 2.
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Preparacion de neuronas del telencéfalo de pollo

Se guardaran huevos fertilizados de 1 dia en condiciones apropiadas hasta comienzo de la cria. El dia 0 de los
embriones, los huevos se transferiran a la incubadora de cria y se mantendran dandoles vueltas a 37,8°C y 55% de
humedad hasta el dia 8 de los embriones. Todos los experimentos de cultivo de células se llevaran a cabo en
condiciones estériles lo que significa que todos los procedimientos se realizaran en una unidad de cultivo de células
con equipo especial de cultivo de células. Los items necesarios, tales como material de vidrio, férceps o tijeras se
esterilizaran antes del experimento. Las soluciones stock se adquiriran ya estériles y las suspensiones finales tales
como el medio de cultivo se prepararan recientemente en la cabina de flujo de aire laminar. La preparacion de las
neuronas se hara en breve. Los embriones se transferiran a una navecilla de plastico, y se decapitaran. Se
separaran ambos hemisferios, se recogeran y se limpiaran de cualquier tejido suelto. Los hemisferios se disociaran
mecanicamente y se extenderan en placas 4,8 x 10* células en cada pocillo en un volumen de 160 pl. El medio de
cultivo de células para las neuronas del telencéfalo de pollo esta constituido por DMEM con 4,5 g glucosa/l, 5% Nu
Serum, 0,01% de gentamicina y L-glutamina 2 mM. Los cultivos se mantendran a 37°C, 95% de humedad y 5% de
CO..

Agregacion de AR1-42

Los péptidos AR 1-42 se disolveran en amoniaco al 0,25% a una concentracion final de 1 mM. Los péptidos AB1-42
disueltos se diluiran luego con PBS a una concentracion final de 255 uyM y se incubaran durante 48 horas a 37°C.
Después de 48 horas de agregacion, los péptidos AB1-42 se trataran por ultrasonidos durante 1 minuto en un bafio
de agua ultrasonico (en ambos casos, cuando los péptidos AR 1-42 estan agregados juntos o por separado de los
items de test).

Ensayo de Viabilidad MTT

La viabilidad de los cultivos se determinara por el ensayo MTT utilizando un lector de placas (570 nm) como se
describe v.g. en SOP MET004. El ensayo MTT esta basado en la reduccion del amarillo de MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio), a cristales azul oscuro de formazano por las deshidrogenasas mitocondriales
(succinato-deshidrogenasas). Dado que dicha reaccion esta catalizada en las células vivas, este ensayo puede
utilizarse Unicamente para la cuantificacion de la viabilidad celular. Para determinacién de la viabilidad celular, se
afade solucion de MTT a cada pocillo en una concentracion final de 0,5 mg/ml. Después de 2 horas, se aspira el
medio que contiene MTT. Las células se lisan con SDS al 3% y los cristales de formazano se disuelven en
isopropanol/HCI. Para estimar la densidad Optica, se utiliza un lector de placas (Anthos HT Il o pquant) a una
longitud de onda de 570 nm. La viabilidad celular se expresa en densidad 6ptica (OD).

Aplicacion de los items de test y referencia en lesiones de AR 1-42

A DIVS, se aplicara AB 1-42 pre-agregado a una concentracion final de 10 uM durante 48 horas. T.l. se aplicara:

1) directamente a AR 1-42 al comienzo de la agregacion en PBS (DIV6); después de 48 horas de agregacion en
DIV8, AB 1-42 pre-agregado en presencia del item de test se aplicara a las células durante 48 horas o

2) con AB 1-42 pre-agregado en neuronas de pollo (DIV8) durante 48 horas. El item de referencia se aplicara
Unicamente a cultivos junto con AR 1-42 pre-agregado (punto 2) pero no se afadira directamente a AR 1-42 al
comienzo de la agregacion (punto 1).

Después de 48 horas de incubacion de T.I. y AR 1-42 en células (DIV10), se analizara la viabilidad de las neuronas
por el ensayo MTT.

Controles

Se utilizaron los controles siguientes:

1) Control de vehiculo (para cada item de test e item de referencia)
2) AB 1-42 sin item de test e item de referencia

3) T.1. 10 yM solo (no representado).

Resultados
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Los items de test (T.l.s) y AB 1-42 ya pre-agregado aplicados sobre neuronas simultaneamente dan los resultados
que se muestran en la Figura 11. Ambos compuestos dan como resultado mejor viabilidad comparados con Af 1-42
10 pM solo. Las ratios estequiométricas de T.I. a AR 1-42 10 uM se muestran bajo el grafico.

Los items de test (T.l.s) afiadidos a AB 1-42 durante la agregacion dan los resultados que se muestran en la Figura

12. Ambos compuestos dan como resultado mejor viabilidad comparados con AR 1-42 10 uM solo. Las ratios
estequiométricas de T.l. a AR 1-42 10 uM se muestran bajo el grafico.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula (Il)

(1

en donde

cada u se selecciona independientemente de 0,y 1;y

cada R? y R* se selecciona independientemente de carboxi, carboxialquilo, alcoxicarbonilalquilo, aminoalquilo,
(amino)(carboxi)alquilo, y (amino)(carboxi)alcoxi; en donde cada resto alquilo es un alquilo C1-C6:

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Un compuesto conforme a la reivindicacién 1, en donde
cada R? se selecciona independientemente de carboxialquilo, alcoxicarbonilalquilo, aminoalquilo,
(amino)(carboxi)alquilo, y (amino)(carboxi)alcoxi.

3. Un compuesto conforme a la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en el cual cada R* es carboxi.
4. Un compuesto conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el cual u es 1.
5. Un compuesto conforme a la reivindicacion 1, que es

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

6. Un compuesto conforme a la reivindicacion 1, que es

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

7. Un compuesto conforme a la reivindicacion 1, que es
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

8. Un compuesto conforme a la reivindicacion 1, que es

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

9. Un compuesto conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, para uso en el tratamiento terapéutico de un individuo humano o animal.

10. Un compuesto conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, para uso en el tratamiento de un mamifero que padece una enfermedad que implica formas plegadas
defectuosamente o agregadas de proteinas en dicho mamifero.

11. Un compuesto para uso conforme a la reivindicacion 10, en el cual dicha enfermedad es una amiloidosis o
una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en amiloidosis primaria, amiloidosis secundaria, amiloidosis
organoespecifica y amiloidosis iatrogénica de insulina.

12. Un compuesto para uso conforme a la reivindicacion 11, en el cual dicha amiloidosis organoespecifica se
selecciona de amiloidosis especificas del cerebro.

13. Un compuesto para uso conforme a la reivindicacion 10, en el cual dicha enfermedad se selecciona del grupo
que consiste en amiloidosis primaria, amiloidosis secundaria, amiloidosis familiar o hereditaria, diabetes mellitus tipo
2, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, encefalopatias espongiformes
transmisibles, amiloidosis cardiaca y una afeccion iatrogénica.

14. Un compuesto para uso conforme a la reivindicacion 13, en el cual dichas encefalopatias espongiformes
transmisibles se seleccionan de enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, Kuru, Insomnio Familiar Fatal, miositis por
cuerpos de inclusion, encefalopatia espongiforme bovina y angiopatia Congofilica.

15. Un compuesto para uso conforme a la reivindicacion 13 o la reivindicaciéon 14, en el cual dicha afeccion
iatrogénica es amiloidosis de insulina.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3

S

TR

SRR
e it
>
3
S EeaE :
1'::.-4\-4 R e R :rt" % -
i 3 i 2 Shnnn
R e TR o
ﬁi% R Ep o w-v,,é{.ﬁ{%
B " % : - > o 2
G T
Pt B £ e it i 2 ]
i M s £ S SR 3
Eraamalio S i S - ;
e : SR M:ﬁ’;“f-"“ i : ;
v e ¥
2 SeEa o LR S
S
R R e
i R & i
St i
= s

R i
T T

T
SRR

{

Ty

CANNNALERTL 0, Y

fecani s TR E,3::
il o S
: i e

Ty AT

SRS
L
o

i

et

SR

Eare

T

et
i
3

i
C
%3

e

29



ES 2 551 744 T3
Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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