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DESCRIPCION
Nueva familia de analogos de NADP+ o NADPH, su preparacion y su aplicacion en agentes terapéuticos

[0001] La presente invencién se refiere a una nueva familia de analogos de NADP* o NADPH, su preparacion y su
aplicacién en agentes terapéuticos.

[0002] EI suministro de sangre es esencial para la mayoria de los tumores sélidos dado que los vasos sanguineos
desarrollados alrededor y dentro de los tumores llevan los nutrientes. La formacion de neovasculatura mediante
angiogénesis es necesaria para la evolucion y metastasis de tumores sélidos. Sin embargo, los vasos sanguineos
tumorales difieren en su morfologia de sus homadlogos normales. En particular, la vasculatura tumoral normalmente
fracasa en satisfacer las demandas de oxigeno y nutrientes de las células tumorales; este fracaso da como resultado
heterogeneidad del flujo sanguineo tumoral que a menudo induce hipoxia intermitente, y condiciones acidas dentro
del tumor (Ingram y Porter, Gene Ther 2005, 12, 1058-69).

[0003] La hipoxia encontrara a menudo en tumores sdlidos induce el factor HIF-1a inducible por hipoxia, estimulando
a su vez la angiogénesis asociada con VEGF (VEGF: Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular). El HIF-1a actia
como un sensor de oxigeno que forma, junto con la HIF-prolil hidroxilasa dependiente de O, asociada, un bucle de
autorregulacion (Berchner-Pfannschnidt et al., J Biol Chem 2007, 282, 1788-96).

[0004] EI reconocimiento del el hecho vascular como una diana importante conduce al desarrollo de la estrategia
antiangiogénesis que evita la formacion de nuevos vasos sanguineos y normalizar los vasos restantes. En el
contexto de terapias antiangiogénicas, se han desarrollado algunos agentes antiangiogénicos para dirigirse a VEGF,
una de las proteinas principales implicadas en la neovascularizacion. Estos agentes antiangiogénicos son, por
ejemplo, anticuerpos anti-VEGF, inhibidores de receptores VEGF o inhibidores de la VEGFR quinasa.

[0005] Sin embargo, se observd que estos compuestos no se podian dirigir a tumores de forma eficaz sin ser
coadministrados con un "vehiculo" (Chen et al., J Biol Chem 2010, 285, 22639-50). Tal "vehiculo" para direccioén al
tumor de un compuesto farmacéutico podian ser particulas fluorescentes o magnéticas, que a menudo tienen
efectos secundarios considerables debido a su toxicidad, tiempo de vida media corta, o biodisponibilidad escasa.

[0006] También se pueden usar anticuerpos especificos que reconocen algunos receptores sobreexpresados en un
tumor para administracion de un gen o un ARNSsi en terapia genética. Sin embargo, dado que los tumores no
siempre podian estar bien vascularizados, a menudo fragmentos de acidos nucleicos no podian penetrar bien en
células localizadas en el nucleo de un tumor sdélido.

[0007] Dado que la inhibicién de la actividad de VEGF no siempre es beneficiosa para la inhibicion del tumor, y
algunos agentes antiangiogénicos que se dirigen a VEGF no siempre se podian administrar de forma eficaz en
tumores, es necesario desarrollar nuevos compuestos antiangiogénicos que se dirigen a otras proteinas en
implicadas en la vascularizaciéon tumoral.

[0008] En los mamiferos, el 6xido nitrico (NO) es un radical libre producido de forma endégena. Esta implicado en
muchos procesos (pato)fisioldgicos en los sistemas cardiovascular, nervioso e inmune. Presenta propiedades tanto
antivirales como anti bacterianas y ejerce papeles importantes en la apoptosis. El NO también puede estimular la
vasodilatacion de los vasos sanguineos. EI NO modula la percepcion de oxigeno por HIF-1a en condiciones de
hipoxia pero la S-nitrosilacion estabiliza HIF-1a en normoxia (Sonveaux et al., Int J radiat Oncol Biol Phys 2007, 67,
1155-62).

[0009] EI NO se sintetiza mediante proteinas heme denominadas NO sintasas (NOS) que oxidan la L-arginina a NO.
Existen tres isoformas de NO-sintasas en mamiferos: NOS neuronal (nNOS o NOS-1), NOS inducible (iNOS o NOS-
2) y NOS endotelial (eNOS o NOS-3). La fuente principal de NO en la vasculatura es eNOS.

[0010] Aunque existen dos puntos de vista conflictivos con respecto al papel de NO en la carcinogénesis y la
evolucion del tumor, algunos estudios recientes muestran que existe una correlacion positiva entre la expresion de
iNOS o0 eNOS vy la evolucion de varios canceres humanos (Muntane y laMata, World J. Hepatol 2010, 2, 337-344;
Jadeski et al., Int. J. Cancer 2003, 106, 496-504).

[0011] La inhibicién de NO sintasas proporciona otro enfoque terapéutico antiangiogénesis que es diferente del de
los agentes antiangiogénicos convencionales mencionados en el presente documento que se dirigen a proteinas
VEGF.

[0012] Muchos inhibidores de NO sintasas ya se conocen en la técnica anterior, tales como analogos de sustrato L-
arginina, analogos de cofactor tetrahidrobiopterina, ligandos heme, o inhibidores de dimerizacion. Sin embargo, la
mayoria de los inhibidores de NO sintasas que se describen en la bibliografia no podrian inhibir de forma especifica
una isoforma de NO sintasa, en particular eNOS. De hecho, todos estos inhibidores se dirigen al dominio de
oxigenasa de NO sintasas. La gran similitud entre los dominios de oxigenasa en diferentes isoformas de NO-sintasas
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hace dificil inhibir de forma especifica una isoforma sin inhibicién de otras isoformas.

[0013] Algunas publicaciones cientificas anteriores (EDWARD BEAUMONT ET AL: "Synchronous Photoinitiation of
Endothelial NO Synthase Activity by a Nanotrigger Targeted at Its NADPH Site", JOURNAL OF THE AMERICAN
CHEMICAL SOCIETY, vol. 129, n° 7, 1 de febrero de 2007, paginas 2178-2186; EDWARD BEAUMONT ET AL: "NO
Formation by Neuronal NO-Synthase can be Controlled by Ultra fast Electron Injection from a Nanotrigger",
CHEMBIOCHEM, vol. 10, n° 4, 2 de marzo de 2009, paginas 690-701; JEAN-CHRISTOPHE LAMBRY ET AL:
"Selective probing of a NADPH site controlled light-induced enzymatic catalysis", JOURNAL OF MOLECULAR
RECOGNITION, vol. 23, n° 4, 1 de julio de 2010, paginas 379-388) desvelan analogo de NADPH para sincronizar y
controlar la actividad enzimatica de NO sintasas. Sin embargo, dicho compuesto no puede inhibir la actividad de
enzimas dependientes de NADPH.

[0014] La solicitud de patente francesa FR 2 893 617 desvela analogos fotoactivables de NADPH o NADP+, NAD,
NAD+, NADH. Los compuestos desvelados en el documento de patente FR 2 893 617 son capaces de iniciar la
catalisis enzimatica de enzimas dependientes de NADPH o NADP+, NAD, NAD+, NADH y son utiles para estudiar el
mecanismo de dichas enzimas. Sin embargo, dichos compuestos no pueden inhibir la actividad de enzimas
dependientes de NADPH.

[0015] La presente invencion proporciona nuevos compuestos que podrian inhibir la actividad de enzimas
dependientes de NADP*-, o NADPH, en particular eNOS.

[0016] La presente invencion también proporciona nuevos compuestos que se podrian usar como farmacos
antitumorales.

[0017] La presente invencion también proporciona nuevos compuestos que podrian ser Utiles para diagnéstico del
cancer in vitro.

[0018] La presente invencion se refiere a compuestos de férmula (1) :

N N

X A Y—L—B
¢§)

en la que:
(i) X representa un grupo aceptor de electrones, elegido entre el grupo que comprende:

- NOo,

- CN,

- CHO,

- COOH,

- CF3,

-F,

- CH=C(CN)z,

- SO3H,

- CONRgR1p 0 SO2NRgR1o, en los que Rg y Rig cada uno representa independientemente del otro un
hidrégeno, un grupo alquilo (C+-Cs3) lineal o ramificado, o un grupo arilo,

- CORy, en el que Ry representa un hidrogeno, un grupo alquilo (C+-Cs) lineal o ramificado, o un grupo arilo, o
- un grupo tetrazolilo,

(i) Y representa un grupo dador de electrones, elegido entre el grupo que comprende -NRg-, -OC(R1gR14)- 0 -SC
(R19R14)-, en el que:

- Rig se elige entre:

- un hidrégeno,

-un grupo alquilo (C4-Cg) lineal, en particular un etilo, estando dicho grupo alquilo opcionalmente
sustituido con uno o mas grupos seleccionados entre: grupo -OH, grupo -NH, grupo -COOH, grupo
CONH-arilCOOH o grupo NHCO-aril-COOH o grupo NHCOarilsulfato, o grupo NHCOarilsulfonato, en los
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que el grupo arilo se elige entre fenilo, naftilo o bifenilo,
- un grupo organico hidrosoluble, en particular PEG,

- R14 representa un hidrégeno o un grupo alquilo (C+4-C4) lineal o ramificado, opcionalmente sustituido con -
5 OH.

(iii) A representa un enlace elegido entre el grupo que comprende:

(a)-C=C-, o
10 (b)
¥
en el que:
15
- My My representan independientemente el uno del otro H, F, CI, Bro |,
- nesun numero entero elegido entre 1,2 0 3,
(iv) cada uno de R4, Ry, R3, R4, Rs, Rg, R7 0 Rg se selecciona independientemente entre el grupo que comprende:
20
- H,
- F,Cl, Br, |,
- un alquilo (C4-Cy4) lineal o ramificado, opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes elegidos entre:
25 - OH,
- NR11R12, en el que R11 y R12 cada uno representa independientemente del otro un hidrégeno o un grupo
alquilo (C+-Cs3) lineal o ramificado, o
- COOR\y1, en el que Ry4 representa un hidrégeno o un grupo alquilo (C+-Cs) lineal o ramificado,
30 - CONHR13 0 NHCOR3, en los que R13 representa un grupo alquilo (C+4-C4) lineal o ramificado,
(v) L representa un grupo espaciador seleccionado entre el grupo que comprende:
O
A hoy—t—on- u
= - T Iony—b—0-)-
0- ’ H s | ’
I
- O\
e e e
o N II’ S—) ~ o li’_
o
35

en los que m y q cada uno representa independientemente del otro un ndmero entero elegido de 0 a 5, estando
dichos grupos opcionalmente sustituidos con uno o mas OH, (vi) B representa la siguiente formula II:
en la que:
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-

*
' T
‘r

R Ry

- T representa un atomo de oxigeno, o un atomo de azufre, preferentemente un atomo de oxigeno;

- R4 ¥y Ri7 representa cada uno independientemente del otro OH, H2PO4, HSO4, OPO3(NH.)2, o cualquier sal
de estos grupos fosfato o sulfato,

- Ris representa una base de purina o una base de pirimidina, en particular adenina, guanina, hipoxantina,
timina, uracilo o citosina, preferentemente adenina, en formas de racemato o isoméricas, en particular formas
isoméricas axiales o ecuatoriales, y sales farmacéuticamente aceptables de las mismas.

[0019] EI término "alquilo” se refiere a un hidrocarburo saturado, de cadena lineal o ramificada que tiene el nimero
indicado de atomos de carbono. Un alquilo (C+-Cs) se refiere a que incluye, pero no se limita a, metilo, etilo, propilo,
isopropilo. Un grupo alquilo puede estar sin sustituir u opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes. Un
grupo alquilo (C+-C4) comprende adicionalmente n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo. Un grupo alquilo (C+-Cs)
comprende adicionalmente n-pentilo, isopentilo, n-hexilo, n-heptilo, n-octilo.

[0020] Sin otra especificacion, el término "arilo" se refiere a un sistema aromatico sin sustituir, tal como un fenilo,
sistema aromatico sustituido con al menos un grupo OH, al menos un grupo alquilo (C+-C3), o al menos un grupo
(C4-C3) alcoxi. Un grupo alcoxi pretende incluir, pero no se limita a, metoxi, etoxi, propoxi.

[0021] La expresion "grupo tetrazolilo" se refiere a un grupo heterociclico, que tiene cinco atomos en el anillo que
consiste en cuatro atomos de nitrégeno y uno de carbono, estando dicho anillo sin sustituir u opcionalmente
sustituido con al menos uno de un grupo OH, un grupo alquilo (C4-Cs), o un grupo alcoxi C4-C3z, como se ha definido
anteriormente.

[0022] La expresion "aceptor de electrones” se refiere a una entidad quimica que acepta electrones transferidos a la
misma de otro compuesto. En el contexto de un compuesto push-pull, un grupo aceptor de electrones acepta
densidad electronica al conector conjugado.

[0023] La expresion "dador de electrones” se refiere una entidad quimica que dona electrones a otro compuesto. En
el contexto de un compuesto push-pull, un grupo dador de electrones afade densidad electronica al conector
conjugado.

[0024] Un compuesto push-pull es un compuesto constituido por un grupo dador en un lado y un grupo aceptor en el
otro lado.

[0025] De acuerdo con la presente invencion, una "sal farmacéuticamente aceptable" es una sal de acido o de base
organica o inorganica farmacéuticamente aceptable de un compuesto de la invencion. Algunas sales
farmacéuticamente aceptables representativas incluyen, por ejemplo, sales de metal alcalino, sal de metal
alcalinotérreo, sales de amonio, sales solubles en agua e insolubles en agua.

[0026] La presente invencién se basa en el efecto inhibitorio de los compuestos de formula (1) en la actividad
enzimatica de nNOS, una enzima dependiente de NADPH; el efecto inhibitorio se origina a partir de su competicion
con la unién a NADPH.

[0027] Por primera vez, los Inventores de la presente invencion proporcionan un inhibidor de enzimas dependientes
de NADPH, que se dirige al dominio de reductasa de enzimas dependientes de NADPH, por ejemplo, éxido nitrico
sintasa, quinona o6xido-reductasas, y NADPH oxidasas.

[0028] Los radicales Ri, Rz, Rs, R4, Rs, Rs, Ry 0 Rg otorgan propiedades electrénicas y de unién diferentes al
compuesto de férmula (1).

[0029] El radical Ry9 otorga al compuesto de formula (I) una interacciéon mejor con restos variables en el dominio de
reductasa de enzimas dependientes de NADPH, otorgando de este modo de especificidad.

[0030] La longitud del enlace A entre los dos grupos arilo determina la longitud total de los compuestos de la
invencion. El aumento del numero de C-C dobles enlaces entre los dos grupos arilo puede desplazar la absorcion
maxima hasta longitudes de onda mayores, y aumenta de forma significativa las dos secciones cruzadas de foto
absorcion en la region de NIR hacia el rojo. Sin embargo, la longitud total de los compuestos de féormula (1) se debe
controlar para unién eficaz al sitio enzimatico. Si la longitud del doble enlace es demasiado importante, entonces el
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compuesto no se ajusta dentro del sitio activo de la enzima.

[0031] En una realizacion, la presente invencion se refiere a compuestos de formula (1) en la que X representa CN y

A representa
w P

siendo n un numero entero elegido de 1 a 3,

- cada uno de Ry, Ry, R3, R4, Rs, Rs, R7 0 Rg se selecciona independientemente entre el grupo que comprende:
- H,F,ClBrl,
- un alquilo (C4-C4) ramificado, opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes elegidos entre:

-OH,

-NR11R12, en el que R41 y Ri2 cada uno representa independientemente del otro un hidrégeno o un grupo
alquilo (C+-Cs3) lineal o ramificado, o

-COORy11, en el que R14 representa un hidrégeno o un grupo alquilo (C+-Cs3) lineal o ramificado,

- CONHR13 0 NH CO Ry3, en los que R13 representa un grupo alquilo (C+4-C4) lineal o ramificado.
- Y es como se ha definido anteriormente en el presente documento.

[0032] En una realizacion en particular, la presente invencion proporciona compuestos de férmula (1), en la que:
- Xrepresenta un grupo aceptor de electrones, elegido entre el grupo que comprende:

-NOg,

-CN,

-CHO,

-COOH,

-CF3,

-F,

-CH=C(CN),

-SOsH,

- CONRgR1p 0 SO2NRgR1g, en los que Rg y Rig cada uno representa independientemente del otro un
hidrégeno, un grupo alquilo (C+-Cs3) lineal o ramificado, o un grupo arilo,

- CORy, en el que Ry representa un hidrogeno, un grupo alquilo (C+-Cs) lineal o ramificado, o un grupo arilo, o
- un grupo tetrazolilo,

- Y representa -NR1o-,

- Ri, Ry, Rs, R4, Rs, Rs, Ry, Rs, L, Rig, Ris, Ri7 y Rig son como se han definido anteriormente en el presente
documento, respondiendo dichos compuestos a la siguiente formula (la):

R, Bs

(Ia)

[0033] En una realizaciéon mas particular, la presente invencion proporciona compuestos de formula (la), en la que:

- T representa un atomo de oxigeno,

- Ryg representa un grupo adenina,

- Ri, Rz, Rs, R4, Rs, Rs, Rz, Rs, X, L, Ris, Ri7 y R19 son como se han definido anteriormente en el presente
documento,

- L representa
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/(MM)——

en el que m representa un numero entero elegido de 0 a 5, q representa 0, respondiendo dichos compuestos a la
siguiente férmula (li):

5
N
R
Rg R, 3 R, N
X A N\ ‘ /
Rye _ & "'1'1
R R R{ R, Ry 16
7 8
[0034] En una realizacion mas particular, la presente invencion proporciona compuestos de formula (la), en la que:
10 - Arepresenta:

siendo n un numero entero elegido entre 1,2 0 3,
15 - T representa un atomo de oxigeno,
- Rig representa un grupo adenina,
- R4, R2, R3, R4, Rs, Re, Rz, Rs, X, L, Ris, Ri7 ¥y Rig son como se han definido anteriormente en el presente
documento, respondiendo dichos compuestos a la siguiente formula (Ib):

[0035] En una realizacion mas particular, la presente invencion proporciona compuestos de formula (Ib), en la que:

"/H?NHJ\H?)_‘ :

en la que m representa un nimero entero elegido de 0 a 5, q representa 0,
- X, n, Ry, Ry, R3, Rs, Rs, Re, Rz, Rs, Ris, Ri7 y R19 son como se han definido anteriormente en el presente

- L representa
25
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documento, respondiendo dichos compuestos a la siguiente formula (Ic):

NH,
N « N
R Ry R, 0 l l )
NI Ko Ny
N H N
X Ry - e,
R4 R'2 l\ :: R16

R/ K

[0036] Aun en una realizacién mas particular, la presente invencion proporciona compuestos de formula (Ic), en la
que:

- Ri, Ry, R3, R4, Rs, Rs, Rz, Rg respectivamente representa un atomo de hidrégeno,
- Ryg representa un grupo etilo,

- Rs, R17, X son como se han definido anteriormente en el presente documento,

- nrepresenta un numero entero elegido entre 1,2 0 3,

- mrepresenta un numero entero elegido de 0 a 5,

respondiendo dichos compuestos a la siguiente formula (Id):

\“
R, R

[0037] En una realizacion favorable, la presente invencion proporciona compuestos de formula (Id), en la que:

- mrepresenta el nUmero entero 2,
- R4s, R17, X son como se han definido anteriormente en el presente documento,
- nrepresenta 1, 2 o 3, respondiendo dichos compuestos a la siguiente férmula (le)

2T
o
o
F
N

/ O N ' \‘:‘ '."‘/
), “ N Ry R

[0038] En otra realizacion favorable, la presente invencion proporciona compuestos de formula (Id), en la que:

- nrepresenta el nUmero entero 1,
- R4s, R17, X son como se han definido anteriormente en el presente documento,
- mrepresenta un numero entero elegido de 0 a 5, respondiendo dichos compuestos a la siguiente férmula
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NH,

0 le | \j‘

{/—]—mN O N
. R;;" R,

[0039] En ofra realizacion favorable, la presente invencion proporciona compuestos de formula (Id), en la que:

5 - Xrepresenta grupo -NO; o CN,
- R4s, Ri7 son como se han definido anteriormente en el presente documento,
- nrepresenta un numero entero seleccionado entre 1, 2 o0 3,
- mrepresenta un numero entero elegido de 0 a 5, respondiendo dichos compuestos a la siguiente formula (Ig+):

NH,

0 Iﬁ\ | N
/
-
RS R

17 16

10
o la siguiente férmula (1g2) :

Ry R

15 [0040] En una realizacién mas favorable, la presente invencion proporciona compuestos de formula (Igq), en la que:

- nrepresenta el nimero entero 1,
- m representa el nimero entero 2,
- Rse, Ry7 representa cada uno independientemente del otro OH, H,PO4, HSO4, OPO3(NH4)2, 0 cualquier sal de
20 estos grupos fosfato o sulfato,
respondiendo dichos compuestos a la siguiente férmula (lh1):
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NH,
. 'ﬁ\ | S
TRy

/_/ij\@)N ¥
O M
O,N O R}, R

[0041] En una realizacion mas favorable, la presente invencién proporciona compuestos de formula (lg2), en la que:

5 - nrepresenta el nUmero entero 1,
- mrepresenta el nimero entero 2,
- Rie, Ry7 representa cada uno independientemente del otro OH, H,PO4, HSO4, OPO3(NH4)2, 0 cualquier sal de
estos grupos fosfato o sulfato,
respondiendo dichos compuestos a la siguiente férmula (lhy) :
10

NH,

O

N

N
O
CN O Ry Ris
[0042] En una realizacion particularmente favorable, los compuestos de la presente invencion de férmula (la) se

seleccionan entre el grupo que comprende:
15

Compuesto 9

S S S
/—/j\Yf ’
f N\_ 5

0
O,N HO 0
HD—T:D
OH

10
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Compuesto 10

0214 AN

HO—P—0

CA)

OH

Compuesto 11

O~ i@r@

HD*-'-'“‘P_D

OH

NH,

Compuesto 12 SNy

J

Nﬂhﬂww EN

D—Pm.—D

OH

NH,
Compuesto 15 [ =N
" ! L)
/—/N © N
‘OH

11
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Compuesto 16

0: FP_ D{NH.;}
O(NH,)

[0043] Los compuestos de acuerdo con la invencion se pueden preparar de acuerdo con métodos bien conocidos
para un experto en la materia, que se describen en la bibliografia.

5
[0044] La presente invencidon también proporciona un método para preparar un compuesto de formula (la) que
comprende:
(i) preparar un compuesto de formula il
10
R6 R5 R3 R1
X A E Farmula (lI1)
R7 RS R4 R2 ’
en la que:
15 - Xrepresenta un grupo aceptor de electrones, elegido entre el grupo que comprende:
-NOg,
-CN,
-CHO,
20 -COCH,
-CF3,
-F,
-CH=C(CN),
-SOs3H,
25 -CONRgyR1g 0 SO2NRgR1o, en los que Rg y Rio cada uno representa independientemente del otro un
hidrégeno, un grupo alquilo (C+-Cs3) lineal o ramificado, o un grupo arilo,
- CORqg, en el que Rg representa un hidrégeno, un grupo alquilo (C4-C3) lineal o ramificado, o un grupo arilo, o
- un grupo tetrazolilo,
- A representa un enlace elegido entre el grupo que comprende:
30
(a)-C=C-, o
(b)
M1
P
M) ,
35
en el que:
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- My Mz representan independientemente el uno del otro H, F, CI, Bro |,
- nesunnumero entero elegido entre 1, 2 0 3,

- cada uno de Ry, Ry, R3, R4, Rs, Rs, R7 0 Rg se selecciona independientemente entre el grupo que comprende:

- H,
- F,ClL,Brl,
- un alquilo (C4-C,) lineal o ramificado, opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes elegidos entre:

- OH,

- NR11R12, en el que R11 y Rq2 cada uno representa independientemente del otro un hidrégeno o un
grupo alquilo (C4-Cs3) lineal o ramificado, o

- COOR1, en el que R11 representa un hidrogeno o un grupo alquilo (C4-Cs) lineal o ramificado,

- CONHR13 0 NH CO Ry3, en el que Ry3 representa un grupo alquilo (C4-C4) lineal o ramificado,

- E representa -NR19R1s, en el que:

R1g se elige entre:

- un hidrégeno,

- un grupo alquilo (C4-Cs) lineal, en particular un etilo, estando dicho grupo alquilo opcionalmente
sustituido con uno o mas grupos seleccionados entre: grupo -OH, grupo -NHz, grupo -COOH, CONH-
arilCOOH (arilo = fenilo, naftilo, bifenilo), NHCOarilCOOH, NHCOarilOSO3H, o NHCOarilSO3H,

- un grupo organico hidrosoluble, en particular PEG,

- R1s representa [-CH2]-NHZ, en el que t es un numero entero elegido de 1 a 5, y Z representa a grupo
protector elegido entre el grupo que comprende ftaloilo (phth), terc-butiloxicarbonilo (Boc), bencilo (Bn),

(i) hacer reaccionar dicho compuesto de formula Ill con un compuesto de férmula li(a)

T
HDDC—Q‘RH
. Formula (lla)

[l
5 L
A *a

0z;" 0z,

en la que:

- Z1 y Z, representan grupo protector de alcohol elegido entre bencilo, benzoilo, silil éter tal como TMS
(trimetilsililo) u OZ4 y OZ, que forman en conjunto un grupo isopropilideno,

- R1g representa una base de purina o una base de pirimidina, en particular adenina, guanina, hipoxantina,
timina, uracilo o citosina, preferentemente adenina,

para obtener un compuesto que se desprotege para producir compuestos de férmula (la), en la que Ris y R17 son
OH.

[0045] Dicho compuesto se trata con un fosfato o un derivado de sulfato para producir el compuesto de la invencion,
en el que R15 o R17 es H2PO4, HSO4 u OPO3(NH4)2.

[0046] La reaccion en la etapa (ii) se puede realizar, por ejemplo, en DMF anhidra (dimetilformamida) en presencia
de HBTU (hexafluorofosfato de 1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio).

[0047] ElI compuesto de formula Il es un cromdéforo que tiene una absorcion maxima a una longitud de onda
encontrada en el intervalo de 300 nm y 700 nm con un coeficiente de extincion molar superior a 10 000M™.cm” y
éste puede emitir fluorescencia con una excitacion de dos fotones a una longitud de onda entre 700 nm y 1100 nm,
con una seccioén transversal de dos fotones o, superior a 30 GM, preferentemente superior a 100 GM.

[0048] A modo de ejemplo, una mezcla de los compuestos 9 y 10 se puede sintetizar de acuerdo con el esquema
representado en la Figura 1A.

[0049] Cuando A representa
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si n = 1, entonces el compuesto de formula | se puede considerar un derivado de estilbeno, en el que el doble enlace
entre el grupo fenilo puede estar ya sea en forma cis o en forma trans. Los compuestos de forma cis no son activos,
ya que son incapaces de unirse a eNOS y do no inhiben la actividad de eNOS, mientras que los compuestos de
forma trans son activos y pueden inhibir de forma eficaz la actividad de eNOS; si n = 2 0 3, entonces el compuesto
de la presente invencion es activo, aunque todos los dobles enlaces en A estén en la forma trans.

[0050] De modo interesante, ya que no son activos en la forma cis, estan desprovistos de efectos secundarios y se
pueden administrar en forma inactiva y transformar en la forma activa directamente in situ después de radiacion.

[0051] Con radiacion laser a una longitud de onda entre 300 nm y 700 nm, los compuestos de la presente invencion
preparados como una mezcla de isémeros cis y trans o como el isémero cis puro se pueden transformar en la forma
trans activa después de la excitacion de dos fotones. La mezcla cis-trans se podria obtener siguiendo una ruta de
sintesis distinta que implica acoplamiento de Wittig como la etapa fundamental. El modelado molecular muestra que
el isdmero cis no se puede unir al sitio de NADPH y es inactivo.

[0052] Como un ejemplo, el siguiente esquema representa la transformacion del isémero cis del compuesto A en el
isdmero trans con radiacion de luz visible.

HO—T=0
OH

[0053] En una realizacion, la presente invencion proporciona los compuestos de formula (I) mencionados
anteriormente en forma trans, en los que el enlace A entre dos arilos de los compuestos mencionados anteriormente
se representa con
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en el que M1y M; representan independientemente el uno del otro H, F, Cl, Bro I.

[0054] En una realizacién en particular, la presente invencion proporciona los compuestos de férmula (1), (1a), (li),
mencionados anteriormente, cuando el enlace entre dos arilos de los compuestos mencionados anteriormente es un
doble enlace, (Ib), (Ic), (Id), (le), (If), (Ig1), (1g2), (Ih1), (Ihz) y los compuestos 9, 10, 11, 12, 15 0 16 en forma trans
biol6gicamente activa.

[0055] En ofra realizacion, la presente invencion proporciona los compuestos de formula (I) mencionados
anteriormente en forma cis, en los que el enlace A entre dos arilos de los compuestos mencionados anteriormente
se representa con

M, _
/( Mgl— )\.

en el que My y My representan independientemente el uno del otro H, F, CI, Bro I.

[0056] En una realizacién en particular, la presente invencion proporciona los compuestos de férmula (1), (1a), (li),
mencionados anteriormente, cuando el enlace entre dos arilos de los compuestos mencionados anteriormente es un
doble enlace, (Ib), (Ic), (1d), (le), (If), (Ig4), (Ig2), (Ih1), (Ih2) y los compuestos 9, 10, 11, 12, 15 0 16 en forma cis.

[0057] La presente invencion también proporciona compuestos de formula (I) como un farmaco para su uso en
quimioterapia.

[0058] En una realizacion, la presente invencion proporciona un compuesto de férmula (I) para uso como un agente
antiangiogénico en quimioterapia para el tratamiento de canceres, en particular para el tratamiento de canceres
superficiales, tales como melanomas, canceres del tracto respiratorio superior, o canceres del tracto aerodigestivo
superior.

[0059] La presente invencion también proporciona compuestos fotoactivables de formula (1), en la que el enlace A
entre dos arilos de los compuestos mencionados anteriormente es un doble enlace.

[0060] En una realizacion, la presente invencion proporciona el uso de un compuesto de férmula (I) como un agente
de formacién de imagenes para diagndstico de cancer, en particular para diagnostico de cancer superficial.

[0061] La presente invencidon también proporciona una composicion fotoactivable que comprende al menos un
compuesto de férmula (1), en la que el enlace A se representa mediante

A Mfl_ )\

y estd en la forma cis, o el enlace A esta tanto en la forma cis como frans, en el que My y M, representan
independientemente el uno del otro H, F, Cl, Bro I.

[0062] De acuerdo con la presente invencion, los compuestos de férmula (1) o sus sales farmacéuticamente
aceptables son utiles en composiciones farmacéuticamente aceptables. Las composiciones farmacéuticas de
acuerdo con la invencion comprenden como principio activo uno o mas de los compuestos de férmula (l) o sus sales
farmacéuticamente aceptables, en combinacién con excipientes y/o diluyentes o vehiculos farmacéuticamente
aceptables. Se puede usar cualquier material vehiculo convencional. El material vehiculo puede ser un material
vehiculo inerte organico o inorganico, por ejemplo uno que sea adecuado para administracion oral o para inyeccion
in situ. Algunos vehiculos adecuados incluyen agua, gelatina, goma arabiga, lactosa, almidén, estearato de
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magnesio, talco, aceites vegetales, polialquilen-glicoles, glicerina y vaselina. Algunos aditivos adicionales tales como
agentes saborizantes, conservantes, estabilizantes, agentes emulgentes, tampones y similares se pueden afiadir de
acuerdo con practicas aceptadas de formulacion de compuestos farmacéuticos.

[0063] Las preparaciones farmacéuticas se pueden preparar en cualquier forma convencional que incluye una forma
soélida para administracion oral tal como comprimidos, capsulas, pildoras, polvos, granulos, y supositorios rectales.
Las preparaciones farmacéuticas se pueden esterilizar y/o pueden contener adyuvantes tales como conservantes,
estabilizantes, agentes humectantes, emulgentes, sales para variar la presién osmética y/o tampones.

[0064] Los compuestos de la invencion también se pueden administrar a un paciente de acuerdo con la invencion
mediante vias tdpica (incluyendo transdérmica, bucal o sublingual), o parenteral (incluyendo intraperitoneal,
subcutanea, intravenosa, intradérmicas o intramuscular).

[0065] Ademas, las preparaciones farmacéuticas también pueden contener un compuesto de formula (I), en
particular de formula (la), y otros agentes anticancer, elegidos entre el grupo que comprende:

- un agente antiangiogénico, seleccionado entre Cilengitide, Vandetanib, Lenalidomida, Talidomida, Trioxido de
Arsénico, Bevacizumab, anti-VEGFR-1, anti-VEGFR-2, anti-PDGFR, anti-FMS-FLT-3, anti-TK1,

- agentes de alquilacion, seleccionados entre Bendamustina, Temozolomida, Meclortamina, Ciclofosfamida,
Carmustina, Cisplatino, Busulfan, Tiotepa, o Decarbazina,

- agentes antimetabolitos, seleccionados entre Pentostatina, Metotrexato, Pemetrexed, Floxuridina, Fluorouracilo,
Citarabina, Mercaptopurina o Tiguanina,

- antibidticos citotdxicos seleccionados entre Rubitecan, Mitomicina C, Daunorrubicina, Doxorrubicina, Bleomicina,
Plicamicina, Mitoxantrona HCI, u Oxaliplatino, o

- derivados de plantas, seleccionado entre Vinorelbina, BMS 184476, sulfato de Vincristina, Vinblastina, Docetaxel
taxol, para una administracién simultanea, separada o secuencial.

[0066] La presente invencion proporciona un método para inhibir una enzima elegida entre 6xido nitrico sintasa, en
particular 6xido nitrico sintasa endotelial, 6xido nitrico sintasa neuronal, éxido nitrico sintasa inducible, reductasas,
en particular P450 reductasas, catalasas y NADHP oxidasas que comprende la etapa de:

- mezclar un compuesto de formula (1), en la que el enlace A entre dos arilos de los compuestos mencionados
anteriormente se representa con triple enlace, con una muestra bioloégica que contiene dicha enzima.

[0067] La presente invencién también proporciona un método para inhibir una enzima elegida entre 6xido nitrico
sintasa, en particular éxido nitrico sintasa endotelial, éxido nitrico sintasa neuronal, 6xido nitrico sintasa inducible,
reductasas, en particular P450 reductasas, catalasas y NADHP oxidasas que comprende la etapa de:

(a) Mezclar un compuesto de férmula (1), en la que el enlace A entre dos arilos de los compuestos mencionados

anteriormente se representa con
M, D..l'l1
:4:\ 7
-~ et -
M,
. o ME ,

en forma cis o mezcla cis-trans con una muestra bioldgica que contiene dicha enzima,
(b) Radiar con luz la muestra en condiciones apropiadas para transformar la forma cis en compuesto activo de
dicha forma trans.

[0068] La presente invencion se ilustra mediante las siguientes figuras y ejemplos.
Figuras:
[0069]

La Figura 1A ilustra la ruta de sintesis del ejemplo 1 para obtener el compuesto 9 y el compuesto 10,
denominando a dicha muestra YL3 en lo sucesivo en el presente documento. La N-etil anilina se hace reaccionar
con el compuesto 1 en presencia de NaBH(OAc)s para obtener el compuesto 2. El compuesto 2 se transforma en
el compuesto 3 en una formilacién de Vilsmeier. La condensacion de Knoevnagel entre el acido 4-nitrofenil-
acético y el compuesto 3 conduce al compuesto 4 derivado de estilbeno. El compuesto 5 se obtiene a partir del
compuesto 4 por tratamiento en presencia de NaBHs-HOAc. El compuesto 6 es un derivado de adenosina
obtenido por oxidacién de la 2’,3-isopropilidenadenosina disponible en el mercado. El acoplamiento entre el
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compuesto 5 y el compuesto 6 para obtener el compuesto 7 se realiza en DMF anhidra en presencia de HBTU.
Después de desproteccion del motivo de isopropilideno del compuesto 7, la reaccion de fosforilacion se realiza
en presencia de clorodietilfosfato iba seguido de una reaccion de hidrélisis acida para obtener los compuestos 9
y 10 y isoméricos denominados YL3 en el presente documento. Los dos isdmeros se obtienen en una proporcion
de aproximadamente 40:60.

La Figura 1B ilustra la ruta de sintesis para obtener el compuesto 15 y el compuesto 16, denominando a dicha
muestra NS2 en lo sucesivo en el presente documento. La N-etil anilina se hizo reaccionar con el compuesto 1
en presencia de NaBH(OAc)s para obtener el compuesto 2. El compuesto 2 se formilé en el compuesto 3
siguiendo una reaccion de Vilsmeier. La condensacion de Knoevnagel entre el acido 4-cianofenil-acético y el
compuesto 3 conduce al derivado de estilbeno 17. El compuesto 18 se obtuvo a partir del compuesto 17 por
tratamiento en presencia de NaBH4-HOAc. El compuesto 6 era un derivado de adenosina obtenido por oxidacion
de la 2’,3-isopropilidenadenosina disponible en el mercado. El acoplamiento entre el compuesto 18 y el
compuesto 6 para obtener el compuesto 13 se realiz6 en DMF anhidra en presencia de HBTU. Después de
desproteccion del motivo de isopropilideno del compuesto 13, la reaccion de fosforilacion se realizé en presencia
de clorodietilfosfato y fue seguida de una reaccion de hidrdlisis acida para obtener una mezcla de los
compuestos 15, 15°, 16 y 16’ isoméricos denominados NS2 en el presente documento. Los cuatro isémeros
correspondian a una mezcla de los estilbenos isoméricos 15y 16 Z y E, con el grupo fosfato en la posicion 2’ o
3’, en una proporcion de 30:25:25:20.

La Figura 2A ilustra la competicion entre YL3 y NADPH en la inhibicion de la formacion de NO sintetizado
mediante la NO-sintasa neuronal, de acuerdo con el ejemplo 2.1. La formacién de NO se midié en presencia de
diversas concentraciones de NADPH (10, 25, 50 y 100 pM) y en ausencia (d), o en presencia de 5 (m), 25 (V), 50
(o) 0 100 (O) 1 uM de YL3.

La Figura 2B muestra la dependencia lineal entre K s (eje de coordenadas) y la concentracién de YL3 (eje
horizontal). La interseccion con el eje x indica un valor de K; de 17 uM. Estos datos son representativos de un
experimento habitual. Estos datos muestran que la inhibicién de la formaciéon de NO catalizada por NOS neuronal
es competitiva con respecto al cofactor de NADPH.

La Figura 3A ilustra los efectos de YL3 en las tasas de formacion del aducto de espin BocMPO-OOH, de acuerdo
con el ejemplo 2.4. Las producciones de O, mediante nNOS (en ausencia de L-arginina y HsB) se midieron
mediante inmovilizacion del espin en presencia de BocMPO seguido de espectroscopia EPR. Las intensidades
de la segunda linea del aducto de espin BocMPO-OOH (flechas en la Figura 3B) se informaron como una funcion
del tiempo de las incubaciones realizadas en tampdn solo (e, sin YL3), o en presencia de YL3 15 uM (A) 0 100
MM (o). El ajuste lineal de los puntos de datos se muestra como (-), (— _) y (- -) respectivamente. El eje horizontal
representa la intensidad del campo magnético. El eje de coordenadas representa la intensidad de la sefial de
EPR. Estos resultados muestran que YL3 inhibe la formaciéon de aniones superdxido mediante nNOS en
condiciones de acoplamiento. La Figura 3B muestra el espectro de EPR de un aducto de espin Boc-MPOOH.

La Figura 4 presenta las medidas de produccién de anion superéxido a partir de arcos aodrticos aislados después
de la adicion de YL3 (10 yM) o vehiculo mediante la sonda de espin de EPR (Cat1-H), de acuerdo con el ejemplo
3. Las medidas se realizaron a 37 °C directamente por capilaridad en el resonador del Espectrometro Magnettech
MiniScope MS200 de EPR de banda de X CW equipado con controlador de temperatura. Los arcos aodrticos (con
una longitud de aproximadamente 2 mm) se obtuvieron a partir de aorta aislada de ratones C57BL/6, macho, de
15 semanas de edad. El nivel de iones superoxido se produjo por via extracelular mediante arcos aodrticos
aislados y se detectd mediante la formacion de los radicales Cat1., se controlé en presencia (A) o ausencia (o)
de YL3; el nivel basal corresponde al vehiculo solo en ausencia de arcos aérticos con o sin YL3.

La Figura 5A representa el espectro de NOS neuronal sola (5 uM) (linea con triangulo abierto), o de YL3 solo (30
MM) (linea con circulo negro), o de NOS que se une a YL3 (usando concentraciones variables de YL3, de 0 a 30
MM, en presencia de NOS 5 pM) (lineas sin marcador) con la condicion de excitacion de dos fotones (Aex, 2-fotones
= 940 nm; las medidas se realizaron de acuerdo con el método que se describe en el ejemplo 4 (parte 4.1). El eje
horizontal representa la longitud de onda de emisidon de fluorescencia de muestras. El eje de coordenadas
representa la intensidad de emision de fluorescencia.

La Figura 5B presenta el estudio de valoracion del complejo YL3-nNOS, como se muestra por lo general en la
Fig 5A. El eje horizontal representa la concentracion de YL3 en una muestra que contiene nNOS. El eje de
coordenadas representa la emision de fluorescencia del complejo YL3-nNOS a 630 nm en condiciéon de
excitacion de dos fotones (Aex, 2-fotones = 940 nm).

La Figura 6A presenta la fluorescencia emitida por células HUVEC observada mediante microscopia de dos

fotones, de acuerdo con el ejemplo 5. Las células se incubaron con YL3 1 yM o 5 pM. El cultivo celular sin YL3
se usa como control. La longitud de onda de excitacion fue 840 nm (Emision: 500-650 nm).
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Figura 6B: La fotografia a la izquierda ilustra formacion de imagenes de epifluorescencia obtenida en células
HUVEC incubadas con YL3. El diagrama a la derecha presenta espectros de emisiéon de fluorescencia a partir de
zonas brillantes (o) o a partir de citoplasma (A). El eje horizontal representa la longitud de onda (nm) de la
fluorescencia. El eje de ordenadas representa la intensidad de la fluorescencia.

La Figura 7 representa el efecto de YL3 (10 pM) en la relajacion dependiente del epitelio de aorta de ratones
contraido previamente mediante KCI. En presencia de catalasa, indometacina (un inhibidor de la cicloxigenasa) y
una concentracion elevada de potasio extracelular, la relajacion de los arcos adrticos de ratones, inducida por
estimulacion mediante receptores muscarinicos solamente descansa en el NO producido por células
endoteliales. En esta situacion, el YL3 inhibe la relajacion inducida por acetilcolina, tal como se espera para un
inhibidor de eNOS.

Figura 8: muestra el efecto de YL3 (0, 3 o 100 uM) inhibiendo la formacién del tubo endotelial estimulada por
tratamiento con VEGF, de acuerdo con el ejemplo 8. El alcance de la red endotelial en las diferentes condiciones
sometidas a ensayos siempre se comparé dentro de un mismo conjunto de experimentos y se usaron valores
relativos para comparaciones interensayos. En estos experimentos se usaron 3-5 placas sembradas en Matrigel
mediante pasaje con Células Endoteliales de Vena Umbilical Humana (HUVEC). Las fotografias de la columna a
la izquierda muestran células antes del tratamiento con concentracion de YL3 diferente. Las fotografias de la
columna a la derecha muestran células después de 48 horas de tratamiento con YL3 3 yM o 100 uM, y muestra
de control solo con tratamiento con VEGF.

Figura 9: muestra la formacion de imagenes de HUVEC vivas usando las propiedades de fluorescencia de dos
fotones de NS1 y la colocalizacion del complejo de Golgi. Las HUVEC se trataron con NS1 5 uM y se observaron
adicionalmente con excitacion de dos fotones (840 nm; ajuste de emision: 520-680 nm) (a). El panel b muestra la
tincion del nucleo con Hoechst 33342 de HUVEC tratadas con NS1 (excitacion de dos fotones, 740 nm; emision
a 410-510 nm). Panel ¢, imagen combinada de a y b. Panel d, imagen de dos fotones de control de HUVEC no
tratadas en el mismo entorno (insercion: tincion del nucleo de células de control). (e-h) Formacion de imagenes
de colocalizacion de NS1 y del complejo de Golgi: las HUVEC vivas se trataron con NS1 (5 uM) y rastreador de
Golgi (BODIPY TR Ceramida; 5 yM) durante 60 min. El panel e muestra el canal de formacion de imagenes de
NS1 (excitacion de un foton, 488 nm; ajuste de emision: 520-680 nm). El panel f muestra el canal de formacion
de imagenes del rastreador de Golgi (excitacion de un fotén, 543 nm; ajuste de emision: 600-650 nm). Panel g,
imagen combinada de e y f (con tincion del ndcleo). Las zonas de color amarillo indican colocalizacién de NS1 'y
del aparato de Golgi. El panel h, corresponde a la imagen de transmisién de DIC.

Figura 10: muestra la formacion de imagenes de colocalizacion de NS1 y Reticulo Endoplasmatico (ER),
Mitocondria o Endosoma Temprano (EEA1). (a) Imagen combinada de NS1 y ER. (b) Imagen combinada de NS1
y mitocondria. Las HUVEC vivas se trataron con NS1 (5 pM) y rastreador de ER (colorante Rojo ER-TrackerTM;
100 nM) o MitoTracker (MitoTracker® Rojo Profundo FM; 50 nM) durante 30 min y adicionalmente se observé con
microscopia confocal. (c) Imagen combinada de NS1 y EEA1. Las HUVEC vivas se trataron con NS1 (10 pM)
durante 60 min antes de fijacion e inmunotincién de EEA1, y adicionalmente se observaron con microscopia
confocal. Los anticuerpos primario y secundario para inmunotincién fueron IgG de conejo policlonal para EEA1-
Marcador de Endosoma Temprano y de burro anti-conejo Alexa Fluor® 594 (H+L), respectivamente. Ajustes de
excitacion y de emisiéon: NS1 (exc. 488 nm; em. 520-680 nm), ER (exc. 543 nm; em. 590-670 nm), mitocondria
(exc. 633 nm; em. 650-700 nm), EEA1 (exc. 543 nm; em. 590-700 nm).

Figura 11: presenta experimentos de colocalizacion de NS1 con eNOS. (a-f) Formacion de imagenes de
colocalizacion de NS1 y eNOS. Las HUVEC vivas se trataron con NS1 (10 uM) durante 60 min antes de fijacion e
inmunotincion de eNOS. Los anticuerpos primario y secundario para inmunotinciéon fueron IgG de ratén anti-
eNOS/NOS purificada de Tipo lll y cabra anti-raton AlexaFluor® 594 (H+L), respectivamente. Los paneles a y d
muestran el canal de formacién de imagenes de NS1 (excitacion de un fotdén, 488 nm, y excitacion de dos
fotones, 840 nm, respectivamente; ajuste de emision: 520-680 nm). El panel b y e muestran el canal de
formacién de imagenes de eNOS (excitacion de un fotdn, 543 nm; ajuste de emisién: 590-700 nm), que
corresponde a a y d, respectivamente. Panel c: imagen combinada de a y b. Panel f: imagen combinada de d y
e. Las zonas de color amarillo a naranja indican colocalizacion de NS1 y eNOS. En los paneles c y f también se
muestra la tincién del nucleo con Hoechst 3342.

Ejemplo 1: Formacion de modelos moleculares y Sintesis de mezcla YL3
1.1 Formacion de modelos moleculares

[0070] La simulacion de MD del complejo nNOS-YL3 se realizé usando el programa NAMD (Phillips et al., J Comput
Chem 2005, 26, 1781-802) con el campo de fuerza CHARMM27. El sistema molecular formado con enzima dimérica
de rata nNOS, FAD, FMN (PDB ID 1TLL) e YL3 se centré en una celda cubica de moléculas de modelo de agua de
TIP3P equilibradas previamente (Jorgensen et al, J. Chem. Physiol. 1983, 79, 926-35). Las interacciones de
prostatica se calcularon sin truncamiento, usando el algoritmo de suma de Ewald de malla de particula. El sistema se
hizo electrostatico ambiente neutro mediante la adicién aleatoria de 20 cationes de sodio. Las interacciones de van
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der Waals se desplazaron ligeramente a cero entre 10,0 Ay 12,0 A. La concentracion irénica del sistema se ajusté a
0,15 M mediante la adicion aleatoria de iones de sodio y cloruro. La lista de las interacciones no unidas se truncé a
13,5 A. La energia del sistema se minimizé durante 5000 etapas usando el algoritmo de minimizacién de energia de
gradiente conjugado mientras que los atomos de soluto se limitaron armoénicamente en sus posiciones iniciales con
una fuerza constante de 50,0 kcal/mol/A2, Ademas, el sistema se calent6 linealmente a 300 K durante 60 ps. Las
longitudes de los enlaces que contenia atomos de hidrégeno se fijaron con el algoritmo SHAKE (Ryckaert et al., J.
Comp. Phys. 1977, 23, 327-41) y las ecuaciones de movimiento se iteraron usando una etapa de tiempo de 2 fs en
el integrador de Verlet de velocidad. La simulacién de la dinamica molecular en condiciones convencionales (NPT)
se uso adicionalmente para equilibrar el sistema y para la realizacion de la produccién. Durante la fase de equilibrio,
las limitaciones aplicadas en los atomos de soluto se redujeron gradualmente de 5,0 kcal/mol/A? a cero. La presion y
la temperatura se limitaron a 1 atm y 300 K, respectivamente. Se produjeron dos trayectorias de 10 ns cada una para
YL3 que forma complejo con nNOS.

1.2 Sintesis de los compuestos 9 y 10 (denominados YL3 en el presente documento) (Figura 1A) y de los
compuestos 15y 16 (denominados NS2 en el presente documento) (figura 1B)

[0071] Se realizé TLC en placas revestidas previamente Gel de Silice 60F-254 (Merck); los componentes se
detectaron con luz UV. Los espectros de RMN H y 3C se registraron con un espectrometro de 250 MHz Biospin
Avance Il de Bruker, y los desplazamientos quimicos se refieren a un patrén interno de MesSi (8 = 0,00). Los
espectros de masas se registraron mediante ionizacion por electronebulizacion (ESI) en modos de deteccion de
ionizacion tanto positiva (ESI+) como negativa (ESI-). Los analisis elementales se realizaron en ICSN (Gif sur Yvette,
Francia) y los espectros de masas de alta resolucion (HRMS) se obtuvieron con ESI en modo de deteccion del
tiempo de vuelo (TOF) en un espectrometro LCT (Waters-Micromass) en ICSN (Gif sur Yvette, Francia). El
ftalimidoacetaldehido (compuesto 1) se preparé de acuerdo con un procedimiento conocido (Safavy et al.,
Bioconjugate Chem 2002, 13, 317-26). El acido carboxilico 6 se preparé a partir de 2’,3-isopropiliden adenosina
como se informara anteriormente (Ha y Nair, Tetrahedron Lett 1996, 37, 1567-70).

[0072] Compuesto 1: se afiadié HCI (0,1 N, 42 ml) a una solucién de dietil acetal de ftalimidoacetaldehido (4,18 g,
15,1 mmol) en AcOH (42 ml). La suspension resultante se calenté a 60 °C durante 24 h. El disolvente se evaporo y
la mezcla se disolvié en CHCl,. La fase organica se lavé con NaHCOs; ac. sat., H2O, se seco sobre MgSO4 y se
evapor6 para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color marrén (2,72 g, 95%). Los datos
fisicos son coherentes con los informados anteriormente.

[0073] Compuesto 2: se afiadié NaBH(OAc)s (3,05 g ;14,4 mmol) a una solucién de N-etilanilina (1,16 g ; 9,6 mmol) y
2-ftalimidoacetaldehido (1) (2,72 g, 14,4 mmol) en CHxCl, (28 ml). Después de 24 h a 20 °C, se afiadio CH.Cl, y la
fase organica se lavé con H2O, se secé (MgSO.) y se evapord. El producto en bruto se purificd por cromatografia
sobre gel de silice (CH2Cl,-ciclohexano a 80:20) para proporcionar 2 en forma de un soélido de color amarillo (2,71 g,
96%). RMN "H (250 MHz, CDCl3): & 7,85 (m, 2H), 7,71 (m, 2H), 7,24 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 6,86 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 6,67
(t, J =7,8 Hz, 1H), 3,91 (dd, J = 6,5, 8,1 Hz, 2H), 3,58 (dd, J = 6,5, 8,1 Hz, 2H), 3,46 (c, J = 6,9 Hz, 2H), 1,22 (t, J =
7,0 Hz, 3H). RMN "*C (63 MHz, CDCl3): 5 168,0 (C), 147,2 (C), 133,7 (CH), 131,8 (C), 129,2 (CH), 123,0 (CH), 116,0
(CH), 111,9 (CH), 47,8 (CH>), 44,6 (CHz), 35,0 (CHz2), 12,2 (CH3). MS: m/z = 295 (MH"). Anal. calc. para C1gH1sN205
(294,14), C 73,45, H 6,16, N 9,52. Encontrado C 73,33, H 6,17, N 9,62.

[0074] Compuesto 3: se afiadid oxicloruro de fosforo (POCIs, 5,24 ml) gota a gota a una soluciéon del compuesto 2
(2,71 g, 9,2 mmol) en piridina anhidra (4,50 ml) y DMF (55 ml), a 0 °C en una atmodsfera de Ar. Después de 24 h a
TA, se afiadio hielo (~ 600 g) y se agité durante 30 min. El precipitado se filtrd, se lavo y se disolvié con CHyCl,. La
fase organica se separd de H;O, se secd (MgSO.) y se evaporé. El producto en bruto se filtrd sobre gel de silice
(Et20) para proporcionar 3 en forma de un sélido de color amarillo palido después de la evaporacion del disolvente
(2,84 g, 96%). RMN "H (250 MHz, CDCl3): 8 9,67 (s, 1H), 7,82 (m, 2H), 7,69 (m, 4H), 6,81 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 3,89
(dd, J = 6,6, 7,3 Hz, 2H), 3,63 (dd, J = 6,6, 7,3 Hz, 2H), 3,50 (c, J = 7,3 Hz, 2H), 1,21 (t, J = 7,3 Hz, 3H). RMN °C (63
MHz, CDCls): & 189,9 (CH), 168,0 (C), 152,0 (C), 134,0 (CH), 132,1 (CH), 131,6 (C), 125,2 (C), 123,2 (CH), 111,8
(CH), 47,6 (CHo), 44,9 (CH.), 34,6 (CH.), 12,1 (CH3). MS: m/z = 323 (MH"). Anal. calc. para C19H1sN203 (322,13), C
70,79, H 5,63, N 8,69. Encontrado C 70,28, H 5,62, N 8,62.

[0075] Compuesto 4: Una solucion de acido 4-nitrofenil acético (1,55 g, 8,6 mmol) y piperidina (655 mg, 7,7 mmol)
en CHyCI; (~ 10 ml) se agit6 a TA durante 10 min, y el compuesto 3 (2,48 g, 7,7 mmol) se afiadié a la mezcla.
Después de 10 min a TA, se evaporé CH,ClI; y la reaccion se calenté a 100 °C al vacio (15 mm de Hg) durante 3 h, a
continuacion a 150 °C / 15 mm de Hg durante 3 h. El producto en bruto se purificé por cromatografia sobre gel de
silice (CH2Clz-ciclohexano a 80:20) para proporcionar 4 en forma de un sélido de color (2,21 g, 65%). RMN H (500
MHz, CDCls): & 8,16 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 7,83 (m, 2H), 7,70 (m, 2H), 7,53 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 7,40 (d, J = 8,8 Hz, 2H),
7,14 (d, J = 16,2 Hz, 1H), 6,87 (d, J = 16,2 Hz, 1H), 6,80 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 3,88 (dd, J = 6,7, 8,1 Hz, 2H), 3,58 (dd,
J=6,7,8,1Hz, 2H), 3,46 (c, J = 7,0 Hz, 2H), 1,20 (t, J = 7,0 Hz, 3H). RMN "C (63 MHz, CDCl3): 5 168,3 (C), 148,0
(C), 145,9 (C), 145,0 (C), 134,1 (CH), 133,5 (CH), 132,0 (C), 128,7 (CH), 126,1 (CH), 124,5 (C), 124,1 (CH), 123,3
(CH), 121,7 (CH), 112,1 (CH), 48,0 (CH2), 45,1 (CH2), 35,1 (CH,), 12,4 (CH3). MS: m/z = 442 (MH"). Anal. calc. para
Ca6H23N304 (441,17), C 70,73, H 5,25, N 9,52. Encontrado C 70,19, H 5,13, N 9,53.
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[0076] Compuesto 5: se afadié NaBH; (806 mg, 21,5 mmol) a una suspensiéon de 4 (1,88 g, 4,3 mmol) en
isopropanol / agua (6 / 1, 120 ml). Después de 1 h a 60 °C, se afiadié acido acético (8 ml) a TA y la reaccion se
mantuvo a 80 °C durante 48 h. El isopropanol se evaporé y el precipitado se filtr6. El producto en bruto se purifico
por cromatografia sobre gel de silice (MeOH:CH2Cl,: NH4sOH = 3:97:0,25) para proporcionar 5 en forma de un solido
de color rojo (1,02 g, 77%). RMN "H (250 MHz, DMSO-de): 5 8,17 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 7,75 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 7,49
(d, J =8,9 Hz, 2H), 7,41 (d, J = 16,4 Hz, 1H), 7,10 gd, J=16,4 Hz, 1 H), 6,76 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 3,42 (m, 4H), 2,83
(t, J = 6,6 Hz, 2H), 1,09 (t, J = 7,0 Hz, 3H). RMN ™°C (63 MHz, DMSO-ds): & 148,1 (C), 145,2 (C), 145,1 (C), 133,9
(CH), 128,7 (CH), 126,3 (CH), 124,0 (CH), 123,6 (C), 120,9 (CH), 111,6 (CH), 49,8 (CHy), 44,4 (CH,), 37,8 (CHy),
12,0 (CH3). HRMS (ESI) calculado para C1gH22N302 (MH') m/z 312,1712, encontrado 312,1701.

[0077] Compuesto 7: se afiadieron EtsN (0,8 ml) y HBTU (2,18 g, 5,7 mmol) a una solucién de 5 (1,19 g, 3,8 mmol) y
acido uronico 6 (1,23 g, 3,8 mmol) en DMF anhidra (130 ml). Después de 48 h a TA en una atmédsfera de Ar, se
evapor6 DMF y el tratamiento habitual con EtOAc / H,O proporcioné el producto en bruto que se purificé por
cromatografia sobre 1gel de silice (EtOAc-CHCl, a 60:40) para proporcionar 7 en forma de un solido de color rojo
(1,64 g, 70%). RMN 'H (250 MHz, DMSO-dé): 6 8,29 (s, 1 H), 8,17 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 8,11 (s,1H), 7,75 (d, J = 8,8
Hz, 2H), 7,72 (s, 1H, D-O intercambiable), 7,45 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,39 (d, J = 16,4 Hz, 1H), 7,33 (s, 2H, DO
intercambiable), 7,08 (d, J = 16,4 Hz, 1H), 6,67 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,37 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 5,43 (dd, 1H, J = 1,9, 6,1
Hz, 1H), 5,40 (dd, 1H, J = 1,6, 6,1 Hz, 1H), 4,57 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 3,31-3,24 (m, 6H), 1,54 (s, 3H), 1,34 (s, 3H),
1,03 (t, J = 7,0 Hz, 3H). RMN °C (63 MHz, DMSO-ds): & 168,9 (C), 156,0 (C), 152,4 (CH), 148,8 (C), 148,1 (C),
145,3 (C), 145,1 (C), 140,5 (CH), 133,9 (CH), 128,7 (CH), 126,2 (CH), 124,0 (CH), 123,4 (C), 120,7 (CH), 118,9 (C),
112,9 (C), 111,3 (CH), 89,5 (CH), 86,0 (CH), 83,2 (CH), 83,1 (CH), 47,7 (CHy), 44,2 (CHy), 35,7 (CH>), 26,7 (CH3),
25,0 (CH3), 12,0 (CH3). MS: m/z = 615 (MH"). Anal. calc. para Cs1H3sNsOs (614,26), C 60,58, H 5,58, N 18,23.
Encontrado C 59,98, H 5,53, N 18,11.

[0078] Compuesto 8: se afiadio HCI (1 M, 20 ml) a una solucion de 7 (0,75 g, 1,2 mmol) en THF (30 ml). Después de
24 h a 60 °C, se afiadio K;CO3 sat. Hasta un pH ~ 10 y la THF se retird por evaporacion. El precipitado se filtro, se
lavo (pH ~ 7) y se secd para proporcionar 8 en forma de un sélido de color rojo (0,67 g, 96%). RMN "H (250 MHz,
DMSO-de): 6 9,16 (t a, 1H, D20 intercambiable), 8,37 (s, 1H), 8,18 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 8,08 (s, 1H), 7,76 (d, J = 8,9
Hz, 2H), 7,48 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,41 (d, J = 16,3 Hz, 2H), 7,09 (d, J = 16,3 Hz, 2H), 6,78 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 5,97
(d, J =7,3Hz, 1H), 5,78 (d, J = 4,3 Hz, 1H, D20 intercambiable), 5,57 (d, J = 6,2 Hz, 1H, D20 intercambiable), 4,62
(m, 1H), 4,33 (s a, 1H), 4,17 (dd, J = 4,3, 3,5 Hz, 1H), 3,42 (m, 6H), 1,08 (t, J = 6,9 Hz, 3H). RMN "*C (125 MHz,
DMSO-de): 170,0 (C), 161,8 (C), 156,2 (C), 152,6 (CH), 149,0 (C), 148,2 (C), 145,4 (C), 145,3 (C), 140,8 (CH), 134,1
(CH), 128,9 (CH), 126,4 (CH), 124,2 (C), 123,6 (CH), 120,9 (CH), 111,6 (CH), 87,9 (CH), 84,7 (CH), 73,0 (CH), 71,9
(CH), 48,7 (CHy), 44,6 (CH2), 36,5 (CH2), 12,1 (CH3), HRMS (ESI) calculado para CasH31NsOs (MH") m/z 575,2367,
encontrado 575,2386.

[0079] La mezcla de YL3 (Compuestos 9 + 10): nBuzSnO (52 mg, 0,21 mmol) se afadié a una suspension de 8 (93
mg, 0,16 mmol) en tolueno anhidro (10 ml), Después de 2 h a 130 °C en una atmdésfera de Ar, el tolueno se evaporo.
CH.ClI; anhidro (10 ml) y CIP(O)(OEt), (47 ul, 0,32 mmol) se afiadieron a la reaccion. Después de 48 h a TA, CH.Cl,
se retird por evaporacion. Se afiadieron THF (3 ml) y HCI (37%, 1,5 ml) y la mezcla se agit6 a TA durante 2,5 h
(control por TLC: CH30OH-CH2Cl>-H2O-EtsN a 30:65:4:1). Después de la adicién de una solucién ac. de NHsz (2%,
hasta pH ~ 7), el sélido de color rojo profundo se filtrd, se lavd con H2O. El producto en bruto se disolvié en DMF y se
purificd por cromatografia sobre gel de silice en C1g (CH3CN-H20-NH4OH al 2% a 25:75:1) para proporcionar una
mezcla de los dos compuestos isoméricos 9 y 10 en una proporcion de 40:60 después de liofilizacion (76 mg, 70%).

[0080] 2-PO4H;, (compuesto 9): RMN "H (500 MHz, DMSO-ds): 9,16 (t a, 1H), 8,40 (s, 1H), 8,17 (d, 2H, J = 8,9 Hz),
8,02 (s, 1H), 7,76 (d, 2H, J = 8,9 Hz), 7,48 (d, 2H, J = 9,1 Hz), 7,40 (m, 3H), 7,10 (d, 2H, J = 16,4 Hz), 6,78 (d, 2H, J
= 9,1 Hz), 6,07 (d, 1H, J = 7,1 Hz), 4,83 (m, 1H), 4,49 (d, 1H, J = 3,8 Hz), 4,45 (s a, 1H), 3,44-3,35 (m, 6H), 1,09 (t,
3H, J = 7,0 Hz).

[0081] 3-PO4H, (compuesto 10): RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds):5 9,26 (t a, 1H), 8,40 (s, 1H), 8,17 (d, 2H, J = 8,9
Hz), 8,02 (s, 1H), 7,76 (d, 2H, J = 8,9 Hz), 7,48 (d, 2H, J = 9,1 Hz), 7,40 (m, 3H), 7,10 (d, 2H, J = 16,4 Hz), 6,78 (d,
2H, J = 9,1 Hz), 5,97 (d, 1H, J = 8,2 Hz), 4,62 (m, 1H), 4,71 (m, 1H), 4,36 (s a, 1H), 3,44-3,35 (m, 6H), 1,09 (t, 3H, J
=7,0 Hz).

[0082] RMN "*C (125 MHz, DMSO-ds): 5 169,9 (C), 169,5 (C), 156,2 (C), 152,4 (CH), 148,9 (C), 148,0 (C), 145,3 (C),
145,0 (C), 140,5 (CH), 134,0 (CH), 128,8 (CH), 126,2 (CH), 124,0 (CH), 123,4 (C), 120,8 (CH), 111,4 (CH), 88,3
(CH), 83,9 + 83,6 (CH), 75,7 (CH), 72,3 (CH), 48,7 + 48,6 (CH>), 44,8 + 44,5 (CH), 36,4 (CH), 12,0 (CH3), HRMS
(ESI-) calculado para CsH3oNgOgP [M-H] 653,1873, encontrado 653,1877.

Ejemplo 2: Ensayos enzimaticos

2.1 inhibicién por YL3 de la formacién de NO catalizada por nNOS

Protocolo del experimento
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[0083] Las tasas iniciales de sintesis de NO se determinaron a 37 °C en cubetas de longitud de trayectoria de 1 cm
usando el ensayo de oxihemoglobina para NO (Murphy y Noack, Methods Enzymol. 1994, 233, 240-50). Se
realizaron mezclas de incubacion habituales en un volumen total de 150 ul que contienen tampén Hepes 50 mM (pH
7,4), KCI 0,1 M complementado con DTT (5 mM), oxihemoglobina (10-20 yM), 1000 U/ml cada una de SOD y
catalasa, H4B (10 uM), L-arginina (100 yM), CaCl, (1 mM), CaM (10 pg/ml), NADPH (normalmente 1 mM), y
concentracion creciente de YL3 (0-100 uM). Las mezclas se incubaron previamente durante 2 min a 37 °C antes de
inicio de la reaccion mediante la adicion de alicuotas de 2-5 pyl de nNOS (50-70 nM) a la cubeta de muestra. La
conversion mediada por NO de oxihemoglobina en metemoglobina se controlé en un espectrofotometro Uvikon 941
mediante barrido repetitivo entre 380 y 480 nm cada 0,2 min y se cuantificé usando un coeficiente de extinciéon de 77
mM™.cm™ entre el pico en 401 nm y el valle en 420 nm (Murphy y Noack, Methods Enzymol. 1994, 233, 240-50). La
produccion de NO fue lineal durante todo el tiempo de reaccién. Se realizaron incubaciones de control en presencia
de cantidades similares de tampdn sin inhibidor, o en presencia de N“-NO,-L-arginina 100 uM (un inhibidor potente
de NOS) para determinaciones del fondo. Todos los valores se expresan con respecto al control y como la media +
D.T. de 3-4 experimentos.

Resultados del experimento

[0084] El estudio cinético realizado en presencia de varias concentraciones de NADPH (10, 25, 50 y 100 uM) e YL3
(0, 5, 25, 50 y 100 yM) muestra que la mezcla de YL3 modifica el valor de Ky, aparente de NADPH sin efecto
significativo en la Vi, aparente (Figuras 2A, 2B). En un experimento habitual mostrado en la Figura 2, se obtuvo un
valor de K; de 17 uM para esta inhibicion.

2.2 Inhibicién mediante YL3 de la reduccion de citocromo c catalizada por nNOS
Protocolo del experimento

[0085] Los efectos de YL3 en las tasas iniciales de reduccion de citocromo c catalizada por nNOS se cuantificaron
de forma espectrofotométrica midiendo el aumento de la absorbancia la 550 nm, usando un coeficiente de extincion
de 21 mM™.cm™. Se realizaron condiciones de incubacién convencionales en cubetas de longitud de trayectoria de 1
cm (volumen total de 150 pl) que contienen tampén Hepes 50 mM (pH 7,4), KCI 0,1 M, L-arginina (100 uM), CaCl; (1
mM), CaM (10 ug/ml), NADPH (100 uM), y concentracién creciente de YL3 (0-100 uM) disuelta en tampén Hepes.
Las mezclas se incubaron previamente durante 2 min a 37 °C antes del inicio de la reaccién mediante la adicién de
alicuotas de 2-5 ul de nNOS.

Resultados del experimento

[0086] Los experimentos realizados en presencia de varias concentraciones de NADPH (10, 25, 50 y 100 uM) e YL3
(0, 5, 25, 50 y 100 pM) muestran que la mezcla de YL3 modifica el valor de K, aparente de NADPH sin efecto
significativo en la Vi, aparente y se obtuvieron valores de K de 25 + 5 uyM (los datos no se muestran).

2.3 Inhibicién mediante YL3 de formacion de peroxido de hidrégeno con nNOS
Protocolo del experimento

[0087] EI H2O- liberada por nNOS se determina midiendo la oxidacion de tiocianato ferroso a tiocianato férrico como
se ha descrito anteriormente (Heinzel et al., Biochem J 1992, 281, 627-30). La mezcla de reaccion (volumen final de
100 pl) contenia NADPH (200 uM), CaCl; (1,0 mM), y CaM (10 pg/ml) en tampon Hepes 50 mM a pH 7,4. La
incubacion se inicié mediante la adicion de alicuotas de 2-5 pl de nNOS (50-70 nM) y se detuvo después de 10 min a
37 °C mediante la adicion de 20 yl de HCI 6 M. Se afadieron 10 yl de NHsSCN 0,5 M (en agua) y 50 ul de Fe(SO.),
(recién preparado el agua desoxigenada) a la mezcla. Después de 10 min a temperatura ambiente, la absorbancia a
492 nm del complejo de tiocianato férrico formado mediante oxidacion de H.O- se leyd en un lector de microplacas.
La liberacion de H,O, se determind mediante comparacion con una curva de calibracion usando cantidades
conocidas de H;O; (0- 25 pM) en las mismas condiciones, excepto por la ausencia de nNOS. La concentracion de
H20, se determiné de forma espectrofotométrica usando €240 nm = 39,4 M'.em™.

Resultados del experimento

[0088] Los experimentos muestran que la mezcla YL3 inhibe la formacion de perdéxido de hidrogeno en las
condiciones de desacoplamiento de nNOS (los datos no se muestran).

2.4 Inhibicién mediante YL3 de formacion de superdxido con nNOS medido mediante inmovilizacion de espin y
espectroscopia de resonancia paramagneética electronica

[0089] En ausencia del sustrato L-arginina y cofactor HsB, nNOS genera especies reactivas del oxigeno (ROS) tales

como H20, y anion superoxido que resultan de la reduccion de dioxigeno por flavinas y mediante hierro del heme sin
formacién de NO (desacoplamiento). La generacion de Oz~ por nNOS en varias condiciones se controlé mediante
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espectroscopia de EPR usando experimentos de inmovilizacién de espin en presencia de la nitrona ciclica BocMPO.
Protocolo del experimento

[0090] El de N-6xido 5-terc-butiloxicarbonil 5-metil-1-pirrolina de inmovilizacion de espin (BocMPO) se sintetizo
usando un procedimiento descrito (Zhao et al., Free Radic Biol Med 2001, 31, 599-606). Una mezcla de incubacion
habitual contenia NADPH 1 mM, CaCl; 1,0 mM, CaM (10 pg/ml), y BocMPO 50 mM en tampén Hepes 50 mM a pH
7,4. Se mezclaron 5-10 yl de nNOS (100-150 nM) con la mezcla anterior que se transfirié rapidamente en una celda
demuestra Aqua-X equipada con una cavidad shq001 (Bruker, Wissembourg, Francia). La acumulacion de datos
comenzo6 inmediatamente. Todas las medidas se realizaron at 21 °C en un espectrometro EPR Elexsys 500 de
Bruker funcionando a frecuencia de la banda X (9,82 GHz). Se usaron los siguientes ajustes del instrumento:
frecuencia de modulacion del campo, 100 kHz; amplitud de modulacién del campo, 0,2 mT; constante de tiempo,
0,081 s; potencia de microondas, 5,1 mW; tiempo de barrido, 41,9 s; nimero de barridos, 27. Los espectros de
BocMPO-OOH y BocMPO-OH se identificaron por comparacion con incubaciones realizadas en presencia de
xantina/xantina oxidasa (para BMPO-OOH) como se ha descrito anteriormente (Zhao et al., Free Radic Biol Med
2001, 31, 599-606). Como se esperaba, el aducto de espin BocMPO-OOH se descompuso espontaneamente en el
aducto de espin BocMPO-OH con una vida media de aproximadamente 15 min, y su formacion se elimind
completamente en presencia de SOD. Las cantidades relativas de aductos BocMPO-OOH y BocMPO-OH
observados en las mezclas de incubacion se calcularon mediante simulaciones con el software X-sophe (Bruker).
Los segundos picos de los aductos BocMPO-OOH y BocMPO-OH se superponen (maximo, 348,8 mT; minimo,
349,2 mT), y la amplitud de este pico se usdé para cuantificar las cantidades de superéxido generado en las
incubaciones de los inventores. La expresion "aducto de espin BocMPO-OOH" se usara en lugar de "aductos de
espin BocMPO-OOH y BocMPO-OH" por razones de brevedad.

Resultados del experimento

[0091] En ausencia de L-arginina y H4B, los elementos de 4 lineas caracteristicos que corresponden al aducto de
espin BocMPO-OOH (un nitroxido) se observaban claramente (Figura 3B) y su intensidad aumenté de una manera
dependiente del tiempo (Figura 3A). La tasa de formacion del aducto de espin BocMPO-OOH se redujo fuertemente
mediante la adicion de L-arginina 100 yuM y H4sB 10 uM (los datos nos muestran). Como se observa en la Figura 3A,
la adicion de YL3 15 yM a la mezcla de reaccion redujo de forma significativa la tasa de formacion de la sefal de
EPR del aducto de espin BocMPO-OOH vy la adicién de YL3 100 uM eliminé totalmente su sefial de EPR sin
formacion de otras especies paramagnéticas.

Ejemplo 3: Efectos de YL3 en la producciéon de anién superoxido a partir de arcos aodrticos aislados medidos
mediante inmovilizacion de espin de EPR

Protocolo del experimento

[0092] La formacion de O, a partir de arcos aodrticos aislados se sometié ensayo mediante inmovilizacion de espin
de EPR usando cloruro de 1-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-4-il-trimetilamonio (CAT1-H, Alexis Biochemical Inc.).
Las aortas toracicas se diseccionaron a partir de ratones C57BL/6 anestesiados (macho, 15 semanas de edad),
limpios de tejidos conectores y grasa, y se corta en anillos pequefios (de aproximadamente 2 mm de longitud). Los
arcos aorticos se incubaron previamente en tampén KREBS-DTPA-Hepes (0,1 mmol/litro de DTPA, 10 mmol/litro de
HEPES, pH 7,5), y, después de la adicién de CAT1-H (5 mM) e YL-3 (10 uM) o vehiculo, se insertaron en capilares
(micropipetas, 50 pl, Blaubrand ®) que se colocaron directamente en el resonador del espectrémetro EPR de banda
X de CW (Magnettech MiniScope MS200), equipado con un controlador de temperatura (37 °C). La formacién del
radical (CAT1) se controlo durante 20 minutos y la tasa de formacién de anion superoxido se cuantificd después de
sustraccion de la sefial basal y normalizacion a peso de tejido seco.

Resultados del experimento

[0093] Los experimentos ex vivo realizados en arco adrtico de ratones muestran que la mezcla de YL3 (10 pM)
inhibe la sintesis de especies reactivas del oxigeno (ROS). Las ROS sintetizadas se pueden detectar después de la
reaccion con hidroxilamina CAT1-H que se oxida a nitréxido de CAT1 medido por EPR. El resultado presentado en la
Figura 4 muestra que YL3 inhibe la produccion de superdxido dependiente de NADPH a partir de la actividad de la
NADPH oxidasa de NO-sintasas y de otras enzimas que dependen de la presencia de NADPH en vasos.

Ejemplo 4: Métodos espectroscopicos: caracterizacion de YI3 libre o unido a NOS

4.1 Protocolos del experimento:

Espectro de absorcién

[0094] EI espectro de absorcién UV-visible se realizd con un espectrofotémetro XL de Uvikon.
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Fluorescencia de 1 fotdén in vitro

[0095] Los espectros de excitacion y de emision de fluorescencia de un fotdon se registraron en un
espectrofluorimetro Eclipse (Varian), equipado con un soporte de celda con termostato, usando soluciones de 80 pl
aireadas colocadas en microceldas (Hellma, Francia). Los espectros de emision se registraron con rendijas de
excitacion y emision ajustadas a 5 nm.

Fluorescencia de 2 fotones in vitro y determinacion de seccién transversal de 2 fotones

[0096] Los espectros de excitacion y de emision de dos fotones se registraron usando una preparacion realizada en
las instalaciones que consiste en un laser ajustable de Ti:Zafiro Mai Tai® bloqueado en modo 80 MHz (690-1040
nm, pulso del laser de 100 fs, Spectra Physics, Mountain View, California) centrado en la muestra (80 ul colocados
en una microcelda de cuarzo). La fluorescencia de dos fotones se recogié a 90 grados y se filtré adicionalmente
mediante un filtro FF01-842/SP de Semrock - para desviar la luz de excitacién residual -. La sefal de fluorescencia
se centré en una fibra dptica conectada a un espectrografo digital SpectraPro-275 (300 lineas/mm) acoplado a un
detector de CCD enfriado con nitrégeno liquido (1024 x 256 pixeles; Princeton Instruments, Acton, Massachusetts).
La calibracion de la longitud de onda del espectrégrafo se realizdé usando una lampara de mercurio a alta presion. La
potencia de excitacion se ajustoé entre 50 y 100 mW y el tiempo de adquisicion estaba entre 1y 60 s.

4.2 Resultados del experimento

[0097] Propiedades espectroscopicas y de fluorescencia de YL3 - E YL3 disuelto en DMSO se caracterizd
mediante maximo de absorcion a 460 nm (coeficiente de extincion molar, 21.000 M".cm™). Después de excitacion a
460 nm, se encontré que YL3 era fluorescente en DMSO con un pico de emisién centrado a 740 nm. Sin embargo, la
emision de fluorescencia era fuertemente sensible a la polaridad del disolvente y en agua o tampén Tris a pH 7,5, la
emision de fluorescencia era muy débil. El mismo comportamiento se observé con excitacion de dos fotones (Aex =
940 nm) con una emisién de fluorescencia de dos fotones significativa de YL3 centrada a 740 nm, observada
solamente en DMSO mientras que no se evidenciaba en misiéon en tampoén Tris a pH 7,5. Se encontré que la seccidon
transversal de dos fotones era igual al 50 GM en DMSO (los datos nos muestran).

[0098] Propiedades de fluorescencia del complejo YL3-NOS - En condiciones de excitacion de un fotdn, las
propiedades de emision del complejo YL3-NOS eran bastante dificiles de interpretar debido al solapamiento entre la
fluorescencia intrinseca de NOS y la fluorescencia de YL3. Como la fluorescencia de dos fotones de proteina NOS
es intrinsecamente débil, la emision de dos fotones era mas apropiada para controlar la recuperacién de
fluorescencia de YL3 después de la union a NOS. De hecho, como se muestra en la Figura 5A, la fluorescencia de
NOS no era detectable después de excitacion de los fotones. La Figura 5A también confirma que YL3 no es
fluorescente en tampon Tris. Sin embargo, la emision de fluorescencia de YL3 aumentaba continuamente en
presencia de nNOS. Dado que la contribucién de nNOS al espectro general es insignificante, la intensidad de
emision representa la formacion del complejo YL3-NOS.

Ejemplo 5: Formacion de imagenes de 2 fotones y formacion de imagenes de Epifluorescencia de células HUVEC
5.1 Protocolo de microscopia de dos fotones

[0099] La microscopia de dos fotones se realizé usando el microscopio confocal TCS-SP2 de Leica equipado con un
laser de infrarrojos pulsado con femtosegundos Mai-Tai de Spectra-Physics de 10 vatios (720-920 nm) como la

fuente de excitacion. La longitud de onda de excitacion fue 840 nm (Emision: 500-650 nm).

[0100] La formacion de imagenes de epifluorescencia se realizé usando la lampara de Hg del microscopio confocal
TCS-SP2 de Leica (Excitacion: 450-490 nm - Emision: 500-650 nm).

5.2 Resultados de la microscopia de dos fotones

[0101] La penetracion de YL3 en células HUVEC se puede observar muy rapidamente, justamente unos pocos
minutos después de la incubacion de células con el compuesto YL3 y la sefial intracelular 6ptima se obtuvo con YL3
5 pM (Figura 6A). La sefal de fluorescencia citoplasmatica es heterogénea. La heterogeneidad de la sefal
fluorescente se puede confirmar mediante espectros de emision distintos que se obtienen de acuerdo con zonas
observadas (figura 6B).

Ejemplo 6: Viabilidad celular y estudios vasculares

6.1 Protocolo del ensayo de viabilidad celular usando el reactivo MTT

[0102] Las células HUVEC (endotelial) y A7r5 (vascular liso) (3 x 10* células/pocillo) se cultivaron en placas de 12

pocillos a 37 °C durante 1 dia en MEM. Se afadieron diluciones en serie de YL3 (1 yM-1 pM) se afiadieron a las
células que se incubaron adicionalmente a 37 °C durante 24 o 48 horas. El analisis de MTT se realizé basandose en
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el método convencional, como se ha descrito anteriormente [véase a continuacion]. Al final de la cinética, se
afadieron 20 pyl de reactivo MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolio, 7,5 mg/ml, Sigma) a las
células y adicionalmente se incubaron a 37 °C durante 1 h. Después de lavado celular, se afiadieron 100 pyl de
DMSO en cada pocillo. La Absorbancia se midié a 560 nm con sustraccién del valor del blanco a 670 nm usando un
Lector de Placas Wallac (PerkinElmer). Ademas, se cambia se realizaron ensayos que usan el reactivo violeta de
cristal que detecta células vivas y el crecimiento celular se registr6 (con termostato a 37 °C) mediante
videomicroscopia (Axiocam). La viabilidad celular se determiné usando el ensayo de reducciéon de bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazoil-2-il)-2,5-difenil tentrazolio (MTT). EI MTT se reduce en células metabdlicamente activas para
producir un producto de formazano color purpura insoluble. Las células se cultivaron en placas de cultivo de 96
pocillos con diversas concentraciones de YL3 (1, 3, 10, 30, o 100 pymol/l). Después de 2 h de incubacion, se
afadieron 100 pl por pocillo a una solucién de MTT (5 mg/ml) y se incubd a 37 °C en la oscuridad. Cuatro horas mas
tarde, los sobrenadantes se descartaron y se afiadieron 100 pyl de DMSO por pocillo para disolver el formazano
durante 10 minutos. La absorbancia se midié a 570 nm y 630 nm usando un lector de placas de multiples pocillos
(Modelo VICTOR™ X4, PerkinElmer).

[0103] Para cada condicion, el nimero de células se evalu6 usando la siguiente ecuacion:

DO As7o muestra-(DO As3z0 muestra + DO As7o blanco); y los resultados se expresaron como porcentaje con
respecto a la condicién de control.

6.2 Numero de Células y protocolos de Ensayos de Viabilidad Celular (segundo)

[0104] El numero de células se evalué mediante tincion con violeta de cristal. Las células se sembraron en placas de
96 pocillos y se cultivaron con diversas concentraciones de YL3 (1, 3, 10, 30, o 100 pmol/l). Después de 2 h de
incubacion, las células se tifieron durante 15 min con 100 pl de una solucién de violeta de cristal de 2 mg/ml (en
agua destilada). Después de aspiracion cuidadosa de la solucién de violeta de cristal, las placas se lavaron
abundantemente con agua, y se secaron al aire antes de la solubilizacién del colorante unido con 100 yl de DMSO
durante 10 min en la oscuridad. La Absorbancia se midié a 570 nm y 630 nm usando un lector de placas de multiples
pocillos (Modelo VICTOR™ X4, PerkinElmer).

[0105] Para cada condicion, el numero de células se evalué usando la siguiente ecuacion:

DO As7o muestra-(DO As3z0 muestra + DO As7o blanco); y los resultados se expresaron como porcentaje con
respecto a la condicién de control.

6.3 Protocolo de estudios de reactividad vascular

[0106] EI Cloruro potasico (KCI), Acetilcolina (Ach), y Catalasa (CAT) se obtuvieron en Sigma-Aldrich y se
disolvieron en agua destilada para preparar soluciones de reserva.

[0107] En estos experimentos se usaron ratones C57BL/6J macho de 15 semanas de edad (Elevage Janvier, Le
Genest-St-Isle, Francia). Los ratones anestesiaron con inyeccion de Ketamina/xilasina antes de sacrificarlos y se
retiraron arterias de aorta y se montaron en un miografo de alambre. En resumen, los vasos se montaron en dos
alambres de acero inoxidable de 40 mm en las mordazas de un sistema de miografo de multiples alambres (Modelo
610M, Danish Myo Technology A/S, Aarhus, Dinamarca) y los bafios de midégrafo se llenaron con solucién salina
fisioldgica (PSS) con la siguiente composicion: NaCl 130 mM, KCI 4,5 mM, MgSO4 1,05 mM, NaHCO3 20,2 mM,
CaClz 1,35 mM, KH2PO4 0,35 mM y glucosa 11 mM. La PSS se calent6 a 37 °C y se burbuje6 con O al 95%/CO; al
5% para mantener un pH fisiolégico de 7,4. Las caracteristicas de longitud-tensién se obtuvieron mediante el
software del midégrafo (Myodaqg 2.01) y sobre la base de estas, se cargaron arterias de aorta hasta una tension
equivalente a una presion in vivo. A continuacion, se dejo que los vasos se equilibraran en estas condiciones durante
1 h, tras lo que se estimularon con 50 mmol/l de KCI y se formé una curva de concentracion-respuesta con una sola
dosis de Ach (10 uM). a continuacion, los vasos se lavaron y se incubaron previamente en presencia o ausencia de
500U/ml de catalasa durante 20 minutos. Se realizé una nueva curva de contraccion con 50 mmol/l de KCI y una vez
que se consiguid una contraccidon maxima, se afiadio una sola dosis de YL3 (10 uM) se afiadio y se registraron los
cambios en la tensién durante 2 horas. Al final, se formd una curva de concentracidon-respuesta con una sola dosis
de Ach (10 uM). Las respuestas de relajacion con Ach se expresaron como porcentaje de relajacion con respecto a
contraccion con KCI. Todos los experimentos se realizaron en presencia de indometacina (10 ymol/l). Los resultados
se expresan como media + ETM y n refleja el numero de animales.

Las diferencias significativas entre grupos se calcularon con ANOVA seguido de un ensayo de Bonferroni. p < 0,05
se considero significativo.

6.4 Resultados:
[0108] En presencia de catalasa, el inhibidor de cicloxigenasa y una concentracion extracelular de potasio elevada,

la relajacion de arcos aodrticos de ratones, inducida mediante la estimulacion de receptores muscarinicos solamente
descansa en el NO producido por células endoteliales. En esta situacion, el YL3 inhibe la relajacion inducida por
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acetilcolina, tal como se espera para un inhibidor de (Figura 7). YL3 no puede modificar la viabilidad de células
endoteliales (HUVEC). Se puede detectar una inhibicién débil del metabolismo mitocondrial de células de musculo
liso.

Ejemplo 7 : Ensayos de Angiogénesis

[0109] 7.1: protocolo: Para evaluar in vitro el proceso angiogénico, se us6 un ensayo de formacién de red endotelial
(por ejemplo, siembra de célula endotelial (EC) en Matrigel) como se ha indicado anteriormente (14,20). La
reorganizacion de EC en estructuras de tipo capilar se observé usando un microscopio de contraste de fase invertida
y la longitud de la red endoteliales se cuantific6 mediante analisis de imagenes capturadas aleatoriamente mediante
un sistema de camara de vidrio. Debido a diferencias de combinacion inevitables en la composicion de Matrigel
privado de factor de crecimiento (por ejemplo, en la capacidad proangiogénica basal del Matrigel), la extension de la
red endotelial en las diferentes condiciones sometidas a ensayos siempre se comparé dentro de un mismo conjunto
de experimentos y los valores relativos se usaron para comparaciones interensayos.

[0110] En estos experimentos se usaron 3-5 pasajes de Células Endoteliales de Vena Umbilical Humana (HUVEC).

[0111] Los resultados se expresan como porcentaje de red endotelial + ETM con respecto a la condicién de control y
n refleja el nUmero de experimentos.

[0112] Se calcularon diferencias significativas entre grupos mediante ANOVA seguido de un ensayo de Bonferroni.
[0113] P < 0,05 se considero significativo.

7.2 Resultados: Las diferencias significativas entre grupos mostraron el efecto antiangiogénico de YL3 en un ensayo
de angiogénesis (Figura 8).

Ejemplo 8: Estudio de la formacién de imagenes de NS1 y colocalizacién con marcadores de organulos subcelulares
y un anticuerpo monoclonal con respecto a eNOS

[0114] Formacion de imagenes de NS1 en células endoteliales: La selectividad de la fluorescencia de NS1 para
NOS constitutivas llevé a los inventores a someter a ensayo si NS1 resaltaria eNOS de forma especifica en células
vivas. Una rapida absorcion de NS1 (maximo de 10 min en incubacién) con células endoteliales de vena umbilical
humana vivas (HUVEC) se controlé faciimente después de excitacion en el infrarrojo cercano, mostrando la
idoneidad de NS1 para estudios de fluorescencia de 2-PE de células vivas (Fig. 9). EI NS1 unido presentaba una
fluorescencia intensa en el citoplasma, especialmente en la region perinuclear y - en menor medida - en la
membrana celular (Fig. 9a, 11a,d). Los puntos en las membranas celulares eran prominentes a confluencia celular
elevada, en acuerdo con el papel de eNOS en el mantenimiento de uniones estrechas de célula a célula. La
localizacion subcelular de NS1 dentro de los organulos se investigd adicionalmente a continuacién mediante
experimentos de colocalizacion. NS1 se colocalizd principalmente con el aparato de Golgi identificado mediante
rastreador especifico de Golgi (Fig. 9e-h). NS1 no se colocalizd con el reticulo endoplasmatico, nucleo celular o
mitocondria mientras que se observd solamente una co localizacion parcial con él en dos o mas temprano (EEA1)
(Fig. 10). Las dos ubicaciones principales de NS1 (Golgi y membrana plasmatica) son compatibles con la
localizacion subcelular de eNOS. Usando inmunotincion especifica de eNOS combinada con formacién de imagenes
de uno (Fig. 11a-c) o dos fotones (Fig. 11d-f) de NS1, los inventores observaron una colocalizaciéon excelente de
NS1 y eNOS, en la region perinuclear y al nivel de la membrana plasmatica, mostrando que NS1 realmente se dirige
a eNOS en células HUVEC. Dado que el proceso de 2-PE evitaba la autofluorescencia celular, la relacion de sefal
con respecto a ruido era notablemente superior usando formacion de imagenes de dos fotones en comparacion con
la de un fotén, segun se considera mediante la zona de colocalizacién mas restringida obtenida usando Aex = 840
nm en lugar de 488 nm.

Ejemplo 9: Efecto de de NSI en la formacion de superoxido con células RAW 264.7 estimuladas con PMA

[0115] La generaciéon de superoxido mediante células RAW 264.7 estimuladas con éster de forbol se controld
mediante espectroscopia de EPR usando experimentos de inmovilizacion de espin en presencia de la nitrona ciclica
DEPMPO.

[0116] 9.7: Protocolo: Las células se incubaron durante 20 minutos a 37 °C en una atmoésfera de CO; al 5% en 5 ml
de medio DMEM recién preparado que contiene FCS al 5% y 12-miristato-13-acetato de forbol 10 yM (PMA, de
Sigma). Estas se lavaron dos veces con 5 ml de PBS y se afiadié 1 ml de una mezcla de tripsina / EDTA para
separar las células. Después de un periodo de incubacion de 7 min a 37 °C, las células se recogieron en 4 ml de
DMEM que contiene FCS al 5%, se centrifugaron durante 5 min a 900 g y 4 °C. El sedimento celular se volvié a
suspender en 5 ml de PBS, se hizo recuento, y se centrifugd de nuevo durante 5 min a 900 g y 4 °C. El sedimento se
volvio a suspender en 97 ml de PBS que contiene DTPA 100 uM, DEPMPO 25 mM, y concentraciones variables de
NS1. La suspension se transfirié en un tubo de teflon permeable al gas y se inserté en una cavidad shq001. La
acumulacién de datos comenzoé inmediatamente. Las medidas se realizaron a 21 °C en un espectréometro EPR
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Elexsys 500 de Bruker funcionando a frecuencia de la banda X (9,82 GHz). Se usaron los siguientes ajustes de
instrumento: frecuencia de modulacién del campo, 100 kHz; amplitud de modulacién del campo, 0,2 mT; desviacién
del campo: 12 mT; campo central: 348 mT; constante de tiempo, 0,081 s; potencia de microondas, 10 mW; tiempo
de barrido, 41.9 s; nimero de barridos, 40. El espectro de DEPMPO-OOH se identificé por comparacién con
incubaciones realizadas presencia de xantina/xantina oxidasa. Las cantidades relativas de aductos de DEPMPO-
OOH y DEPMPO-OH observados en las mezclas de incubacién se calcularon mediante simulaciones con el software
X-sophe (Bruker).

[0117] 9.2: Resultado: Las incubacion es de células RAW 264.7 estimuladas con PMA en presencia de DEPMPO
condujo a la formacién de los elementos de 8 lineas caracteristicos correspondientes al aducto de espin DEPMPO-
OOH (un nitroxido) y su intensidad aumenté de una manera dependiente del tiempo. Las cantidades del aducto de
espin DEPMPO-OOH se redujeron de una manera dependiente de la concentracion mediante la adicion de NS1 y se
midié un valor de Clso cercano a 25 uM.

Ejemplo 10: Efecto de NS1 en la formacién de nitrito mediante células RAW 264.7 estimuladas con LPS + IFN-y

[0118] El tratamiento de células de macréfago RAW 264.7 con LPS y IFN-y induce la expresion NOS inducibles. El
nitrito, el producto final estable de NO, se cuantificé en medio de cultivo usando reactivos de Griess.

[0119] 10.1 Protocolo: La suspension celular (100 pl, 2,10+6 células/ml) en medio DMEM recién preparado que
contiene FCS al 5% se distribuyd en una placa de 96 pocillos y se afiadieron 100 pl de medio que contiene 160 U/ml
de IFN-y y 200 U/ml de LPS a cada pocillo que contiene diversas concentraciones de NS1 (introducido como 2 pl de
una solucion concentrada x 100 en DMSO). Las incubaciones de control contenian la misma cantidad (1%) de
DMSO). Las células se incubaron durante 15 h a 37 °C en una atmoésfera de CO- al 5% y se hicieron reaccionar 100
pl de medio con 100 pl de sulfanilamida al 1% inicien microlitros de N-(1-naftil)etilendiamina al 0,1% (ambas en HCI
0,5 M). La absorbancia a 540 nm se ley6 en un lector de 96 placas y la concentracion de nitritos se determiné a partir
de una curva patrén de nitrito soédico procesado en las mismas condiciones.

[0120] 70.2: Resultados: El ion nitrito acumulado en los sobrenadantes de células RAW 264.7 tratadas con LPS +
IFN-y y se detectaron aproximadamente 60 + 10 yM de NO; en los sobrenadantes de células en presencia de
DMSO al 1%. Esta acumulacion se inhibié de una manera dependiente de la concentracion mediante la adicion de
NS1 con un valor de Clso de 100 £ 20 yM.

Ejemplo 11: inhibicion del NO formado con células BAEC (células endoteliales de arteria bovina) con NS1

[0121] 11.1 Protocolo: Las células BAEC (células endoteliales de arteria bovina) se cultivaron hasta el pasaje 5 -7.
Las células BAEC confluentes se incubaron durante una hora con o sin NS1 30 uM en su estado basal o después de
activacion con iondforo calcico A23187 a la concentracion de 2 uM. El Fe(DETC) de inmovilizaciéon de espin se
afiadié a continuacion a las células para inmovilizar el NO formado y el aducto Fe(DETC)-NO se cuantificé mediante
espectroscopia de EPR (véase el método en: Gautier C. van Faassen E., Mikula I., Martasek P. y Slama-Schwok
A.(2006) Biochem. Biophys. Res. Comm. 341 816-821 y Anatoly F. Vanin, Lonneke M. Bevers, Anny Slama-Schwok
y Ernst E. van Faassen.(2007) Cellular and Molecular Life Sciences 96-103).

[0122] 711.2 Resultados: el NO formado mediante cédulas BAEC activadas llegé a ser un 250% del formado en su
estado basal. La adicion de NS1 30 pM a células activadas dio como resultado solamente un 150% de NO en
comparacion con el estado basal. En conjunto, el NS1 30 pM dio como resultado una inhibicién de un(60 + 7)% del
NO formado con células sin tratar (3 experimentos independientes), de acuerdo con la inhibicién esperada de eNOS
con NS1.
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REIVINDICACIONES

1. Compuestos de formula I:

en la que:

Y—L—B D

R,

(i) X representa un grupo aceptor de electrones, elegido entre el grupo que comprende:

- NO2,

- CN,

- CHO,

- COOH,
- CF;,

- F,

- CH=C(CN)z,

- SO3H,

- CONRgR1p 0 SO2NRgR1o, en los que Rg y Rig cada uno representa independientemente del otro un
hidrégeno, un grupo alquilo (C+-Cs3) lineal o ramificado, o un grupo arilo,

- CORy, en el que Ry representa un hidrogeno, un grupo alquilo (C+-Cs) lineal o ramificado, o un grupo arilo, o
- un grupo tetrazolilo,

(i) Y representa un grupo dador de electrones, elegido entre el grupo que comprende -NRg-, -OC(R1gR14)- 0 -SC
(R19R14)-, en el que:

- Rig se elige entre:

- un hidrégeno,

-un grupo alquilo (C4-Cg) lineal, en particular un etilo, estando dicho grupo alquilo opcionalmente
sustituido con uno o mas grupos seleccionados entre: grupo -OH, grupo -NH, grupo -COOH, grupo
CONH-arilCOOH o grupo NHCO-aril-COOH o grupo NHCOairilsulfato, o grupo NHCOarilsulfonato, en los
que el grupo arilo se elige entre fenilo, naftilo o bifenilo, o

- un grupo organico hidrosoluble, en particular PEG,

- R14 representa un hidrégeno o un grupo alquilo (C+4-C4) lineal o ramificado, opcionalmente sustituido con -
OH.

(iii) A representa un enlace elegido entre el grupo que comprende:

(a)
(b)

-C=C-, 0

en el que:

M1 y M2 representan independientemente el uno del otro H, F, CI, Bro |,
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- nesun numero entero elegido entre 1,2 0 3,

(iv) cada uno de R4, Ry, Rs3, R4, Rs, Rs, R7 0 Rg se selecciona independientemente entre el grupo que comprende:

5 - H,
- F,Cl, Br, |,
- un alquilo (C4-Cy4) lineal o ramificado, opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes elegidos entre:
- OH,
10 - NR11R12, en el que R11 y R12 cada uno representa independientemente del otro un hidrégeno o un grupo

alquilo (C+-Cs3) lineal o ramificado, o
- COOR\y1, en el que Ry4 representa un hidrégeno o un grupo alquilo (C+-Cs3) lineal o ramificado,

- CONHR13 0 NHCORj3, en los que R13 representa un grupo alquilo (C1-C,) lineal o ramificado,

15
(v) L representa un grupo espaciador seleccionado entre el grupo que comprende:
S O
A ’H\N ! 0-) I
I S N s = s
- m H
O ’ H 1 s | >
O
S I
_ O .
B e
H | m o-
o
20 en los que m y g cada uno representa independientemente del otro un niumero entero elegido de 0 a 5, estando
dichos grupos opcionalmente sustituidos con uno o mas OH, (vi) B representa la siguiente formula Il
R R,
17, ¢ (i)
25 en la que:

- T representa un atomo de oxigeno, o un atomo de azufre, preferentemente un atomo de oxigeno;
- Rig ¥y Ry7 representa cada uno independientemente del otro OH, H,PO4, HSO4, OPO3(NH.)2, 0 cualquier sal
de estos grupos fosfato o sulfato,

30 - Rqg representa una base de purina o una base de pirimidina, en particular adenina, guanina, hipoxantina,
timina, uracilo o citosina, preferentemente adenina,
en formas isoméricas axiales o ecuatoriales, y sales farmacéuticamente aceptables de las mismas.
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2. Compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, de férmula (la):

5 enlaque:
- Ri, Ry, Rs, R4, Rs, Rs, R7, Rg, X, A, L, T, Ris, R17, R1s R1g son como se han definido la reivindicacion 1.

3. Compuestos de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, de férmula (Ib):
10 enlaque:

- Ri1, Ry, R3, Rs, Rs, Re, Rz, Rs, X, L, n, Ris, Ri7, R19 son como se han definido la reivindicacion 1.
15
4. Compuestos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, de férmula (Ic):

NI-{Z
N .
O l l )
o N7
Rf\: Ryg

(1c)

20 enlaque:

- R4, Ry, R3, Ry, Rs, Rs, R7, Rs, X, n, m, R, R17, R1g son como se han definido la reivindicacion 1.
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5. Compuestos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, de férmula (Id):

\\\‘ s
R Ris

(I1d)

5 enlaque:
- Ris, R17, X, n, m son como se han definido la reivindicacion 1.

6. Compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1-5, de férmula (Ia), seleccionado entre el grupo que comprende:
10

NH,

Compuesto 9

N SN
- AN
. g Q g oo

’J

O,N 0
HD—T:D
OH
NH,

Compuesto 10

1 )
/_/ Hwﬂ NJ
< oH

oy

HO—P—0

OH
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Compuesto 11

O~ i@r@

HD*““‘P:D

OH

Compuesto 12

R O SNT Ny
MC
P
”L o ou

HO—P—0O

OH

Compuesto 15 [ =N
i q L)
/—/N © N
‘OH

Nc: # N\_

G{NHQ—T:D
O(NH,)
Compuesto 16
N.:
‘ ' (:-:P—cmm

F
O(NH,)
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7. Compuestos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizados por que cuando el enlace A

se representa mediante
MI
( | N
- Mz

en el que M1 y M, representan independientemente el uno del otro H, F, Cl, Br o I, dicho compuesto esta en forma
cis y es fotoactivable a la forma trans.

8. Compuestos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizados por que cuando el enlace A
se representa mediante

en el que M1 y M, representan independientemente el uno del otro H, F, Cl, Br o I, dicho compuesto esta en forma
trans biolégicamente activa.

9. Compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, para su uso como un agente
antiangiogénico en quimioterapia para el tratamiento de canceres.

10. Uso de al menos un compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-8, como un agente de formacion
de imagenes para diagnostico del cancer.

11. Compuesto de acuerdo con la reivindicacion 9 o uso de un compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 10, en el
que el cancer es un cancer superficial, elegido en particular entre melanomas, canceres del tracto respiratorio
superior, y canceres del tracto aerodigestivo superior.

12. Composicion fotoactivable que comprende un compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-8, en el
que el enlace A se representa mediante

£

y estd en forma cis, o el enlace A esta en forma tanto cis como trans, en el que My y M representan
independientemente el uno del otro H, F, Cl, Bro I.

13. Composicién de acuerdo con la reivindicacién 12 para su uso en quimioterapia.

14. Composicion de acuerdo con la reivindicacién 12 o 13 para su uso para aliviar un sintoma de cancer superficial.
15. Método para inhibir una enzima elegida entre 6xido nitrico sintasa, en particular 6xido nitrico sintasa endotelial,
oxido nitrico sintasa neuronal, 6xido nitrico sintasa inducible, reductasas, en particular P450 reductasas, catalasas y

NADHP oxidasas que comprende la etapa de:

(a) mezclar un compuesto de férmula (la) de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que el enlace A se representa
mediante
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M, D..I'I1
y f\\ _ ‘%}-
= fn} ME s

en forma cis o mezcla cis-trans con una muestra bioldgica que contiene dicha enzima,
(b) radiar con luz la muestra en condiciones apropiadas para transformar la forma cis en compuesto activo de
dicha forma trans.
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Figura 1A
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Figura 1B
( e NiBH(OAQ), NPhth Pocy Phth
W O {H
1 2 Plrltlma
2 ' Piperidina
a H:BI-I
HO *

OO wowm @—t@( -

s N 18

H%:U MHz
0
NH-"?L HCL (__/“H’L ;g
e HCM H
OO 2 M O-C

1) nBhugS 0 " NHz
2JCPOEEY ¢
IHHCL o o
15 R, = FO,(NH,), By = H H
NS 1
D ert s oty 'Q_LQ}H e

15+ 16

35



ES 255545413

Figura ZA
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I

Figura 3A
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Figura 4 :
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Figura 5A
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Figura 6A
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Figura7 :
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Figura8
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Figura9
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Figura 11
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