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DESCRIPCION
Agentes de suministro de metales y usos terapéuticos de los mismos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de complejos metalicos como agentes farmacéuticos o veterinarios, en
particular para el tratamiento de afecciones en las que el suministro de metal puede prevenir, aliviar 0 mejorar la
afeccion. Existe una serie de afecciones clinicas provocadas por 0 que se asocian a niveles anormales de metales
(normalmente niveles de metal bajos). Las afecciones en de este tipo incluyen el cancer y afecciones caracterizadas
por o asociadas al dafio oxidativo, mas especificamente afecciones neurodegenerativas tales como la enfermedad
de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson o la enfermedad de Huntington.

Antecedentes de la invenciéon

Se cree que la esperanza de vida esta fijada biolégicamente para cada especie y la duracién de la esperanza de
vida humana es incierta, pero puede ser de hasta 120 afios. Puesto que la esperanza de vida ha aumentado
significativamente en este siglo, los ancianos son un segmento creciente de nuestra poblacién y sus necesidades de
atencion médica seguiran creciendo durante décadas.

Los iones metalicos biodisponibles desempefian papeles cruciales en una serie de procesos biolégicos importantes.
Se estima que un tercio de todas las proteinas son metaloproteinas (proteinas que contienen un ion metalico
fuertemente unido) y, por tanto, una serie de procesos biolégicamente importantes se ve perjudicada si los niveles
de metales biodisponibles son elevados o si se suprimen. Ademas, incluso si hay niveles adecuados de metales
biodisponible en un sistema biolégico es importante que su distribucion en el sistema biolégico sea de manera que
los procesos bioldgicos que se basan en la presencia del metal funcionen adecuadamente.

Aunqgue existe una amplia gama de maneras en las que los metales biodisponibles repercuten en los sistemas
bioldgicos, dos de las mas conocidas serian el papel de los metales en los sistemas enziméaticos y el papel de los
metales en los mecanismos de sefializacion dentro de los sistemas bioldgicos. Los ejemplos del papel de los
metales en los procesos biolégicos incluyen la importancia potencial del Zn en las placas -amiloides de la
enfermedad de Alzheimer; el efecto de la enzima superéxido dismutasa (Cu, Zn) en la mediacion del dafio por
especies reactivas de oxigeno asociado a la esclerosis lateral amiotrofica; la participacion de las enzimas con grupo
hemo NO sintasa y guanilil ciclasa en la produccion y deteccion, respectivamente, del éxido nitrico (NO), y el
descubrimiento de un motivo "dedo de cinc" en el gen de susceptibilidad al cancer de mama y ovario, BRCA1
simplemente modo de ejemplo. También se sabe que el Cu desempefia un papel en la actividad de XIAP que
modula la actividad caspasa que a su vez controla la apoptosis. La apoptosis es un proceso de muerte celular
controlada y se ha implicado a la desregulacién de este proceso en muchas patologias.

Un gran porcentaje de enzimas y proteinas recién descubiertas también contienen iones metdlicos en sus sitios
activos y las variaciones en los niveles de metales puede interferir significativamente con el funcionamiento de estas
enzimas y proteinas. Las metaloenzimas de este tipo estan implicadas en una serie de procesos bio cataliticos
importantes incluyendo la reduccion de las especies de oxigeno en exceso. En consecuencia, cada vez que hay un
nivel demasiado alto o demasiado bajo de metales presentes en un sistema biolégico, los procesos biologicos
normales se interrumpen en un nivel demasiado alto o demasiado bajo, conduciendo normalmente a consecuencias
indeseables. Esto ocurre normalmente ya que muchos de los procesos enzimaticos cruciales que proporcionan
proteccion en el sistema biolégico se suprimen e inactivan conduciendo a consecuencias indeseables.

Como resultado de la importancia de los metales en el entorno biolégico, las investigaciones realizadas en los
papeles de los metales en los sistemas bioldgicos han identificado una serie de afecciones provocadas por o que se
asocian a niveles anormales de metales en el medio ambiente biolégico. Con respecto a estas afecciones,
normalmente son todas aquellas en las que el suministro de metal puede prevenir, aliviar o mejorar la afeccién. Un
ejemplo de una afeccién de este tipo es el estrés oxidativo que esta relacionado con niveles de metales anormales
ya que muchas de las enzimas protectoras responsables de aliviar el estrés oxidativo se desactivan si los niveles de
metales biolégicos son demasiado bajos.

Las investigaciones de las Ultimas décadas han identificado que existe una serie de afecciones provocadas por o
que se asocian al estrés oxidativo situado en el cuerpo. Por ejemplo, se ha identificado una serie de afecciones
cardiovasculares que son el resultado del estrés oxidativo (EO). Otras afecciones asociadas al EO incluyen el
cancer, las cataratas, los trastornos neurodegenerativos tales como la enfermedad de Alzheimer y las enfermedades
cardiacas. Ademas, existe evidencia de que el EO desempefia un papel destacado en tres tipos de trastornos
neuromusculares: la esclerosis lateral amiotrofica (ELA), la enfermedad mitocondrial/metabdlica y la ataxia de
Friedreich.

El efecto del EO no se limita a una sola parte del cuerpo humano, observandose ejemplos de los efectos negativos
del EO en casi todos los 6rganos. Por ejemplo, el cerebro humano es un 6rgano que concentra iones metalicos y
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pruebas recientes indican que una ruptura en la homeostasis de los metales desempefia un papel critico en diversas
enfermedades neurodegenerativas relacionados con la edad. Las caracteristicas comunes de estas enfermedades
incluyen la deposicion de proteinas mal plegadas (cada enfermedad tiene su propia proteina amiloide especifica) y
el dafio celular sustancial como resultado del EO. Datos significativos sugieren que el EO es la causa principal de
dafio fisico en una amplia gama de patologias, incluyendo trastornos neuroloégicos amiloidégenos tales como la
enfermedad de Alzheimer (EA), la esclerosis lateral amiotrofica (ELA), las enfermedades pridnicas incluyendo la
enfermedad de Creutzfeldt Jakob (ECJ), las encefalopatias espongiformes transmisibles (EET), las cataratas, los
trastornos mitocondriales, la enfermedad de Menke, la enfermedad de Parkinson (EP) y la enfermedad de
Huntington (EH). [Bush, 2000 (Curr Opin Chem Biol. Abril de 2000;(2): 4(2):184-91)].

En este sentido, es notable que se haya informado de la deficiencia de iones metalicos de cobre como una afeccion
asociada a la EA. El cobre es un elemento esencial que se necesita para que muchas enzimas funcionen
correctamente, en particular las enzimas que mantienen un equilibrio en la homeostasis antioxidante/pro-oxidante,
tales como la superdxido dismutasa y la citocromo C oxidasa. Una consecuencia de la deficiencia de cobre es que
las enzimas protectoras responsables de la desintoxicacion de las especies reactivas de oxigeno (ERO) se cargan
de forma inadecuada con el cobre y, por tanto, no realizan eficazmente la funcidon enzimatica normal. La carga
inadecuada de dichas enzimas protectoras, por ejemplo, en el cerebro, conduce a un aumento general del EO (como
se observa en la EA), que se refleja en el aumento de la oxidacién de proteinas, tal como el aumento de carbonilos
de proteinas.

Se ha desarrollado una serie de agentes terapéuticos en un intento de proporcionar soluciones terapéuticas a las
afecciones provocadas por o asociadas al EO como se ha analizado anteriormente con resultados variados. En
general, con el fin de disminuir los niveles de EO, se usan diversos antioxidantes. Los mas comunes son la vitamina
E y la vitamina C. Sin embargo, se descubrié que la vitamina E es ineficaz en la disminucién del estrés oxidativo en
la sustancia negra (The Parkinson Study Group, 1993, Offen et al., 1996) ya que este compuesto, aunque es capaz
de cruzar la barrera hematoencefalica, queda atrapado en la membrana celular y, por tanto, no alcanza el citoplasma
donde se necesitan sus propiedades antioxidantes. La vitamina C tampoco cruza la barrera hematoencefalica y, por
tanto, no puede usarse con eficacia para enfermedades neurodegenerativas de origen central.

Por tanto, existe todavia una necesidad de, y seria altamente ventajoso tener, compuestos antioxidantes novedosos
y métodos para el uso de antioxidantes en el tratamiento de enfermedades asociadas al dafio oxidativo y, en
particular, de trastornos neurodegenerativos del sistema nervioso central, tales como la EP, la EA y la ECJ. El
tratamiento es mas deseable para y en el tratamiento de afecciones de los tejidos periféricos, tales como el
sindrome de dificultad respiratoria aguda, la ELA, la enfermedad cardiovascular aterosclerética y la disfuncién
organica multiple. Durante dicho tratamiento, los complejos pueden actuar como neutralizantes de oxigeno para
reducir el EO dentro y en la proximidad de las células afectadas y este tratamiento, con el tiempo, detiene la muerte
celular que se asocia al EO en el cerebro y/o los tejidos periféricos.

Por consiguiente, la presente invencién se basa en el hallazgo de que ciertos complejos de metales son eficaces en
el suministro de metal biodisponible y por tanto podrian utilizarses en el tratamiento de afecciones que pueden
prevenirse, tratarse o mejorarse por suministro de metal. En ciertas afecciones, es deseable que el metal se libera
en la célula de tal manera que después del suministro de metal el metal esta presente en forma del cation libre y es
el cation libre que conduce a la actividad biolégica observada. Con respecto a las otras afecciones, es deseable que
la estancia de metal en forma del complejo unido incluso después del suministro de metal y con estas afecciones, es
la forma unida del metal (el complejo de metal) que es biolégicamente activa en la célula.

En particular se descubrié que estos complejos son eficaces en el suministro de metal a las células en una forma
gue conduce a que se observe un efecto antioxidante significativo en la célula. Por tanto, ciertos complejos metalicos
demostraron una capacidad para mediar el EO.

No se admite que ninguna referencia constituya una técnica anterior. El andlisis de las referencias indica lo que
afirman sus autores y los solicitantes se reservan el derecho de cuestionar la exactitud y pertinencia de los
documentos citados. Se entendera claramente que, aunque se hace referencia a una serie de publicaciones de la
técnica anterior en el presente documento, esta referencia no constituye una admisién de que ninguno de estos
documentos forme parte del conocimiento general comun en la técnica, en Australia o en cualquier otro pais.

Wada et al., Biol. Pharm. Bull., 17(5), 701-704 (1994), describe una evaluacion de Cu-ATSM, un complejo de cobre
similar a la superéxido dismutasa (SOD) accesible en el medio intracelular, en un modelo de lesion por isquemia-
reperfusion.

Saji et al., S.T.P. Pharma Sciences, 7(1) 92-97 (1997), describe un complejo de cinc permeable en el cerebro con
accioén neuroprotectora.

Bayer et al., PNAS, 100(24), 14187-14192 (2003), describe la estabilizacién por el cobre de la dieta de la actividad
de la superoxido dismutasa 1 del cerebro y la reduccion de la produccién de amiloide AR en ratones transgénicos
APP23.
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Wada et al., Archives of Biochemistry and Biophysics, 310(1), 1-5 (1994), describe un complejo de cobre estable
similar a la superéxido dismutasa con una alta permeabilidad de las membranas.

Kessler et al., J. Neural Transm., 113, 1763-1769 (2006), describe marcadores de diagnéstico de liquido
cefalorraquideo que se correlacionan con cobre y ceruloplasmina plasmaticos mas bajos en pacientes con
enfermedad de Alzheimer.

Kubota et al., Jpn. J. Pharmacol. 84, 334-338 (2000), describe mecanismos de proteccion inducida por Zn-(ASTM,)
de neuronas del hipocampo cultivadas frente a la citotoxicidad del glutamato mediada por el receptor de N-metil-D-
aspartato.

Hallett y Standaert, Pharmacology & Therapeutics, 102, 155-174 (2004), describe la justificacion y el uso de
antagonistas del receptor de NMDA en la enfermedad de Parkinson.

Ihara et al., Journal of Neurological Sciences, 170, 90-95 (1999), describe el radical hidroxilo y la superéxido
dismutasa en la sangre de pacientes con enfermedad de Parkinson: relaciéon con datos clinicos.

Pong, Expert Opin. Biol. Ther., 3(1), 127-139 (2003), describe el estrés oxidativo en enfermedades
neurodegenerativas: implicaciones terapéuticas para miméticos de superéxido dismustasa.

Ebadi et al., Abstracts of the Annual Meeting of the Society for Neuroscience, 26(1-2), 579,1 (2000), describe
isoformas de ubiquinona (coenzima Q10) y metalotioneina para proteger estirpes celulares dopaminérgicas de la
apoptosis inducida por MPP+ y otros inhibidores del complejo mitocondrial I.

Sumario de la invencion

En un aspecto la invencién proporciona un complejo metdlico de férmula (I) para su uso en el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson o la esclerosis lateral amiotréfica:

Rj R4
N\N
R’ /l\ gl )\
.y o A
lz R6
Formula (1)

donde:

el complejo es simétrico;

M es Cu

R y R son cada uno hidrégeno;

R® y R® son cada uno metilo, etilo o fenilo; y R® y R* son cada uno metilo.
En una realizacion, R® y R® son cada uno metilo.
En una realizacion, R® y R® son cada uno etilo.

En una realizacién, R” y R® son cada uno fenilo.

En una realizacion especifica, el trastorno es la enfermedad de Parkinson. En una realizacion especifica, el trastorno
es esclerosis lateral amiotréfica (ELA).

En general en el presente documento se describe un método de profilaxis o tratamiento del estrés oxidativo que
incluye administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un complejo metdlico de férmula (1) al sujeto.
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En general en el presente documento se describe el uso de un complejo metalico de féormula (1) en la preparacion de
un medicamento para el tratamiento o la profilaxis del EO.

En general en el presente documento se describe un método de protecciéon de una célula frente al EO incluyendo el
método exponer la célula a una cantidad eficaz de un complejo metdlico de férmula (I). En una realizacion, la célula
es una célula en un sujeto y exponer la célula al complejo metdlico incluye administrar el complejo metalico al sujeto.

En general en el presente documento se describe un método de profilaxis o tratamiento de un trastorno relacionado
con tau incluyendo el método administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un complejo metalico de férmula
(I) al sujeto. En una realizacion, el trastorno relacionado con tau es un trastorno neurodegenerativo.

En general en el presente documento se describe el uso de un complejo metdlico de férmula (1) en la preparacion de
un medicamento para el tratamiento o la profilaxis de un trastorno relacionado con tau.

En general en el presente documento se describe un método de reduccién o prevencion de los efectos de Abeta
sobre una célula incluyendo el método exponer la célula a una cantidad eficaz de un complejo metalico de férmula
(). En una realizacion, la célula es una célula en un sujeto y exponer la célula al complejo metalico incluye
administrar el complejo metalico al sujeto.

En general en el presente documento se describe un método de profilaxis o tratamiento de un trastorno relacionado
con Abeta incluyendo el método administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un complejo metalico de
férmula (1) al sujeto.

En general en el presente documento se describe un método de fosforilacion de una cinasa en una célula,
incluyendo el método exponer la célula a un complejo metalico de férmula (I) como se ha descrito anteriormente. En
una realizacion, la cinasa es una tirosina cinasa receptora. En una realizacion especifica la tirosina cinasa receptora
es el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). En otra realizacién especifica la cinasa se selecciona
entre el grupo que consiste en ERK, PI3K, Akt, GSK3 y JNK.

Una caracteristica comun de los métodos y usos como se han esbozado anteriormente es el uso de un complejo
metalico de férmula (I). En una realizacion de los aspectos descritos anteriormente el complejo metélico es
suficientemente estable de manera que tras la administracion al sujeto el metal no se libera en el medio extracelular,
sino que mas bien se libera en las células del sujeto. Esto es preferible, ya que garantiza que el metal se entregue a
las células del sujeto en lugar de que se libere antes del suministro a las células. En realizaciones en las que el
metal se libera del complejo en la célula esta, por tanto, presente en la célula como el catidn libre y es el catién libre
el que es responsable de la actividad biologica en el sujeto. En otra realizacion, el complejo metalico no libera el
metal en la matriz extracelular ni libera el metal en la célula, mas bien es el complejo metdlico el que conduce a la
actividad biologica observada. Pueden hacerse modificaciones en el complejo metalico, ya sea a través de cambios
en la naturaleza del metal o cambios en la naturaleza del ligando para obtener el suministro deseado del metal a las
células del sujeto.

En la invencidn descrita anteriormente el metal es el cobre.

En la invencion descrita anteriormente el complejo es simétrico.

R' es H.

R? se selecciona entre el grupo que consiste en metilo, etilo y fenilo.

R® es metilo.

R* es metilo.

R’ es H.

R°® se selecciona entre el grupo que consiste en metilo, etilo y fenilo.

En general en el presente documento se describe el uso de los complejos metélicos descritos en el presente
documento para aumentar la actividad del fosfoinositol-3-cinasa (PI3K) -Akt en el sujeto. En otra realizaciéon
preferida, el complejo metalico disminuye la actividad de la glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3) en el sujeto. En otra
realizacion preferida, el complejo metalico aumenta la actividad de la JNK en el sujeto. En otra realizacion, el
complejo metalico conduce a la activacion de una o mas enzimas antioxidantes. En una realizacion, la enzima

antioxidante es la superéxido dismutasa (SOD).

Los ejemplos especificos de complejos que se describen en general en el presente documento incluyen los
siguientes:
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Breve descripcién de las figuras

Figura 1: ilustra los niveles de cobre celular cuando las células se trataron con diversos complejos de ligando
libre y ligando de cobre.

Figura 2: ilustra los niveles de cinc celular cuando las células se trataron con diversos complejos de ligando libre
y ligando de cinc.

Figura 3: ilustra el efecto diferente de Cu-GTSM frente a Cu-ATSM sobre los niveles de amiloide Beta
extracelular.

Figura 4: ilustra el efecto de diversos complejos de cinc sobre los niveles de amiloide Beta extracelular.

Figura 5: ilustra codmo el cobre inhibe la captacién de cinc en células tratadas con Zn-BSTC e inhibe el efecto de
Zn-BTSC sobre el amiloide Beta.

Figura 6: ilustra el efecto de la temperatura sobre la captaciéon de metal.

Figura 7: ilustra el efecto del efecto de la temperatura sobre BTSC - amiloide Beta y la captacién de metal.
Figura 8A: ilustra que ZnBTSC induce la activacion de la fosfoinositol-3-cinasa (fosforilacion de Akt, p-Akt) y
activa la JNK (dando como resultado la fosforilacién de JNK, p-JNK).

Figura 8B: ilustra que ZnATSE inhibe la activacion de GSK3 mediante la induccién de su fosforilacion (p-GSK3).
Figura 8C: ilustra que Cu-GTSM induce la activacién de la fosfoinositol-3-cinasa (fosforilacion de Akt, p-Akt), la
activacion de la INK (p-JNK) y la inhibicion de la GSK3 (p-GSK3).

Figura 8D: ilustra que la inhibicién de amiloide Beta en cultivos por Zn-BTSC depende de la activacion de la INK
y la fosfoinositol-3-cinasa. La inhibicion de la INK por SP600125 evita la pérdida de amiloide Beta. La inhibicién
de la fosfoinositol-3-cinasa por LY294002 evita la pérdida de amiloide Beta. SB203580 (inhibidor de p38) no tiene
ningun efecto).

Figura 9: ilustra los resultados del ensayo Oxyblot™ para la fraccién de cerebro de ratdn insoluble frente al
control para el complejo A8.

Figura 10: ilustra los resultados del ensayo Oxyblot™ para la fraccion de cerebro de ratén soluble frente al
control para el complejo A8.

Figura 11: ilustra los resultados del ensayo Oxyblot™ para la fraccién de cerebro de raton insoluble frente al
control para el complejo CUGTSM.

Figura 12: ilustra los resultados del ensayo Oxyblot™ para la fraccion de cerebro de ratén soluble frente al
control para el complejo CUGTSM.

Figura 13: ilustra los resultados de un ensayo de fosforilacion de tau para la fraccién de cerebro de ratén
insoluble frente al control para el complejo CuGTSM.

Figura 14: ilustra los resultados de un ensayo de fosforilacion de tau para la fraccién de cerebro de ratén soluble
frente al control para el complejo CUGTSM.

Figura 15: muestra los niveles de GSK3B y GSK3p fosforilado (p-GSK3p) en las células M17 y N2a tratadas con
CuGTSM o control de vehiculo durante 24 horas. La GSK3 se inhibe cuando esta fosforilada, por tanto, se
demuestra que el tratamiento con CuGTSM inhibe la actividad de la GSK3 sobre las células M17 y N2a. La B-
actina se muestra como control.

Figura 16: muestra el efecto de diversos BSTC sobre la muerte de la célula WT inducida por dopamina.

Figura 17: muestra el efecto de diversos BSTC sobre la muerte de la célula A30P inducida por dopamina.

Figura 18: ilustra graficamente las rotaciones totales de ratones de control y ratones tratados con complejos
metdlicos en modelo de enfermedad de ParKinson.

Figura 19: muestra los recuentos de células en el examen post-mortem de los cerebros en los ratones utilizados
en el ejemplo 27.

Figura 20: ilustra graficamente el agotamiento quimico de PrPC en células GT1-7 después del tratamiento de 6
horas con concentraciones crecientes de Cu(GTSM).

Figura 21: ilustra graficamente el agotamiento quimico de PrPC en células HelLa después del tratamiento de 6
horas con concentraciones crecientes de Cu(GTSM).

Figura 22: muestra los datos de rotarod que indican la eficacia de CUATSM en el tratamiento de ratones con
ELA.

Figura 23: muestra el inicio de la pardlisis de las extremidades posteriores en ratones con ELA tratados con
CuATSM

Figura 24A: muestra la transferencia de Western de lisados celulares. EGFR (tyr1068) activado por CuGTSM
(25 uM) en células U87MG-EGFR en comparacién con el control de vehiculo. La adicion de PD153035 a las
células tratadas con CuGTSM inhibe la activacién de EGFR (A).

Figuras 24B a 24D: muestran experimentos similares en cuanto a la figura 24A pero para JNK (B), GSK3 (C) y
ERK (D), respectivamente.
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Descripcion detallada de la invencion

En la presente memoria descriptiva, se usa una serie de términos que son bien conocidos para un experto. Sin
embargo, con fines de claridad se define una serie de términos.

Como se usa en el presente documento, la expresion "no sustituido” significa que no hay ningln sustituyente o que
los Unicos sustituyentes son hidrégeno.

La expresién "opcionalmente sustituido" como se usa en toda la memoria descriptiva indica que el grupo puede o
puede no estar sustituido o condensado adicionalmente (para formar un sistema policiclico condensado), con uno o
mas grupos sustituyentes. Preferentemente, los grupos sustituyentes son uno o mas grupos seleccionados
independientemente entre el grupo que consiste en halégeno, =0, =S, -CN, -NO,, -CF3;, -OCFj3, alquilo, alquenilo,
alquinilo, haloalquilo, haloalquenilo, haloalquinilo, heteroalquilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, heterocicloalquilo,
heterocicloalquenilo, arilo, heteroarilo, cicloalquilalquilo, heterocicloalquilalquilo, heteroarilalquilo, arilalquilo,
cicloalquilalquenilo, heterocicloalquilalquenilo, arilalquenilo, heteroarilalquenilo, cicloalquilheteroalquilo,
heterocicloalquilheteroalquilo, arilheteroalquilo, heteroarilheteroalquilo, hidroxi, hidroxialquilo, alcoxi, alcoxialquilo,
alcoxicicloalquilo, alcoxiheterocicloalquilo, alcoxiarilo, alcoxiheteroarilo, alcoxicarbonilo, alquilaminocarbonilo,
alqueniloxi, alquiniloxi, cicloalquiloxi, cicloalqueniloxi, heterocicloalquiloxi, heterocicloalqueniloxi, ariloxi, fenoxi,
benciloxi, heteroariloxi, arilalquiloxi, arilalquilo, heteroarilalquilo, cicloalquilalquilo, heterocicloalquilalquilo,
arilalquiloxi, amino, alquilamino, acilamino, aminoalquilo, arilamino, sulfonilamino, sulfinilamino, sulfonilo,
alquilsulfonilo, arilsulfonilo, aminosulfonilo, sulfinilo, alquilsulfinilo, arilsulfinilo, aminosulfinilaminoalquilo, -COOH, -
COR?, -C(0)OR?, -CONHR?, -CSNHR®, -NHCOR?, -NHCOOR®, NHCONHR?®, C(=NOH)R®-SH, -SR®, -OR®, acilo, un
grupo de formula -NR°R™ o un grupo de férmula -CONR’R™ o un grupo de férmula -NHCONR’R™ en el que R™ es
un resto de proteina, hormona, anticuerpo o hidrato de carbono.

"Alquilo" como grupo o parte de un grupo se refiere a un grupo hidrocarburo alifatico lineal o ramificado,
preferentemente un alquilo C1-C14, mas preferentemente alquilo C;1-Cio, mas preferentemente C;-C¢ a menos que se
indique lo contrario. Los ejemplos de sustituyentes alquilo C1-Cs lineales y ramificados adecuados incluyen metilo,
etilo, n-propilo, 2-propilo, n-butilo, sec-butilo, t-butilo, hexilo y similares. Cuando se usa alquilo como un grupo de
unién normalmente se denomina (pero no exclusivamente) alquileno. Una convencion similar se aplica a otros
grupos de unién.

"Acilo" significa un grupo alquil-CO- en el que el grupo alquilo es como se describe en el presente documento. Los
ejemplos de acilo incluyen acetilo y benzoilo. El grupo alquilo es preferentemente un grupo alquilo C1-Cs.

"Alquenilo" como un grupo o parte de un grupo indica un grupo hidrocarburo alifatico que contiene al menos un doble
enlace carbono-carbono y que puede ser lineal o ramificado que tiene preferentemente 2-14 atomos de carbono,
mas preferentemente 2-12 atomos de carbono, mucho mas preferentemente 2-6 atomos de carbono, en la cadena
normal. El grupo puede contener una pluralidad de dobles enlaces en la cadena normal y la orientacién alrededor de
cada uno es independientemente E o Z. Los grupos alquenilo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, etenilo,
propenilo, butenilo, pentenilo, hexenilo, heptenilo, octenilo y nonenilo.

"Alcoxi" se refiere a un grupo -O-alquilo en el que el alquilo se define en el presente documento. Preferentemente, el
alcoxi es un alcoxi C1-Cs. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, metoxi y etoxi.

"Alquinilo” como un grupo o parte de un grupo significa un grupo hidrocarburo alifatico que contiene un triple enlace
carbono-carbono y que puede ser lineal o ramificado que tiene preferentemente 2-14 atomos de carbono, mas
preferentemente 2-12 atomos de carbono, méas preferentemente 2-6 atomos de carbono en la cadena normal. Las
estructuras de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, etinilo y propinilo.

"Cicloalquilo" se refiere a un carbociclo monociclico o policiclico condensado o espiro, saturado o parcialmente
saturado, que contiene preferentemente de 3 a 9 atomos de carbono por anillo, tal como ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclopentilo, ciclohexilo y similares, a menos que se especifique lo contrario. Incluye sistemas monociclicos tales
como ciclopropilo y ciclohexilo, sistemas biciclicos tales como decalina y sistemas policiclicos tales como
adamantano.

"Heterocicloalquilo" se refiere a un anillo monociclico, biciclico o policiclico, saturado o parcialmente saturado, que
contiene al menos un heteroatomo seleccionado entre nitrégeno, azufre, oxigeno, preferentemente de 1 a 3
heteroatomos en al menos un anillo. Cada anillo tiene preferentemente de 3 a 10 miembros, mas preferentemente
de 4 a 7 miembros. Los ejemplos de sustituyentes heterocicloalquilo adecuados incluyen pirrolidilo, tetrahidrofurilo,
tetrahidrotiofuranilo, piperidilo, piperazilo, tetrahidropiranilo, morfolino, 1,3-diazapano, 1,4-diazapano, 1,4-oxazepano
y 1,4-oxatiapano.

"Heteroalquilo" se refiere a un grupo alquilo lineal o de cadena ramificada que tiene preferentemente de 2 a 14
carbonos, mas preferentemente de 2 a 10 atomos en la cadena, uno o mas de los cuales es un heteroatomo
seleccionado entre S, O y N. Los ejemplos de heteroalquilos incluyen éteres de alquilo, alquil aminas secundarias y
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terciarias, sulfuros de alquilo y similares.

"Arilo" como grupo o parte de un grupo indica (i) un carbociclo aromatico (estructura de anillo que tiene atomos de
anillo que son todos de carbono) monociclico o policiclico condensado, opcionalmente sustituido, que tiene
preferentemente de 5 a 12 atomos por anillo. Los ejemplos de grupos arilo incluyen fenilo, naftilo y similares; (ii) un
resto carbociclico aromatico biciclico, parcialmente saturado, opcionalmente sustituido, en el que un fenilo y un
grupo cicloalquilo Cs.7 o cicloalquenilo Cs.; estan condensados entre si para formar una estructura ciclica, tal como
tetrahidronaftilo, indenilo o indanilo.

"Heteroarilo", ya sea solo o como parte de un grupo se refiere a grupos que contienen un anillo aromatico
(preferentemente un anillo aromatico de 5 0 6 miembros) que tiene uno o mas heteroatomos como atomos de anillo
en el anillo aromético, siendo el resto de los atomos de anillo, &tomos de carbono. Los heteroatomos adecuados
incluyen nitrégeno, oxigeno y azufre. Los ejemplos de heteroarilo incluyen tiofeno, benzotiofeno, benzofurano,
bencimidazol, benzoxazol, benzotiazol, benzisotiazol, nafto[2,3-b]tiofeno, furano, isoindolizina, xantoleno, fenoxatina,
pirrol, imidazol, pirazol, piridina, pirazina, pirimidina, piridazina, indol, isoindol, 1H-indazol, purina, quinolina,
isoquinolina, ftalazina, naftiridina, quinoxalina, cinolina, carbazol, fenantridina, acridina, fenazina, tiazol, isotiazol,
fenotiazina, oxazol, isooxazol, furazano, fenoxazina, 2-, 3- o 4-piridilo, 2-, 3-, 4-, 5- o 8-quinolilo, 1-, 3-, 4- 0 5-
isoquinolinilo, 1-, 2- 0 3-indolilo y 2- o 3-tienilo.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" o "cantidad eficaz" es una cantidad suficiente para efectuar
resultados clinicos beneficiosos o deseados. Puede administrarse una cantidad eficaz en una o mas
administraciones. Una cantidad eficaz es normalmente suficiente para paliar, mejorar, estabilizar, invertir, ralentizar o
retrasar la progresion de la patologia.

En general, los términos "tratamiento” y "profilaxis” significan que afectan a un sujeto, tejido o célula para obtener un
efecto farmacoldgico y/o efecto fisiolégico deseado e incluyen: (a) prevenir la afeccion en un sujeto que pueda estar
predispuesto a la afeccion, pero todavia no ha sido diagnosticado como que la tiene; (b) inhibir la afeccion, es decir,
detener su desarrollo; o (c) aliviar o mejorar los efectos de la afeccion, es decir, provocar la regresion de los efectos
de la afeccion.

El término "sujeto” como se usa en el presente documento se refiere a cualquier animal que tenga una enfermedad o
afeccion que requiera tratamiento o profilaxis con un agente biolégicamente activo. El sujeto puede ser un mamifero,
normalmente un ser humano, o puede ser un primate no humano o no primate tales como los que se usan en los
ensayos de modelo animal. Aunque se contempla en particular que los compuestos son adecuados para Su uso en
el tratamiento médico de seres humanos, también son aplicables al tratamiento veterinario, incluyendo el tratamiento
de animales de compaiiia tales como perros y gatos, y animales domésticos tales como caballos, ponis, burros,
mulas, llamas, alpacas, cerdos, vacas y ovejas, 0 animales de zoolégico tales como primates, félidos, canidos,
bévidos y ungulados.

EL ENFOQUE TERAPEUTICO

La presente invencién se basa en la observacién de que el metal desempefia un papel importante en un amplio
namero de procesos biologicos y los niveles de metales adecuados son especialmente importantes en el
funcionamiento eficiente de una amplia gama de enzimas biolégicamente importantes y procesos de sefializacion
celular. Las enzimas que implican la activacion de metales incluyen muchas de las enzimas relacionadas con la
oxidacion en el nivel celular. En consecuencia, se consideré que el suministro selectivo de metal a sujetos con
afecciones relacionadas con niveles anormales de metales podria proporcionar un resultado terapéutico Util para una
serie de aplicaciones biolégicas. En particular, se consider6 que esto podria ser Util con respecto a afecciones
provocadas por o asociadas al estrés oxidativo ya que éstas son afecciones en las que muchos de los mecanismos
protectores 0 enzimas que protegen al cuerpo del estrés oxidativo implican la catalisis metalica y de este modo el
suministro de metal biodisponible puede ser una terapia Util en el tratamiento de estas afecciones.

Como tales, las investigaciones se basan en la identificacién de complejos metdlicos apropiados que serian capaces
de suministrar metal a los sitios en los que el metal se agota en un sujeto. Las investigaciones se basaron, en
particular, en los complejos que serian capaces de suministrar metal a las células de un sujeto. Una cantidad
importante de los procesos bioldgicos que estan mediados por metal, tales como enzimas mediadas por metal, se
producen en las células en lugar de en la matriz extracelular. Por tanto, los presentes solicitantes decidieron que era
preferible que el metal se entregase en forma de complejo metalico permeable en las células con el fin de asegurar
que el metal actie en la célula en lugar de en el entorno extracelular. Ademas, se descubrié que con el fin de
asegurar que el metal se entregase a la célula era preferible que el complejo metalico permeable en las células
fuese lo suficientemente estable de manera que tras la administracién a un sujeto el metal no se libere en el medio
ambiente extracelular. Una ventaja adicional del uso de complejos metdlicos por encima del ion metalico "desnudo”
es que el suministro del metal puede dirigirse lo que reduce la posibilidad de que se observen efectos secundarios
no deseados (por ejemplo, la toxicidad del cobre). Una serie de complejos metalicos satisface estos criterios.

Un grupo atractivo de complejos metalicos para su uso en los métodos de la presente invencidon son complejos
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metdlicos de ligandos de bis(tiosemicarbazona) (BTSC) que se han investigado como metalofarmacos y han
demostrado que tiene una amplia gama de actividades farmacoldgicas. En particular, el interés reciente se ha
centrado en el uso de ligandos de BTSC como vehiculos para el suministro selectivo de is6topos radiactivos de
cobre a tejido hipdxico y Ieucocnos en el desarrollo de radiofarmacos. Los complejos de cobre(ll)-BTSC son
complejos estables (log K = 10" ) neutros, de bajo peso molecular, capaces de cruzar membranas celulares. En
algunos casos, una vez dentro de las células el cobre(ll) es reducido por reductores intracelulares a Cu(l) que
posteriormente se disocia del ligando. Otros complejos de Cu(ll)-BTSC son mas resistentes a la reduccién y la
disociacién, y solo quedan atrapados en células hipdxicas. Esta selectividad es, en particular, sensible a la cantidad
de grupos alquilo unidos a la cadena principal de diimina del ligando. Por ejemplo, la cobre(ll)diacetilbis(N(4)-
metiltiosemicarbazona) [Cu(ATSM)] con dos sustituyentes metilo en la cadena principal, es selectiva para células
hipéxicas mientras que el cobre de [Cu(GTSM)] queda atrapado en todas las células. La selectividad de las células
hipéxicas se ha correlacionado con el potencial de reduccion Cu(ll)/Cu(l), [Cu(ATSM)] es 160 mV mas dificil de
reducir que [Cu(GTSM)], pero las diferencias en pKa y la estabilidad del estado reducido también puede ser
importante.

Los complejos [Cinc(BTSC)] también son capaces de transportar cinc dentro de las células y un informe reciente usé
la fluorescencia intrinseca de ciertos complejos [Zn(BTSC)] para investigar la distribucion intracelular de los
complejos a través de microscopia de fluorescencia en varias estirpes celulares de céancer. La localizaciéon
subcelular era una funcién sensible de los sustituyentes de nitrégeno terminales en los complejos y tipos celulares,
variando de predominantemente nucleolar a lisosomal. El cinc es fundamental para una serie de vias de
sefializacion celular incluyendo la modulacion de la actividad del receptor de NMDA, la expresion de metalotieneina
y la activacion de las vias de transduccidon de sefiales mediadas por la proteina cinasa activada por mitégeno
(MAPK) y, por tanto, la captacion de Zn-BTSC podria tener efectos complejos sobre la sefializacion celular corriente
abajo mediada por metal.

Por tanto, se considerd que los complejos metalicos de BTSC de este tipo eran atractivos como potenciales
complejos metalicos permeables en las células para su uso en los métodos de la invencidn. Los complejos de
BTSC-metal tienen varias propiedades que los hacen dignos de investigacion como agentes terapéuticos
potenciales para el tratamiento de afecciones relacionadas con el estrés oxidativo, incluyendo trastornos
neurodegenerativos tales como la enfermedad de Alzheimer. Los érganos y la distribucion tisular de estos tipos de
materiales estan bien caracterizados, se sabe que varios complejos de BTSC son capaces de cruzar la barrera
hematoencefdlica y no hay ninguna toxicidad de clase inherente con estos complejos. Es importante destacar que
los ligandos pueden modificarse facilmente mediante la variacién de la naturaleza y el nUmero de sustituyentes
alquilo sobre el ligando y estas modificaciones pueden permitir el control sutil de la direcciéon subcelular y las
propiedades de liberacién/retenciéon de metal.

Ademas, los complejos son atractivos ya que diferentes complejos metalicos tienen diferentes modos de liberacion
de metal en la célula, abriendo potencialmente el camino para el uso selectivo de diferentes complejos metalicos
para diferentes aplicaciones. Por ejemplo, los complejos de cinc y cobre aumentan el metal biodisponible a través de
diferentes mecanismos.

Sin desear quedar ligado a teoria alguna, se con5|dera que en el caso de los complejos de cinc las constantes de
asociaciones se han medido como del orden de 10”®. Como tales, estos complejos permeables en las células son lo
suficientemente estables para entrar eficazmente en la célula ya que son suficientemente estables en la matriz
extracelular. Una vez dentro de la célula se cree que el cinc se libera del ligando debido a una mayor competencia
con ligandos intracelulares (y quizas el [Zn "] disminuye). Esto, por tanto, en (ltima instancia conduce a metal
biodisponible en la célula.

Por el contrario, se considera que los complejos de cobre liberan su metal a través de un mecanismo d|ferente Las
constantes de estabilidad de complejos de BSTC de cobre se han medido como del orden de 10", Ambos
[Cu(ATSM)] y [Cu(GTSM)] tienen constantes de estabilidad similares para el Cu(ll). En lo que difieren es en sus
potenciales de reduccién. Para [Cu(ATSM)] E12 = -0,59 V mientras que para [Cu(GTSM)] E1» = 0,43 V, esto significa
que es mas faC|I reducir Cu(ll) a Cu(l) en [Cu(GTSM)]. Esto es resultado de la modificacion de la cadena principal del
ligando (R YR ) Los grupos metilo de ATSM son donadores de electrones y hacen mas dificil reducir a Cu(l). Una
vez que [Cu(GTSM)] entra en la célula se reduce a Cu(l) a través de agentes reductores de células. El complejo de
Cu(l) es menos estable que el complejo de Cu(ll) y el metal se disocia del ligando haciendo el cobre biodisponible
como (Cu(l) o Cu(ll)). En el caso de [Cu(I)ATSM] el cobre no se libera debido a su mayor resistencia a la reduccién
y a la transmetalacién. Ademas, los complejos de este tipo eran atractivos ya que no solo tienen diferentes
mecanismos de liberacion del metal dependiendo del ion metalico elegido, algunos de los complejos son de manera
que no liberan el metal en absoluto y por lo que pueden usarse en circunstancias en las no es deseable suministrar
el metal en forma de un cation metalico, sino que es deseable suministrar el metal en forma de un metal unido
todavia en complejo con el ligando.

Por tanto, inicialmente se sintetiz6 una serie de complejos metélicos de este tipo para examinar su comportamiento.

Los ligandos y complejos seleccionados para el estudio inicial fueron como se indican a continuacién:
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ACTIVIDAD BIOLOGICA
CAPTACION DE METAL CELULAR

Se descubrié que el tratamiento de células de ovario de hamster chino transfectadas con APP (APP-CHO) tanto con
Cu (BTSC) como con Zn (BTSC) aumenté los niveles de metal celular demostrando la captacion de los complejos de
BTSC-metal. Esto apoya la teoria de que los complejos son suficientemente estables en la matriz extracelular para
permitir que el metal se entregue a la célula. De este modo, fue posible demostrar que los complejos de este tipo
eran complejos candidatos que podrian usarse para suministrar metal a la célula sin el riesgo de liberar el metal del
complejo en la matriz extracelular lo que conduce a los efectos adversos observados por otros que han ensefiado
gue los metales tales como el cinc deberian reducirse en la matriz extracelular.

El tratamiento de células (APP-CHO) con una gama de complejos [(Cu BTSC] con cadenas principales de dialquilo a
1-50 uM durante 6 horas dio como resultado aumentos significativos en los niveles de cobre intracelulares cuando se
compara con el tratamiento con ligandos libres o cobre solo y los resultados se muestran en la Figura 1. Esto
sugiere que el complejo es importante en el transporte del metal a través de la membrana celular. Los niveles de
cobre mas altos fueron inducidos por el tratamiento con [Cu(ATSM)], lo que dio como resultado un aumento de 177 +
9 veces en los niveles de cobre celular en comparacion con las células de control sin tratar. Esto corresponde a un
nivel de cobre celular de 4,5 ng/mg de proteina y 796 ng/mg de proteina para las células de control y tratadas con
[Cu(ATSM)], respectivamente. Los otros tres complejos [Cu(BTSC)] dieron como resultado aumentos de 90-115
veces en los niveles de cobre celular.

Los complejos de Zn-BTSC son menos estables que sus complejos de cobre (derivados relacionados que tienen
constantes de asociacién del orden de log K = 7, pero aun son capaces de transportar Cinc eficazmente en la célula.
El tratamiento de células con complejos [Zn(BTSC)] dio como resultado aumentos significativos en los niveles
intracelulares de cinc, segun se mide por EM-PAI (Figura 2). [Zn(ATSM)] y [Zn(ATSE)] indujeron un aumento de 8,2
+0,25y 9,8 + 0,9 veces de los niveles de cinc celular respectivamente (Figura 2 ). Los datos obtenidos indicaron que
los complejos eran capaces de suministrar metales a las células y de este modo la atencion se volvio a la
investigacion de una serie de sistemas biolégicos en los que se preveia que el suministro de metal podria ser util.

REDUCCION DE LOS NIVELES DE BETA AMILOIDE EXTRACELULAR

El tratamiento de las células APP-CHO con [Cu(GTSM)] dio como resultado un aumento en los niveles intracelulares
de cobre como se esperaba del ligando de Cu permeable en las células. También hubo una reduccion dependlente
de la dosis de los niveles extracelulares de AB1-40 (amiloide Beta). La concentracmn de AB1-40 fue de 0,70 ng ml™*
en células sin tratar. El tratamiento con [Cu(GTSM)] 1 uM reduce esto a 0,43 ng ml™* (Figura 3). Los niveles de ABR1-
40 se redujeron adicionalmente a niveles insignificantes después del tratamiento con [Cu(GTSM)] 50 uM. La
reduccion muy pequefia en los niveles de AB1-40 que eran evidentes después de la administracion del ligando
(GTSMHy) a las células era mas probable debido a la formacién de [Cu(GTSM)] o [Zn(ATSM)] a partir de trazas de
metales en el medio de cultivo.

La menor estabilidad de los complejos de Zn-BTSC significa que son mas susceptibles a la transquelacion
intracelular que sus analogos de cobre y, por tanto, podrian elevar los niveles de cinc biodisponible dentro de las
células. Los niveles elevados de cinc en las células tratadas con complejos [Zn(BTSC)] se correlacionaron con una
reduccion de los nlveles extracelulares de AB1-40. La concentramon de AB1-40 en el medio de las células sin tratar
era de 0,6-0,8 ng mi* y se redujo a menos de 0,2 ng mi™ después del tratamiento con [Zn(BTSC)] 25 pM. Los
diferentes complejos [Zn(BTSC)] presentaron algunas diferencias detectables en la reduccién dependiente de la
dosis de AB1-40. El tratamiento con [Zn(ATSE)] y [Zn(ChexTSE)] dio como resultado mayores reducciones en una
dosis mas baja (1 uM) en comparacion con los otros dos complejos, [ZN(ATSM)] y [Zn(ATSP)]) (Figura 4). Esto
podria reflejar diferentes afinidades de union o una localizacién subcelular alternativa y, posteriormente, iniciar
diferentes vias de sefializacion celular mediadas por metal. Los resultados demostraron claramente que los
complejos de cinc fueron muy eficaces en la reduccién de la concentracion extracelular de amiloide Beta.

TRATAMIENTO DE CELULAS CON COMPLEJOS DE CINC EN PRESENCIA DE COBR E

Se sabia que el cobre puede transmetalar complejos [Zn(BTSC)]. Por tanto, si se administrasen complejos
[Zn(BTSC)] al medio de cultivo en presencia de cu® exogeno, se esperaria que se formasen complejos [Cu(BTSC)].
Para examinar esto, las células se expusieron a [Zn(ATSE)] o [Zn(ATSP)] 10 uM con o sin Ccu®* 5-50 MM durante 6 h.
El tratamiento de células con [Zn(ATSE)] 10 uM solo dio como resultado un aumento de 9,7 + 0,7 veces en los
niveles de cinc celular en comparacion con los cultivos sin tratar (Figura 5). En comparacion, el tratamiento con
[Zn(ATSE)] 10 uM en presencia de cu®* 10 UM solo dio como resultado un aumento de 2,9 + 0,3 veces en el cinc
intracelular (Figura 5). Se observaron efectos similares para [Zn(ATSP)] en presencia de Cu®". Estos datos indican
fuertemente gue la transmetalacion de una proporcion de los complejos de cinc para proporcionar los complejos de
cu? " analogos disminuyd la cantidad de cinc transportada en la célula.
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EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA CAPTACION DE METAL.

Se realiz6 un estudio en el que las células se expusieron a diferentes concentraciones de uno de los complejos de la
invencion en una serie de concentraciones diversas y en cualquiera de 4 o 37 °C. Los resultados como se muestran
en las Figuras 6 y 7 que indican claramente que la captacion celular depende de la temperatura y puede tener un
efecto significativo sobre el nivel de amiloide Beta. El tratamiento de las células a 37 °C da como resultado un alto
nivel de absorcién de metales lo que da como resultado la pérdida de amiloide Beta extracelular. La incubacion de
las células a 4°C da como resultado una captacién sustancialmente menor de metales y, por tanto, efectos
reducidos sobre el amiloide Beta extracelular. Los resultados indican que es probable que la captacion de metales,
por tanto, sea un proceso activo, en lugar de pasivo y podria proporcionar la oportunidad de dirigir receptores
especificos de metal-BTSC para mejorar la eficacia de los complejos.

Como los complejos iniciales se mostraron prometedores, se sintetizdé una serie de complejos adicionales con el fin
de investigar la actividad de la familia de complejos. Estos complejos se sintetizaron y después se sometieron a
ensayos de ratén in vivo para determinar una serie de propiedades biologicas de los complejos.

INVESTIGACION DE VIAS BIOLOGICAS

Indicando los resultados claramente que no hubo captacion de metal en las células, se realiz6 una investigacion
para determinar las vias pertinentes que condujeron al resultado observado. Se trataron células APP-CHO con
complejos metal-BTSC 10 uM durante 6 horas y se examinaron lisados celulares para determinar la activacion de las
vias de sefializacion PI3K y MAPK. CUATSP y CuATSE no indujeron la activacién de PI3K (fosforilacion de Akt) o
JNK (Figura 8A). En contraste, [Zn(ATSE)] y [Zn(ATSM)] indujeron los dos Akt y JNK activados (Figura 8A). La
activacion de PI3K-Akt por [Zn(ATSE)] también indujo la fosforilacion (desactivacion) corriente abajo de GSK3, asi
como el aumento de la expresién de GSK3 (Figura 8B ).

Curiosamente, [Zn(ATSP)] no indujo la activacion de Akt o JNK (FiguraB8A), aunque se observé un pequefio
aumento en la expresion de GSK3 (Figura 8B) .

METODOS DE TRATAMIENTO, MEJORA Y/O PROFILAXIS

Los complejos de la invencién han demostrado ser eficaces como agentes de entrega de metal, en particular
agentes para el suministro de metal a las células. En consecuencia, los complejos descritos en el presente
documento pueden usarse en el tratamiento o la profilaxis de una serie de afecciones en las que el suministro de
metal puede prevenir, aliviar o mejorar la afeccion.

Existe una serie de afecciones de este tipo. Un ejemplo de afecciones de este tipo es una afeccién asociada a o
provocada por el estrés oxidativo. Se sabe que muchos de los mecanismos antioxidantes bioldgicos protectores
implican enzimas catalizadas por metal y, por tanto, el suministro de metal puede servir para estimular o reiniciar la
actividad de los mecanismos antioxidantes bioldgicos lo que conduce a que se consiga un efecto global antioxidante.
En una realizacién, la afeccién asociada a o provocada por el estrés oxidativo se selecciona entre el grupo que
consiste en enfermedades cardiovasculares, canceres, cataratas, trastornos neuroldgicos tales como la enfermedad
de Alzheimer, enfermedades priénicas incluyendo la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ) y enfermedades
cardiacas, esclerosis amiotréfica lateral amiloidégena (ELA), encefalopatias espongiformes transmisibles por priones
(EET), cataratas, trastornos mitocondriales, enfermedad de Menke, enfermedad de Parkinson y enfermedad de
Huntington.

En otra realizacion, el trastorno es un trastorno neuromuscular seleccionado entre el grupo que consiste en
esclerosis lateral amiotréfica (ELA), enfermedad mitocondrial/metabdlica y ataxia de Friedreich.

En una realizacion, la afeccidn es una afeccién neuroldgica o un trastorno neurodegenerativo.

La expresion "afeccidon neurologica" se usa en el presente documento en su sentido mas amplio y se refiere a
afecciones en las que diversos tipos celulares del sistema nervioso estan degenerados y/o se han dafiado como
resultado de trastornos neurodegenerativos o lesiones o exposiciones. En particular, pueden usarse complejos de
férmula (1) para el tratamiento de afecciones resultantes, en las que se ha producido dafio a las células del sistema
nervioso debido a intervenciones quirlrgicas, infecciones, exposicion a agentes toxicos, tumores, déficits
nutricionales o trastornos metabdlicos. Ademas, el complejo de férmula (I) puede usarse para el tratamiento de las
secuelas de trastornos neurodegenerativos, tales como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la
esclerosis mdltiple, la esclerosis lateral amiotréfica, la epilepsia, el abuso de farmacos o la drogadiccién (alcohol,
cocaina, heroina, anfetamina o similar), trastornos de la médula espinal, distrofia o degeneracion de la retina neural
(retinopatias) y neuropatias periféricas, tales como la neuropatia diabética y/o las neuropatias periféricas inducidas
por toxinas.

La expresién "trastorno neurodegenerativo” como se usa en el presente documento se refiere a una anormalidad en
la que la integridad neuronal estd amenazada. La integridad neuronal puede estar amenazada cuando las células
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neuronales presentan una disminucion de la supervivencia o cuando las neuronas ya no pueden propagar una sefial.

Las afecciones neuroldgicas que pueden tratarse con los complejos de la presente invencién incluyen porfiria
intermitente aguda; cardiomiopatia inducida por adriamicina; demencia del SIDA y neurotoxicidad inducida por VIH-
1; EA; ELA; ateroesclerosis; cataratas; isquemia cerebral; pardlisis cerebral; tumor cerebral; dafio de érganos
inducido por quimioterapia; nefrotoxicidad inducida por cisplatino; cirugia de derivacion de la arteria coronaria; ECJ y
su nueva variante asociada a la enfermedad de las "vacas locas"; neuropatia diabética; sindrome de Down; ahogo;
epilepsia y epilepsia post-traumatica; ataxia de Friedrich; demencia frontotemporal; glaucoma; glomerulopatia;
hemocromatosis; hemodidlisis; hemdlisis; sindrome urémico hemolitico (enfermedad de Weil); enfermedad de
Menke; ictus hemorragico; enfermedad de Hallerboden-Spatz; ataque cardiaco y lesion por reperfusién; EH;
enfermedad de los cuerpos de Lewy; claudicacion intermitente; ictus isquémico; enfermedad inflamatoria intestinal;
degeneracion macular; malaria; toxicidad inducida por etanol; meningitis (aséptica y tuberculosa); enfermedad de las
neuronas motoras; esclerosis multiple; atrofia sistémica miltiple; isquemia miocéardica; neoplasia; enfermedad de
Parkinson; asfixia perinatal; enfermedad de Pick; pardlisis progresiva supranuclear; dafio de drganos inducido por
radioterapia; reestenosis tras angioplastia; retinopatia; demencia senil; esquizofrenia; septicemia; choque séptico;
encefalopatias espongiformes; hemorragia subaracnoidea/vasoespasmo cerebral; hematoma subdural; traumatismo
quirargico, incluyendo neurocirugia; talasemia; ataque isquémico transitorio (AIT); trasplante; demencia vascular;
meningitis virica; y encefalitis virica.

Adicionalmente, los complejos descritos en el presente documento también pueden usarse para potenciar los
efectos de otros tratamientos, por ejemplo, para potenciar los efectos neuroprotectores del factor de crecimiento
nervioso derivado del cerebro.

Los complejos descritos en el presente documento también pueden usarse para tratar la anemia, la neutropenia, la
mielopatia por deficiencia de cobre, el sindrome de deficiencia de cobre y la hipercincemia.

Los tratamientos descritos en el presente documento se refieren en particular a afecciones que inducen dafio
oxidativo del sistema nervioso central, incluyendo trastornos neuroldégicos agudos y cronicos tales como, isquemia
cerebral, ictus (isquémico y hemorragico), hemorragia subaracnoidea/vasoespasmo cerebral, tumor cerebral, EA,
ECJ y su nueva variante asociada a la enfermedad de las "vacas locas", DH, EP, ataxia de Friedrich, cataratas,
demencia con formacién de cuerpos de Lewy, atrofia sistémica multiple, enfermedad de Hallerboden-Spatz,
enfermedad de cuerpos de Lewy difusos, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de las neuronas motoras,
esclerosis multiple, insomnio familiar mortal, enfermedad de Gertsmann Straussler Sheinker y hemorragia cerebral
hereditaria de tipo amiloidoisis-holandesa.

Mas en particular, en el presente documento se describe en general el tratamiento de la amiloidosis
neurodegenerativa. La amiloidosis neurodegenerativa puede ser cualquier afeccion en la que el dafio neurolégico da
como resultado la deposicion de amiloide. El amiloide puede formarse a partir de diversos precursores de proteina o
polipéptido, incluyendo pero no limitado a AB, sinucleina, huntingtina o proteina priénica.

Por tanto, la afeccion en una realizacidn se selecciona entre el grupo que consiste en EA esporadica o familiar, ELA,
enfermedad de las neuronas motoras, cataratas, EP, enfermedad de Creutzfeldt-Jacob y su nueva variante asociada
a la enfermedad de las "vacas locas", DH, demencia con formacion de cuerpos de Lewy, atrofia multisistémica,
enfermedad de Hallerboden-Spatz y enfermedad de cuerpos de Lewy difusos.

En una realizacién especifica, la amiloidosis neurodegenerativa es una afeccion relacionada con AB, tal como EA o
la demencia asociada al sindrome de Down o una de varias formas de formas dominantes autosémicas de EA
familiar (revisado en St George-Hyslop, 2000). Mas preferentemente, la afeccion relacionada con AR es la EA.

En un aspecto especifico, antes del tratamiento el sujeto tiene la funcidon cognitiva moderada o gravemente
deteriorada, como se evalu6 mediante el ensayo de Escala de Evaluacién de la EA (EEEA)-cog, por ejemplo un
valor de EEEA-cog de 25 o mayor.

Ademas de ralentizar o detener el deterioro cognitivo de un sujeto, los métodos complejos y descritos en el presente
documento también pueden ser adecuados para su uso en el tratamiento o la prevencion de afecciones
neurodegenerativas, o pueden ser adecuados para su uso en el alivio de los sintomas de afecciones
neurodegenerativas. Si se administran a un sujeto que ha sido identificado como que tiene un mayor riesgo de
predisposicién a afecciones neurodegenerativas o a un sujeto que muestra manifestaciones preclinicas de deterioro
cognitivo, tal como Deterioro Cognitivo Leve o deterioro cognitivo progresivo minimo, estos métodos y compuestos
pueden ser capaces de prevenir o retrasar la aparicién de sintomas clinicos, ademas del efecto de retardar o reducir
la tasa de deterioro cognitivo.

Actualmente la EA y otras demencias, por lo general, no se diagnostican hasta que han aparecido uno o mas
sintomas de advertencia. Estos sintomas constituyen un sindrome conocido como Deterioro Cognitivo Leve (DCL),
que recientemente ha sido definido por la Academia Americana de Neurologia y se refiere al estado clinico de los
individuos que tienen alteraciones de la memoria, pero que por lo demas funcionan bien, y que no cumplen criterios
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clinicos para la demencia (Petersen et al., 2001). Los sintomas del DCL incluyen:

(1) Pérdida de memoria que afecta a las habilidades de trabajo
(2) Dificultad para realizar tareas familiares

(3) Problemas con el lenguaje

(4) Desorientacion en cuanto a tiempo y lugar (perderse)

(5) Empobrecimiento o disminucién del juicio

(6) Problemas con el pensamiento abstracto

(7) Perder cosas

(8) Cambios en el humor o el comportamiento

(9) Cambios en la personalidad

(10) Pérdida de iniciativa.

El DCL puede detectarse usando ensayos de deteccidn cognitiva convencionales, tal como el Mini Examen del
Estado Mental y el Estudio de Alteracion de la Memoria y las baterias de deteccién neuropsicolégica.

Otra afeccién que puede ser susceptible de ser tratada mediante el suministro de metal es el cancer. El término
"cancer" describe cualquier conjunto de diferentes enfermedades vinculadas por multiples mutaciones genéticas
acumuladas, que dan como resultado la activaciéon de oncogenes y/o la inactivacion de genes supresores de
tumores y/o vinculados por una proliferacion celular incontrolada. La causa y el origen de estas mutaciones difieren
entre los diferentes canceres de 6rganos del cuerpo humano.

Métodos descritos en general en el presente documento se refieren en particular al cancer cerebral, el cual incluye
un tumor cerebral. Un cancer o tumor cerebral puede ser un tumor cerebral glioma o no glioma. El término "cancer"y
"tumor" pueden usarse indistintamente en el presente documento. "Cancer" puede incluir cualquiera de los
siguientes estados: glioma, adenoma, blastoma, carcinoma, sarcoma e incluso uno cualquiera de meduloblastoma,
ependimoma, astrocitoma, glioma del nervio éptico, glioma del tronco encefalico, oligodendroglioma, gangliogliomas,
craneofaringioma o tumores de la region pineal. La referencia a un "glioma" incluye GMB, astrocitoma y astrocitoma
anaplasico o canceres cerebrales relacionadas.

Los complejos descritos en el presente documento también pueden ser susceptibles de utilizarse para tratar
trastornos relacionados con tau. La proteina Tau es una proteina importante ya que es la proteina expresada en el
sistema nervioso central y desempefia un papel critico en la arquitectura neuronal estabilizando la red de
microtubulos intracelulares. En consecuencia, cualquier deterioro del papel fisioldgico de la proteina tau, ya sea por
truncamiento, hiperfosforilacion o por perturbacién del equilibrio entre las seis isoformas de tau de origen natural es
perjudicial para el sujeto y conduce a la formacién de ovillos neurofibrilares (ONF), neuritas distréficas y hebras de
neurépilo. La principal subunidad proteinica de estas estructuras es la proteina tau asociada a microtibulos. La
cantidad de ONF descubiertos en autopsias de pacientes con EA se correlaciona con los sintomas clinicos
incluyendo el deterioro intelectual. En consecuencia, la proteina tau desempefia un papel critico en las
caracteristicas anatomopatolégicas de la EA. El reciente descubrimiento de la cosegregacion de mutaciones
especificas en el gen tau con la enfermedad de demencia frontotemporal con Parkinsonismo vinculado al
cromosoma 17 (FTDP-17) ha confirmado que ciertas anormalidades en la proteina tau pueden ser una causa
principal de neurodegeneracion y demencia en los individuos afectados.

Sin desear quedar ligado a teoria alguna se considera que la actividad de los complejos descritos en el presente
documento para reducir los niveles de fosforilacion de tau es resultado de su capacidad para suministrar metal a las
células y, por tanto, de su actividad antioxidante. Se considera que la capacidad de los complejos para actuar como
antioxidantes significa que proporcionan proteccion frente al EO que es deseable ya que el EO puede conducir a la
hiper-fosforilacion de tau y la disfunciéon celular. Como consecuencia, la capacidad de estos complejos para
suministrar metales biolégicamente importantes a las células les permite actuar como antioxidantes (especialmente
cuando el estrés oxidativo es causado por la deficiencia de metales) lo que a su vez significa que los complejos
metdlicos pueden tener la capacidad de evitar (o tratar) tau-opatias.

Existe una serie de trastornos o afecciones que se reconocen como trastornos de tau o, mas coloquialmente,
Tauopatias. Los trastornos de este tipo incluyen el sindrome de Richardson, la pardlisis supranuclear progresiva, la
enfermedad de grano agriréfilo, la degeneracion corticobasal, la enfermedad de Pick, la demencia frontotemporal
vinculada con parkinsonismo vinculado al cromosoma 17 (FTDP-17), el parkinsonismo postencefalitico (PPE), la
demencia pugilistica, el sindrome de Down, la enfermedad de Alzheimer, la demencia familiar britanica, la demencia
familiar danesa, la enfermedad de Parkinson, el complejo de la enfermedad de Parkinson de Guam (CEP), la
distrofia miotdnica, la enfermedad de Hallevorden-Spatz y el Niemann-Pick de tipo C.

Los complejos también pueden usarse en el tratamiento de un trastorno relacionado con Abeta. Se conoce una serie
de trastornos de Abeta incluyendo trastornos seleccionados entre el grupo que consiste en la enfermedad de
Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, la esclerosis multiple, neuropatias, la enfermedad de Huntington, la
enfermedad pridnica, la enfermedad de las neuronas motoras, la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), la enfermedad
de Menke y la amiloidosis.
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Como también se ha demostrado que los complejos de la invencién son capaces de suministrar metal a las células,
tienen la capacidad de influir en las metaloproteinasas de matriz (MPM). Las metaloproteinasas de matriz (MPM) son
una familia de endopeptidasas, secretadas o ancladas a la membrana, dependientes de cinc y calcio, que
desempefian una serie de funciones biol6égicas importantes. Las MPM estan implicadas en muchos procesos
fisiolégicos, pero también participan en los mecanismos fisiopatolégicos responsables de una amplia gama de
enfermedades. La expresion patoldgica y la activacion de MPM se asocian al cancer, la aterosclerosis, el ictus, la
artritis, la enfermedad periodontal, la esclerosis multiple y la fibrosis hepatica. En consecuencia, los complejos
descritos en el presente documento tienen el potencial de influir en estas afecciones.

ADMINISTRACION DE COMPLEJOS

La administracion de complejos dentro de la Férmula (l) a seres humanos puede ser por cualquiera de los modos de
administracion aceptados bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, pueden administrarse mediante administracion
enteral, tal como oral o rectal, o por administraciéon parenteral tal como subcutanea, intramuscular, intravenosa e
intradérmica. La inyeccion puede ser en bolo o mediante infusién constante o intermitente. El complejo activo
normalmente esta incluido en un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable y en una cantidad suficiente para
administrar al sujeto una dosis terapéuticamente eficaz.

En el uso de los complejos de la invencion pueden administrarse en cualquier forma o modo que haga al complejo
biodisponible. Un experto en la materia de preparar formulaciones puede seleccionar faciimente la forma y el modo
de administracion dependiendo de las caracteristicas particulares del complejo seleccionado, la afeccién que se
trata, la etapa de la afeccion que se trata y otras circunstancias relevantes. Se refiere al lector a Remingtons
Pharmaceutical Sciences, 192 ediciéon, Mach Publishing Co. (1995) para mas informacion.

Los complejos de la presente invencién pueden administrarse solos o en forma de una composicion farmacéutica en
combinacién con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Los complejos, sin embargo, normalmente se usan en forma de composiciones farmacéuticas que se formulan
dependiendo del modo de administracion deseado. Como tal, en una realizacion adicional, la presente invencién
proporciona una composicién farmacéutica que incluye un complejo de Férmula (I) y un vehiculo, diluyente o
excipiente farmacéuticamente aceptable. Las composiciones se preparan de maneras bien conocidas en la técnica.

La invencion, en otras realizaciones, proporciona un paquete o kit farmacéutico que incluye uno o mas recipientes
rellenos con uno o mas de los ingredientes de las composiciones farmacéuticas de la invencion. En un paquete o kit
de este tipo puede encontrarse un recipiente que tenga una unidad de dosificacién del agente o agentes. Los kits
pueden incluir una composicion que incluya un agente eficaz ya sea como concentrados (incluyendo composiciones
liofilizadas), que pueden diluirse adicionalmente antes de su uso o que pueden proporcionarse a la concentracion de
uso, donde los viales pueden incluir una o mas dosis. Convenientemente, en los kits, pueden proporcionarse dosis
individuales en viales estériles de modo que el médico pueda emplear los viales directamente, donde los viales
tendran la cantidad y la concentracion deseadas del agente o agentes. Asociados a dicho recipiente o recipientes
puede haber diversos materiales escritos tales como instrucciones de uso, 0 un aviso en la forma prescrita por una
agencia gubernamental que regule la fabricacion, el uso o la venta de productos farmacéuticos o biolégicos, aviso
que refleje la aprobacién por la agencia de fabricacion, el uso o la venta para la administracién en seres humanos.

Los complejos de la invencidon pueden usarse o administrarse en combinacién con uno o mas farmacos que son
Utiles para el tratamiento de la enfermedad/enfermedades mencionadas. Los componentes pueden administrarse en
la misma formulacion o en formulaciones separadas. Si se administran en formulaciones separadas, los complejos
de la invencién pueden administrarse secuencialmente o simultdneamente con el otro farmaco o farmacos.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién para inyeccién parenteral comprenden soluciones
estériles acuosas 0 no acuosas, dispersiones, suspensiones 0 emulsiones farmacéuticamente aceptables, asi como
polvos estériles para su reconstitucion en soluciones o dispersiones inyectables estériles justo antes de su uso. Los
ejemplos de excipientes, diluyentes, disolventes o vehiculos, acuosos y no acuosos, adecuados, incluyen agua,
etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares) y mezclas adecuadas de los mismos,
aceites vegetales (tales como aceite de oliva) y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. La fluidez
apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de materiales de recubrimiento tales como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafio de particula necesario en el caso de dispersiones y mediante el uso de
tensioactivos.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes tales como conservantes, agentes humectantes,
agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la accion de microorganismos puede asegurarse
mediante la inclusion de diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, fenol,
acido sorbico y similares. También puede ser deseable incluir agentes isotonicos tales como azUcares, cloruro de
sodio y similares. La absorciéon prolongada de la forma farmacéutica inyectable puede provocarse mediante la
inclusion de agentes que retrasan la absorcion tales como monoestearato de aluminio y gelatina.
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Si se desea, y para una distribucién mas eficaz, los complejos pueden incorporarse en sistemas de entrega de
liberacion lenta o dirigidos, tales como matrices poliméricas, liposomas y microesferas.

Las formulaciones inyectables pueden esterilizarse, por ejemplo, mediante filtraciéon a través de un filtro de retencion
de bacterias 0 mediante la incorporacion de agentes esterilizantes en forma de composiciones sélidas estériles que
pueden disolverse o dispersarse en agua estéril u otro medio inyectable estéril justo antes de su uso.

Las formas de dosificacién sélidas para la administracion oral incluyen capsulas, comprimidos, pildoras, polvos y
granulos. En dichas formas de dosificacion sélidas, el complejo activo se mezcla con al menos un excipiente o
vehiculo inerte farmacéuticamente aceptable tal como citrato de sodio o fosfato dicalcico y/o a) cargas o diluyentes
tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y acido silicico, b) aglutinantes tales como, por ejemplo,
carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y goma arabiga, ¢) humectantes tales como
glicerol, d) agentes disgregantes tales como agar-agar, carbonato de calcio, almidén de patata o tapioca, acido
alginico, ciertos silicatos y carbonato de sodio, e) agentes retardantes de la disolucion tales como parafina, f)
aceleradores de la absorcién tales como compuestos de amonio cuaternario, g) agentes humectantes tales como,
por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol, h) absorbentes tal como caolin y arcilla de bentonita e i)
lubricantes tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sélidos, lauril sulfato de
sodio y mezclas de los mismos. En el caso de las capsulas, comprimidos y pildoras, la forma de dosificacion también
puede comprender agentes tamponantes.

También pueden emplearse composiciones soélidas de un tipo similar como cargas en capsulas de gelatina rellenas
blandas y duras usando excipientes tales como lactosa o azlcar de la leche, asi como polietilenglicoles de alto peso
molecular y similares.

Las formas de dosificacién sélidas de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras y granulos pueden prepararse con
recubrimientos y cubiertas tales como recubrimientos entéricos y otros recubrimientos bien conocidos en la técnica
de la formulacion farmacéutica. Pueden contener opcionalmente agentes opacificantes y también pueden ser de una
composicion de manera que liberen el principio o principios activos solamente, o preferentemente, en una parte
determinada del tracto intestinal, opcionalmente, de una manera retardada. Los ejemplos de composiciones de
inclusién que pueden usarse incluyen sustancias poliméricas y ceras.

Si se desea, y para una distribucién mas eficaz, los complejos pueden incorporarse en sistemas de entrega de
liberacion lenta o dirigidos, tales como matrices poliméricas, liposomas y microesferas.

Los complejos activos pueden estar también en forma microencapsulada, si es apropiado, con uno o mas de los
excipientes mencionados anteriormente.

Las formas de dosificacion liquidas para la administracién oral incluyen emulsiones, soluciones, suspensiones,
jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas de los complejos activos, las formas de dosificacion
liquidas pueden contener diluyentes inertes utilizados habitualmente en la técnica, tales como, por ejemplo, agua u
otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato
de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, dimetilformamida,
aceites (en particular, aceites de semilla de algodén, cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo), glicerol,
alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitano y mezclas de los mismos.

Ademas de los diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden incluir adyuvantes tales como agentes
humectantes, agentes emulsionantes y de suspension, agentes edulcorantes, aromatizantes y perfumantes.

Las suspensiones, ademas de los complejos activos, pueden contener agentes de suspensién como, por ejemplo,
alcoholes isoestearilicos etoxilados, polioxietilensorbitol y ésteres de sorbitano, celulosa microcristalina,
metahidroxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, y mezclas de los mismos.

Son composiciones para la administracion rectal o vaginal, preferentemente, los supositorios que pueden prepararse
mezclando los complejos de la presente invenciéon con excipientes o vehiculos no irritantes adecuados tales como
manteca de cacao, polietilenglicol o una cera de supositorio que son soélidos a temperatura ambiente, pero liquidos a
la temperatura corporal y, por tanto, funden en el recto o la cavidad vaginal y liberan el complejo activo.

Las formas de dosificacion para la administracién topica de un complejo de la presente invencion incluyen polvos,
parches, aerosoles, pomadas e inhalantes. El complejo activo se mezcla en condiciones estériles con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y cualquier conservante, tampén o propulsor que pueda necesitarse.

La cantidad de complejo administrado preferentemente va a tratar y reducir o aliviar la afeccién. Una cantidad
terapéuticamente eficaz puede determinarse facilmente por un médico especialista mediante el uso de técnicas
convencionales y observando los resultados obtenidos en circunstancias analogas. En la determinacion de la
cantidad terapéuticamente eficaz debe considerarse una serie de factores incluyendo, pero no limitados a, la especie
de animal, su tamafo, edad y salud general, la afeccion especifica implicada, la gravedad de la afeccion, la
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respuesta del sujeto al tratamiento, el complejo particular administrado, el modo de administracion, la
biodisponibilidad de la preparacion administrada, el régimen de dosis seleccionado, el uso de otros medicamentos y
otras circunstancias relevantes.

Una dosificacion preferida sera un intervalo de aproximadamente 0,01 a 300 mg por kilogramo de peso corporal por
dia. Una dosificacién mas preferida estara en el intervalo de 0,1 a 100 mg por kilogramo de peso corporal por dia,
mas preferentemente de 0,2 a 80 mg por kilogramo de peso corporal por dia, incluso mas preferentemente de 0,2 a
50 mg por kilogramo de peso corporal por dia. Una dosis adecuada puede administrarse en multiples subdosis por
dia.

SINTESIS

Los complejos de las diversas realizaciones pueden prepararse usando las vias de reaccion y esquemas de sintesis
como se describen a continuacién, empleando las técnicas disponibles en la técnica para cada una de las
etapas/reacciones individuales y usando materiales de partida que estan facilimente disponibles. La preparacion de
complejos particulares de las realizaciones se describe en detalle en los siguientes ejemplos, pero el experto
reconocera que las reacciones quimicas descritas pueden adaptarse facilmente para preparar una serie de otros
agentes de las diversas realizaciones. Por ejemplo, la sintesis de complejos no ejemplificados puede realizarse
satisfactoriamente mediante modificaciones evidentes para los expertos en la materia, por ejemplo, protegiendo
adecuadamente los grupos que interfieren, cambiando a otros reactivos adecuados conocidos en la técnica o
haciendo modificaciones habituales de las condiciones de reaccién. Una lista de grupos protectores adecuados en la
sintesis organica puede encontrarse en Protective Groups in Organic Synthesis de T.W. Greene, John Wiley & Sons,
1981. Como alternativa, se reconocera que otras reacciones desveladas en el presente documento o conocidas en
la técnica tienen aplicabilidad para preparar otros complejos de las diversas realizaciones.

Un esquema adecuado para la produccion de algunos de los complejos de la invencion se muestra a continuacion
en el Esquema 1.

Esquema 1 Formacion de bis(tiosemicarbazonas) simétr icas.

Rj R4 Rs R4
/> <\ ) (
Rs R4 H ,R1 H* N N M(CH3CO,) ~N NS
+ 2 HZN/N\H/N\R - HN NH —_— N™ S N
3 o 3 2 Row /& )\ Ry R )l\ FARN /”\ R;
P 2 / \ -2
N S S N N S S N
x) ) R1/ \ R1/ \
R1 R1
(Xl
(XIV)

De este modo, la condensacién de la diona (X) con dos equivalentes de una tio semicarbazida adecuadamente
funcionalizada (XI) en condiciones acidas conduce a la formacién de la bis (tiosemicarbazona) (XIIl). Usando el
esquema de reaccidon esbozado la semi carbazida (XIll) resultante sera simétrica ya que la mismas tio
semicarbazida se condensara con ambos restos aldehido. La bis(tiosemicarbazona) puede hacerse reaccionar con
una sal metalica adecuada, tal como el acetato de metal para producir el complejo de metal (XIV) deseado y acido
acético. Puede producirse una amplia diversidad de tiosemicarbazonas mediante la variacion de los sustituyentes ya
sea en el resto aldehido o en la semicarbazida.

Un procedimiento alternativo que es en particular aplicable a (bis semicarbazonas) no simétricas se muestra en el
Esquema 2.
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Esquema 2 Formacién de bis(tiosemicarbazonas) asimét  ricas.

Rs Ry Rs Rs
Ry Re H A H* Vi <\ H R 27—
+ H,N—N N N o ~N N N N
N R, T oy RN N N “NH
o 0 s J
S
Ra /& Ro /& )\ R
X N™ s S e
(X) « R Rq _N S S N,
XD (XVI) (xviy Re

(XV)
M(CH,CO,) | M=Cu, zn

)/ \<
N/N\ ;N\N
| IM\ /lk
R. Vg \\ R
Z;N)\S’ S N/ 5
Rg

(Xl

5 De este modo, como antes, la reaccidn de un diona (X) con un equivalente de tio semi-carbazida (XI) en condiciones
acidas conduce a la formacion del derivado mono tio semicarbazona (XV). Esta, después, puede someterse a
condensacién con un segundo resto de tiosemicarbazida (XVI) para producir una bis (tiosemicarbazona) (XVII) que
de nuevo puede hacerse reaccionar con una sal de metal tal como el acetato de metal para producir el complejo
asimétrico (XVIII) deseado. Una vez mas, mediante la eleccion acertada de los materiales de partida (X), (XI) y (XVI)

10 puede sintetizarse una amplia diversidad de materiales.

Con ciertas bis tiosemicarbazonas es dificil detener la reaccion de formaciéon en la etapa de mono-adicién
conduciendo a la formacion del bis aducto asi como material de partida. Si bien esto se desea cuando el producto
final es un aducto simétrico, no es deseable en circunstancias en las que se desea un aducto asimétrico. Si bien

15 esto no era un problema con todas las cadenas principales, se observé ciertamente con una serie de los productos
que se deseaban producir y, de este modo, se desarrollé6 un procedimiento alternativo para aductos de este tipo. Por
tanto, se desarroll6 un procedimiento alternativo que evitaba la formacion de este bis aducto en una sola etapa y se
muestra en el esquema 3.

20 Esquema 3 Formacion alternativa de bis(tiosemicarbaz ~ onas) asimétricas.
HsN- /
NH R3 R4
/ AR Ra
e L S <
H RS o N LiBF4, 2% ac o N
- . “NH - NH NH
-0 © TA \ )\ MeCN, TA, 1-2h A RS R Hi :
agua, TA, _RS . TA, 1-2h. ) . i
17h, 60% S N S Ns NZ S
R
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R3 R* R3 R*
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N' N M(CH4CO,) NN
N N7 N HN NH

R2 )I\ ’,M\\ J\ RS DMF, TA R2. /& )\ RS

(XXI11) (XXIN)
x

De este modo, la molécula (XIX) se hizo reaccionar con un tiosemicarbazidas para proporcionar el mono-aducto,
25 acetal (XX). El acetal puede escindirse oxidativamente para proporcionar el aldehido (XXI) usando
tetrafluoroboracetato de litio, un acido de Lewis suave. La reaccion del aldehido (XXI) con una tiosemicarbazida
diferente, proporcioné el ligando asimétrico deseado (XXII), que después se pudo convertir en el complejo metalico
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(XXIIl) usando las condiciones convencionales.
Ejemplos

Pueden obtenerse o prepararse reactivos Utiles para sintetizar compuestos de acuerdo con técnicas conocidas en la
técnica.

En los ejemplos que se describen a continuacion, a menos que se indique lo contrario, todas las temperaturas en la
siguiente descripcion estan en grados Celsius y todas las partes y porcentajes son en peso, a menos que se indique
lo contrario.

Se adquirieron diversos materiales de partida y otros reactivos de proveedores comerciales, tales como Aldrich
Chemical Company o Lancaster Synthesis Ltd. y se usaron sin purificaciéon adicional, a menos que se indique lo
contrario. Se adquirieron tetrahidrofurano (THF) y N,N-dimetilformamida (DMF) de Aldrich en botellas Sureseal y se
usaron como se recibieron. Todos los disolventes se purificaron usando métodos convencionales en la técnica, a
menos que se indique lo contrario.

Se obtuvieron espectros de resonanua magnética nuclear (RMN) con un espectrémetro Varian de 400 MHz ( Ha
400 MHz) o un Varian Inova 500NMR ( H a 500 MHz). Todos los desplazamientos quimicos se referenciaron a picos
de disolvente residual y se expresaron en ppm con respecto a TMS. Todos los espectros se registraron en de-
DMSO. Los espectros de masas se registraron usando el espectrometro de masas de triple cuadrupolo VG BioQ de
la técnica de electronebulizacion (ion positivo). Todos los reactivos y otros disolventes se obtuvieron de fuentes
comerciales convencionales y se usaron tal como se recibieron. ATSMH,, [Cu(ATSM)], [Zn(ATSM)], ATSPH,,
[Cu(ATSP], [Zn(ATSP)]. ATSEH,, [CUu(ATSE)], GTSMH; y [Cu(GTSM)] se prepararon mediante variaciones de los
procedimientos notificados, véase: 1) P. J. Blower, T. C. Castle, A. R. Cowley, J. R. Dilworth, P. S. Donnelly, E
Labisbal, F. E. Sowrey, S. J. Teat y M. J. Went, Dalton Trans., 2003, 4416-4425 y las referencias en el mismo; 2) J.
L. J. Dearling, J. S. Lewis, G. D. Mullen, M. J. Welch y P. J. Blower, J. Biol. Inorg. Chem., 2002, 7, 249 y las
referencias en el mismo; 3) P. McQuade, K. E. Martin, T. C. Castle M. J. Went, P. J. Blower, M. J. Welch y J. S.
Lewis, Nucl. Med. Biol., 2005, 32, 147. Todos los espectros de 'H RMN y EN EM fueron como se esperaba.

Ejemplo 1 Sintesis de [ZN(ATSEH )]

Se afadieron ATSEH> (0,134 g, 0,46 mmol) y Zn(CH3CO3).2.2H,0 (0,102 g, 0,46 mmol) a etanol (5 ml) La mezcla se
calentd a reflujo durante 2 horas en una atmosfera de nitrégeno y después se dejé enfriar a temperatura ambiente.
El sélido de color amarillo brillante que se formé se recogié por filtracién y se lavd con etanol y eter dietilico para
proporcmnar [Zn(ATSE)] en forma de un polvo de color amarillo (0,122 g, 0,35 mmol, 76 %). RMN 'H (400 MHz): &
1,08, 6H, t, *Jun = 7 Hz, CH2CHs; 2,18 ppm, 6H, s, 2 x CH3; 3,30, 4H, m parmalmente oscurecido por el pico de H-DO
del disolvente, CH,CHs. EN EM (ion positivo): m/z = 351 = [Zn(C1oH1eNsS2) + H']".

Ejemplo 2 Sintesis de ChexTSE

Se afiadié 1,2-ciclohexanodiona (0,439 g, 3,92 mmol) a etanol (25 ml) seguido de N4-etil-3-tiosemicarbazida
(0,933 g, 7,83 mmol) y unas pocas gotas de H,SO, (conc). La mezcla se calentd a reflujo en una atmésfera de
nitrégeno durante 3 horas y después se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Se formé un precipitado de color
amarillo que se recogi6 por filtracion y se lavé con etanol y éter dietilico para proporC|0nar ChexTSE en forma de un
solldode color amarillo (0,945 g, 3,00 mmol, 76 %). RMN H (400 MHz): & 1,09, 3H, t, 334n = 7 Hz, CH,CH3; 1,13, 3H,

%Jun = 7 Hz, CH,CHs; 1,66, 4H, m, 2 x CH ciclohexilo; 2,56, 4H, m, 2 x CH ciclohexilo; 3,54, 4H, m, 2 x
NHCH2CH3, 8,18, 1H, s ancho, NH; 8,61, s a, NH; 10,44, 1H, s ancho, NH; 12,25, 1H, s ancho, NH. EN EM (ion
positivo): m/z = 315 = [C12H2NeS2 + H+]+.

Ejemplo 3 Sintesis de [Zn(Chextsc)]

Se afiadié ChexTSE (0,190 g, 0,60 mmol) a etanol (10 ml) seguido de Zn(CH3CO,).2H,0O (0,133 g, 0,60 mmol) y la
mezcla se calento a reflujo en una atmoésfera de nitrégeno durante 3 horas. La mezcla se dejé enfriar a temperatura
ambiente y precipitoé un sélido de color amarillo. El sélido se recogié por filtracion y se lavé con etanol y éter dletlllco
para proporcionar [Zn(Chextsc)] en forma de un solido de color amarillo (0,157 g, 0,42 mmol, 70 %). RMN 'H
(400 MHz): & 1,07, 6H, t, 3Jun = 7 Hz, 2 x CH2CHs; 1,64, 4H, m, 2 x CH; ciclohexilo; 2,58, 4H, m, 2 x CH, ciclohexilo;
3,32, 4H, m, oscurecido por la sefial de H-DO en disolvente, 2 x NHCH2CH3. ENEM (ion positivo) m/z = 378 =
[Zl’l(CquoNsSz H+]+.

Ejemplo 4 Sintesis de [Cu(Chextsc)]
Se afiadieron ChexTSC (0,202 g, 0,64 mmol) y Cu(CHsCO3)..H>O (0,202 g, 0,64 mmol) a etanol (10 ml). La mezcla
se calentd a reflujo en una atmésfera de nitrogeno durante 3 horas y después se dejé enfriar a temperatura

ambiente. El sélido de color marrén rojizo que precipitd se recogié por filtracion y se lavo con etanol y éter dietilico
para proporcionar [Cu(ChexTSC)] en forma de un polvo de color rojo-marrén (0,166 g, 0,44 mmol, 69 %). EN EM
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(ion positivo) m/z = 377 = [Cu(C12H20NsS: + H'T".
Ejemplo 5 Sintesis de ligando de GTS simétrico (3): de  rivado de (4-clorofenilo)

Se agité 4-(4-clorofenil)-3-tiosemicarbazida (0,60 g, 2,50 mmol) en agua (2 ml) y acido acético (2 ml). Se afiadi6 1,4-
dioxano (2 ml) hasta que la solucién se volvié transparente. Se afiadid una solucién acuosa al 40 % de glioxal
(136 ul, 1,19 mmol) gota a gota a la solucién que se agité en una atmdsfera de argdn durante 2 h. En este tiempo
fue evidente un precipitado de color blanco en la solucién de reaccion. La reaccion se concentré ligeramente, se filtrd
y el residuo se lavé secuencialmente con agua (2 ml), etanol caliente (2 ml) y eter (2 ml) para proporcionar el ||gando
en forma de un sélido de color amarillo palido (0,360 g, 0,85 mmol, 71 %). RMN H (400 MHz): 6 7,39, 4H, d, “Jun =
8,4 Hz, 4 x Ar-H; 7,58, 4H, d, ®Juy = 8,4 Hz, 4 X Ar-H; 7,88, 2H, s, 2 x CH = N; 10,27, 2H, s, 2 x NH-Ar; 12,23, 2H, s,
2 x NH-N=N. ENEM (ion negativo): m/z = 424 = [(C16H14Cl2NeS2 - H'T.

Ejemplo 6 Sintesis de complejo de cobre de GTS simétri  co (A8): derivado de (4-clorofenilo).

Se afiadié monohidrato de acetato de cobre (1) (0,04 g, 0,18 mmol) a una solucién agitada del ligando (3) (0,08 g,
0,18 mmol) disuelto en DMF minima (1 ml). Se produjo un cambio a color morado inmediatamente. La reaccion se
agité en una atmoésfera de argon a temperatura ambiente durante 1 h y después se concentré a un sélido de color
morado. El sélido se sometié a ultrasonidos en etanol (2 ml), se retiré por filtracion y se lavé con etanol caliente
(2 ml, 2 veces), éter (2 ml) y se seco al aire para proporcionar el complejo de cobre en forma de un sélido de color
morado (0,07 g, 0,13 mmol, 71 %). EN EM (ion negativo): m/z = 485 = [Cu(C16H12CloNeS; - H']".

Ejemplo 7 Sintesis de complejo de cinc de GTS simétric o (A7): derivado de (4-clorofenilo).

Se afiadié dihidrato de acetato de cinc(ll) (0,03 g, 0,14 mmol) a una solucién agitada del ligando (3) (0,06 g,
0,14 mmol) disuelto en DMF minima (1 ml). Se produjo un cambio a color naranja inmediatamente. La reaccion se
agité en una atmosfera de argdn a temperatura ambiente durante 1 h y después se concentr6 a una goma de color
naranja. La goma se sometié a ultrasonidos en etanol (2 ml) lo que provocé que un soélido de color naranja brillante
precipitara fuera de la solucién. El sélido se retird y se lavé con etanol caliente (2 veces, 1 ml), éter (2 ml) y se seco
aI aire para proporcionar el compIeJo de cinc en forma de un solido de color naranja (0,04 g, 0,08 mmol, 62 %) RMN
'H (400 MHZ): & 7,29, 4H, d, *Jun = 8,8 Hz, 2 X Ar-H; 7,78, 4H, d, *Jun = 8,8 Hz, 2 x Ar-H; 7,84, 2H, s, 2 x CH=N;
9,84, 2H, s ancho, 2 x NHAr EN EM (ion positivo): m/z = 489 = [Zn(C16H12CloNgS2 + H'T".

Ejemplo 8 Sintesis de ligando de GTS asimétrico (10): derivado de metil/fenil-semicarbazida.

Etapa 1: ligando mono sustituido protegido con acetal (metiltiosemicarbazida) (XX).

Una solucién acuosa al 40 % de dimetoxiacetaldehido (0,65 ml, 4,28 mmol) se afiadié a una suspension agitada de
4-metil-3-tiosemicarbazida (0,50 g, 4,75 mmol) en metanol (15 ml). La reaccién se agit6 en una atmoésfera de argon a
temperatura ambiente durante 17 h. El metanol se retir6 a presion reducida y la soluciéon acuosa se extrajo con
diclorometano (2 veces, 20 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (2 veces, 10 ml) y se secaron
(NazSO0s). La concentracion proporcioné un soélido de color blanco (0,46 g, 2,40 mmol 56 %). RMN N (400 MHz): ©
2,93, 3H d, *Jun = 4,4 Hz, NH-CHs; 3,29, 3H, s, CH3, 3,32, 3H, s, CHs; 4,69, 1H, d, *Jun = 5,6 Hz, CH-(OCHa),; 7,25,
1H, d, Jun = 5,6 Hz, CH=C; 8,27, 1H, d ancho, *Jus = 3,6 Hz, NH-CHs; 11,31, 1H, s, NH-N=C.

Etapa 2: Formacién del aldehido (XXI).

Una solucién 1,0 M de tetrafluoroborato de litio en acetonitrilo (1,44 ml, 1,05 mmol) se afiadié directamente al acetal
derivado de metil tiosemicarbazida (XX) (0,10 g, 5,23 mmol) y se agitaron durante unos pocos minutos. La mezcla se
diluy6 con una solucién acuosa al 2 % de acetonitrilo (20 ml) y se agité en una atmoésfera de argdn a temperatura
ambiente durante 17 h. La reaccion se inactivd con una soluciéon de salmuera acuosa saturada (10 ml), la capa
organica se separé y la fase acuosa se extrajo con éter (2 veces, 10 ml). Las capas organicas combinadas se
secaron (Na;SQ4) y se concentraron a presion reducida para proporcionar el aldehido deseado en forma de un
sélido gomoso de color naranja (O 04 g, 0,03 mmol), 58 %). El producto se uso directamente en la siguiente etapa.
RMN *H (400 MHz) 5 3,00, 3H, d, *Jun = 4,8 Hz, NH-CHs; 7,43, 1H, d, %344 = 8,0 Hz, CH=C; 9,01, 1H, s ancho, NH-
CHa; 9,45 1H, d, ®Juy = 8,0 Hz, CH=0; 12,47, 1H, s, NH-N=C.

Etapa 3: Reaccién con formacién de segundas tiosemicarbazidas—ligando asimétrico (XXII).

A una solucién del aldehido (0,04 g, 0,31 mmol) disuelto en DMF (3 ml) que contenia tamices moleculares de 4 A
activados, se le afiadi6 4-fenil-3-tiosemicarbazida (0,06 g, 0,34 mmol). La reacciéon se agitd6 durante 5h en una
atmdsfera de argon a 60 °C. La reaccion se filtrd, los tamices se lavaron con un poco de DMF y la solucion se
concentré para proporcionar una goma de color amarillo. La goma se sometié a ultrasonidos en etanol (2 ml) y el
sélido se retird por filtracion. El residuo se lavd con etanol caliente (2 veces, 2 ml) y después éter (2 veces 2 ml)
para proporcionar un sélido de color crema (0,04 g, 0,12 mmol, 40 %). RMN N (400 MHz): & 2,96, 3H d, I =
4,4 Hz, NH-CHg; 7,17, 1H, m, 1 x Ar-H; 7,33, 2H, m, 2 x Ar-H; 7,52, 2H, m, 2 x Ar-H; 7,79, 2H, ABq, *Ju4 = 8,8,
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11,6 Hz, 2 x CH=N; 8,55, 1H, d ancho, >Jun = 4,0 Hz, NH-CHgz; 10,16, 1H, NH-Ph; 11,83, 1H, s, NH-N=C, 12,09, 1H,
NH-Ph; 11,83, 1H, s, NH-N=C.

Etapa 4: Formacién de complejo de cobre de GTS asimétrico (XXIII). A19

Se afiadi6 monohidrato de acetato de cobre(ll) (0,06 g, 0,29 mmol) a una solucién agitada del ligando (XXII) (0,09 g,
0,29 mmol) disuelto en DMF minima (1 ml). Se produjo un cambio a color morado inmediatamente. La reaccion se
agité en una atmoésfera de argén a temperatura ambiente durante 1 h y después se concentré a un sélido de color
morado. El sélido se sometié a ultrasonidos en etanol (2 ml), se retiré por filtracion y se lavé con etanol caliente
(1 ml, 2 veces), éter (2 ml) y se seco al aire para proporcionar el complejo de cobre en forma de un sélido de color
morado (0,07 g, 0,20 mmol, 64 %). EN EM (ion positivo) m/z = 371 = [Cu(C12H14NsSz + H']".

Etapa 5: Formacién de complejo de cinc de GTS asimétrico (XXIII). A9

Se afiadio dihidrato de acetato de Cinc(ll) (0,05 g, 0,24 mmol) a una solucién agitada del ligando (12) (0,07 g,
0,24 mmol) disuelto en DMF minima (1 ml). Se produjo un cambio a color naranja inmediatamente. La reaccion se
agité en una atmosfera de argdn a temperatura ambiente durante 1 h y después se concentr6 a una goma de color
naranja. La goma se sometié a ultrasonidos en etanol (1 ml) y el sélido se retiré y se lavo con éter (1 ml) y se seco al
aire para proporcionar el complejo de cinc en forma de un sélido de color naranja (0,04 g, 0,11 mmol, 47 %) RMN N
(400 MHz): 6 2,96, 3H, s ancho, NH-CHj3; 6,91, 1H, s ancho, Ar-H; 7,22, 2H, s ancho, Ar-H; 7,54, 1H, s ancho, NH-
CHz; 9,53, 1H, s ancho, NH-Ar. EN EM (ion positivo): m/z = 359 = [Zn(C11H12NsS, + H']".

El uso de variaciones en los procedimientos esbozados anteriormente y los mecanismos de reaccién esbozados en
los esquemas 1 a 3, los ligandos que se muestran en la Tabla 1 se sintetizaron ademas de los ligandos iniciales
desvelados en las paginas 21y 22.
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Mediante el uso de los ligandos de la Tabla 1 y los procedimientos de formacién de complejos metélicos analizados
anteriormente se hizo una serie de complejos metalicos como se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2

Estructura

Cl

Cl

Compl ejo N.°

Al

A2

A3

A4

A5

A6

A7

A8

26




ES 2650 720 T3

A9

H3C CH3j
/> <\
/N\ /N\

N 7 N
A O
H S S N

>=

A10

All

Al12

A13

Al4

Al5

27




ES 2650 720 T3

Al16

Al7

A18

A19

A20

A21

A22




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2650 720 T3

A23 H H

A24 H H

CAPTACION CELULAR DE COMPLEJOS DE BTSC
Ejemplo 9 Cu-BTSC

Se trataron células de ovario de hamster chino (APP-CHO) transfectadas con APP con una gama de complejos
[Cu(BTSC)] con cadenas principales de dialquilo a 1-50 mM durante 6 h en medio de cultivo sin suero. Las células
se lavaron dos veces con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y las células se rasparon en PBS fresco y se
sedimentaron a 10.000 rpm en una microcentrifuga durante 5 min. El sobrenadante se deseché y los sedimentos
celulares se congelaron a -70 °C hasta que se determinaron los niveles de metal por espectrometria de masas de
plasma acoplado inductivamente (EM-PAI) en el Departamento de Patologia, Universidad de Melbourne.

Ejemplo 10 Zn-BTSC

Los complejos de Zn-BTSC son menos estables que sus complejos de cobre (derivados relacionados que tienen
constantes de asociacion del orden de log K = 7, pero que aun son capaces de transportar eficazmente Zn dentro la
célula. El tratamiento de las células con complejos [Zn(BTSC)] dio como resultado incrementos significativos en los
niveles intracelulares de Zn medidos por EM-PAL. [Zn(ATSM)] y [Zn(ATSE)] indujeron aumentos de 8,2 +0,25y 9,8 +
0,9 veces en los niveles celulares de Zn respectivamente (Figura 2). Se trataron células CHO transfectadas con APP
con complejos [Zn(BTSC)] a 1-50 pM durante 6 horas en medio de cultivo libre de suero. Las células se lavaron dos
veces con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y las células se rasparon en PBS fresco y se sedimentaron
a 10.000 rpm en una microcentrifuga durante 5 min. El sobrenadante se desech6 y los sedimentos celulares se
congelaron a -70 °C hasta que se determinaron los niveles de metal por espectrometria de masas de plasma
acoplado inductivamente (EM-PAI) en el Departamento de Patologia, Universidad de Melbourne. El tratamiento de
las células con complejos [Zn(BTSC)] dio como resultado aumentos significativos en los niveles intracelulares de Zn
medidos por EM-PAI. [Zn(ATSM)] y [Zn(ATSE)] indujeron aumentos de 8,2 + 0,25y 9,8 + 0,9 veces en los niveles de
Zn celular, respectivamente, en comparacion con los controles sin tratar (Figura 2 ).

REDUCCION EN LOS NIVELES DE BETA AMILOIDE EXTRACELULAR.
Ejemplo 11 [Cu(GTSM)]

El tratamiento de células APP-CHO con [Cu(GTSM)] dio como resultado un aumento en los niveles de cobre
intracelulares como se esperaba del ligando de Cu permeable en las células. Se usaron cinco pautas de tratamiento,
a saber, un control, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM y 50 uM (Figura 3). Se trataron células CHO transfectadas con APP
con cada una de las dosis de [Cu(GTSM)] durante 6 h en medio sin suero y después se recogié el medio
acondicionado y se someti6 a ensayo para determinar el péptido AB1-40 mediante ELISA de AP habitual.
[Cu(GTSM)] inhibio significativamente los niveles de AB1-40 en el medio a todas las concentraciones sometidas a
ensayo, en comparacioén con GTSM sim complejar.

Ejemplo 12 Complejos de Zn-BTSC

El tratamiento de las células APP-CHO con una serie de complejos de cinc dio como resultado un incremento en los
niveles intracelulares de cinc como se esperaba del ligando de Zn permeable en las células. Se usaron cinco pautas
de tratamiento, a saber, un control, 1 pM, 5 uM, 10 uM, 25 uM y 50 uM (Figura 4). Se trataron células CHO
transfectadas con APP con cada una de las dosis de [Zn(BTSC)] durante 6 h en medio sin suero y después se
recogio el medio acondicionado y se someti6 a ensayo para determinar el péptido AB1-40 mediante ELISA de AR
habitual. Todo el Zn-BTSC inhibi6 significativamente los niveles de AB1-40 en el medio a 10-50 uM. Zn-Chex TSE y
Zn-ATSE también inhibieron A a 1 uM.
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Ejemplo 13 El Cu inhibe la captacién de Zn y la pérdi  da de AB secretado inducida por [Zn(BTSC)]

Para examinar esto, las células se expusieron a [Zn(ATSE)] o [Zn(ATSP)] 10 uM con o sin Cu®* 5-50 UM durante 6 h.
El cotratamiento de las células con Cu y los complejos de Zn-BTSC redujo el nivel de captacion de Zn en
comparacién con Zn-BTSC solo (Figura 5). Esto indica que el Cu es capaz de desplazar la unién de Zn mas débil
para formar complejos de Cu-BTSC vy reducir la captacién de Zn-BTSC y los resultados después del andlisis se
muestran en la Figura 5.

Ejemplo 14 Efecto de la temperatura sobre la captaci6  n de metal.

Se realiz6 un estudio en el que las células se expusieron a diferentes concentraciones de uno de los complejos de la
invencion en una serie de diversas concentraciones y ya sea a 4 0 37 °C. Las células se trataron con los complejos,
ya sea a 37 °C o 4 °C durante 6 h y los niveles de metal se determinaron por EM-PAI y el AB1-40 se midié por
ELISA. Los resultados, como se muestran en la Figura 6, indican claramente que la captacion celular depende de la
temperatura. El tratamiento de las células a 37 °C da como resultado un alto nivel de captacion de metal que da
como resultado una pérdida de AB extracelular. La incubacion de las células a 4 °C da como resultado una captacion
de metal sustancialmente mas baja y, por tanto, efectos reducidos sobre el AR extracelular. Los resultados indican
que es probable que la captacion de metal, por tanto, sea un proceso activo, en lugar de pasivo y podrian
proporcionar la oportunidad de dirigir a receptores de BTSC especificos de metal para mejorar la eficacia de los
complejos.

Ejemplo 15 Reduccién de Abeta celular
Generacion de ovario de hamster chino (CHO) transfe  ctado con APP

Se generaron células APP-CHO mediante la expresion del ADNc de APP de 695 aminoacidos en el vector de
expresion pIRESpuro2 (Clontech, Mountain View, California, EE.UU.). Las células se transfectaron usando
Lipofectamina 2000 y se cultivaron en medio RPMI-1640 complementado con glutamina 1 mM y suero bovino fetal al
10 % (todos de Invitrogen, Mount Waverley, Victoria, Australia). Se seleccionaron las células transfectadas y se
mantuvieron usando puromicina 7,5 pg/ml (Sigma-Aldrich).

Tratamiento de las células con Complejos

Se hicieron pases de células APP-CHO en una relacion de 1:5 y se cultivaron en placas de 6 pocillos durante 3 dias
antes de los experimentos. Los compuestos se prepararon como una solucion madre 10 mM en DMSO y se
afadieron a medio RPMI sin suero complementado con puromicina. El medio se mezclé brevemente mediante
aspiracion antes de la adiciéon a las células. Los cultivos de control se trataron con vehiculo (DMSO) solo. Los
cultivos se incubaron durante 6 horas y se tomaron medios acondicionados para la medicién de los niveles de AB1-
40 mediante ELISA.

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) de captura de doble anticuerpo para la deteccion de A

Los niveles de AB se determinaron en medio de cultivo usando el protocolo de ELISA de AB1-40 de 384 pocillos. Se
recubrieron placas de 384 pocillos con anticuerpo monoclonal (mAb) G2-10 en tampén de recubrimiento de
carbonato-bicarbonato (pH 9,6) para la deteccion de ABi-4. Las placas se dejaron incubar durante la noche a 4 °C
con balanceo. Después, las placas se lavaron tres veces con PBST a TA con balanceo y la soluciéon se deseché
después de cada lavado. Después, se afiadieron 100 pl de caseina hidrolizada al 0,5 % (p/v) en PBS (pH 7,4) a
cada pocillo y se dejaron incubar durante 2 horas a 37 °C para evitar la unidon no especifica. Después, las placas se
lavaron tres veces con PBST a TA con balanceo. Se afiadieron 20 ng de mAb WO2 biotinilado (epitopo en ABsg) a
cada pocillo de las placas (10 ul/pocillo a 2 ng/ul). Se anadieron 50 pl/pocillo de muestras de péptido patron ABi-a0
(MHRI, Melbourne, Australia), muestras de medio de cultivo celular y blancos. Las placas se dejaron incubar durante
la noche a 4 °C con balanceo. Las placas se lavaron nueve veces con PBST a TA con balanceo. Se afiadieron 25 pl
de europio marcado con estreptavidina a una dilucion de 1:1000. Después, las placas se lavaron diez veces con
PBST, donde el 9’ y el 10° lavado se dejaron durante 5 min antes de desecharlos. Para desarrollar las placas se
afnadieron 80 ul de solucién de potenciaciéon a cada pocillo y las placas se leyeron en un lector de placas WALLAC
Victor® con excitacion (Ex) a 340 nm y emisién (Em) a 613 nm. Los patrones de péptido ABi-40 ¥ las muestras se
sometieron a ensayo por triplicado. Los valores obtenidos de los pocillos por triplicado se usaron para calcular la
concentracion de AB (expresada como ng/ml) basandose en la curva patron generada en cada placa y se
proporcionan en la Tabla 3.

Tabla 3
Compuesto de ensayo [Abeta como porcentaje de | Control
Control (DMSO) 100
A4 84
A5 13
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A7 36
A8 56
A10 53
A13 42
Al4 3
Al6 30
Al7 95
A18 35
A19 38
A20 86
A21 50
A23 47
A24 56

Ejemplo 16 Ensayo de ionéforo

Se sembraron en placa células de neuroblastoma humano M17 en placas de6 pocillos y dejaron durante la noche.
Se afiadieron suficiente células para proporcionar aproximadamente un 70 % de confluencia el dia siguiente del
experimento.

Las células de ensayo se incubaron en 1 ml de medio y mezcla de compuestos durante 5 horas a 37 °C. Al final de
la incubacién se retiré el medio con un aspirador de vacio y se afiadi6 1 ml de PBS para desalojar las células.
Después las células se ponen en tubos Eppendorf y se sedimentan. El PBS se retira y los sedimentos celulares
restantes se congelan a -20 °C.

Los sedimentos celulares de niveles similares se colocan en tubos de microcentrifuga de 1,5 ml. A cada tubo se le
afiadieron 50 pl de &acido nitrico concentrado (Aristar, BDH) a cada sedimento celular y se dej6é que cada sedimento
celular se digiriera durante la noche. Las muestras se calentaron durante 20 min a 90 °C para completar la digestion.
El volumen de cada muestra se redujo a ~45 ul después de la digestion. A cada uno se le afiadié 1 ml del diluyente
acido nitrico al 1 %. Las mediciones se realizaron usando un instrumento Varian UltraMass ICPMS en condiciones
de funcionamiento adecuadas para el analisis de multiples elementos habitual.

El instrumento se calibré usando blanco, 10, 50 y 100 ppb de una solucién patrén de ICPMS de miltiples elementos
certificada (ICP-MS-CAI2-1, Accustandard) para Fe, Cu y Zn en acido nitrico a 1 %. Se us6 una solucién de patrén
interno certificada que contenia 100 ppb de itrio (Y 89) como control interno (ICP-MS-IS-MIX1-1, Accustandard).

Los datos se natificaron frente a nivel de un control interno conocido (Clioquinol) y se muestran en la Tabla 4. Los
datos de la Tabla 4 demuestran que los complejos de la invencién son eficaces en el suministro del metal a la célula.

Ejemplo 17 Ensayos de citotoxicidad - Células de neur  oblastoma M17
Dia 1.

Las células de ensayo se cultivaron a 37 °C/CO; al 5 % hasta casi confluencia en un matraz de 75 cm?. El medio se
retird y las células se incubaron con 5 ml de PBS durante aproximadamente 5 minutos para desalojar las células de
la superficie de plastico. Se us6 una pipeta para volver a suspender las células y se afiadieron 5 ml de medio de
crecimiento. La suspension celular se retiré y se afiadié a un tubo Falcon de 15 ml. La suspensiéon se mezclé bien
por inversion y se transfirieron aproximadamente 100 pl a un Eppendorf.

Un ensayo normal que evalla 15 compuestos usa cinco placas de 48 pocillos. Los 24 pocillos interiores son los
Unicos que se usan para reducir la cantidad de evaporacién durante 48 horas. Se afiadieron 200 pl de medio a cada
uno de los 24 pocillos interiores. Las suspensiones celulares se mezclaron por inversion y se afiadié el nimero
deseado de células a cada pocillo. La adicién de células continu6é en cada placa y la suspension celular se mezclé
en el tubo Falcon por inversion entre cada placa. A las placas se les proporcioné una agitacion menor y se
devolvieron a una incubadora a 37 °C. Las placas se dejaron durante la noche para que las células se depositaran
en los pocillos.

Dia 2.

Se seleccionaron los compuestos que se iban a someter a ensayo para el ensayo. Se calculd, a partir del peso
molecular y los mg de compuesto en el Eppendorf, el nimero de ml de DMSO que se debian afadir a preparar una
solucion madre de 10 mM. En el caso de CQ (clioquinol) se requiere una solucion madre 1 mM debido a la
precipitacion de una solucién mas concentrada cuando se diluye en medio.
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Se afiadi6 DMSO a los Eppendorf (normalmente 200-500 pl), se agitaron con formaciéon de vortice hasta que se
disolvié y se incubaron con los compuestos a 37 °C durante 60 minutos para ayudar a la solubilizacién. Los
compuestos se retiraron y se agitaron con formacion de vortice de nuevo y se comprob6é cualquier compuesto no
disuelto.

Después, las soluciones madre 10 uM, deben diluirse 1:10 para hacer una concentraciéon final de 1 uM. Se
afiadieron 180 pl de DMSO al tubo de ensayo y se afiadieron 20 ul de cada una de las soluciones de compuesto a
cada uno de los tubos de ensayo para crear las soluciones de ensayo que después se agitaron con formacion de
voértice de nuevo para garantizar la homogeneizacion completa de la mezcla de ensayo. Después, cada compuesto
se diluy6 hasta concentraciones finales de 10 uMy 1 uM.

Se afiadié la cantidad deseada de la solucion de ensayo y la muestra de control a las placas que después se
devolvieron a la incubadora durante un periodo de 48 horas a 37 °C. A la finalizacion del periodo de 48 horas las
placas se retiraron de la incubadora y se us6 un aspirador para retirar el medio de la primera placa. Después se
afnadieron 220 pl de soluciéon MTT/medio a cada pocillo. Después, las placas se devolvieron a 37 °C y se incubaron
durante 1 hora. Después de 1 hora las placas se retiraron de la incubadora y la solucién medio/MTT se retir6 usando
la bomba de vacio aspiradora.

Se afiadieron 200 ul de DMSO a cada pocillo y la placa se agitdé suavemente para que el DMSO disolviese los
cristales de MTT y los restos de células restantes. Después de aproximadamente 10 minutos el DMSO ahora
morado en los pocillos deberia ser transparente. MTT es una sal de tetrazolio que se convierte de amarillo a morado
por las mitocondrias activas. Cuantas mas células presentes y, por tanto, mas mitocondrias, da como resultado un
color pdrpura mas intenso. Las placas ahora pueden leerse en un lector de placas a 570 nm. Los resultados se
proporcionan en la Tabla 4.

Ejemplo 18 Ensayos de citotoxicidad - cultivos neuron ales primarios

Se prepararon cultivos corticales neuronales primarios en condiciones estériles. Se retiraron cortezas de ratén
C57BI/6 el dia embrionario 14, se disecaron sin meninges y se disociaron en tripsina al 0,025 % (Sigma) en tampén
Krebs (p/v). Las células disociadas se trituraron usando una punta de pipeta fina conectada a un filtro, se
sedimentaron, se resuspendieron en medio de siembra (medio minimo de Eagle, suero de ternero fetal al 10 %,
suero de caballo al 5%) y se contaron. Se sembraron células neuronales corticales en placas de 48 pocillos
recubiertos con poli-D-lisina a una densidad de 150.000 células/pocillo en 250 pl de medio de siembra. Todos los
cultivos se mantuvieron en una incubadora a 37 °C con CO; al 5 %. Después de 2 h el medio de recubrimiento se
reemplaz6 por medio neurobasal recigen preparado que contenia complementos B27 (que contenian antioxidantes),
geneticina y glutamina (todos los reactivos de cultivo tisular se adquirieron de InVitrogen a menos que se indique o
contrario). Este método dio como resultado cultivos altamente enriquecidos para neuronas (pureza del > 95 %) con
contaminacion de astrocitos y microglia minima como se determina por inmunotincién de las preparaciones de
cultivo usando anticuerpos marcadores especificos.

Ensayos de citotoxicidad

Se dejo que las células neuronales maduraran durante 6 dias en cultivo antes de comenzar el tratamiento con medio
de cultivo modificado recién preparado (medio neurobasal mas complementos B27 (menos antioxidantes),
geneticina y B-D-arabinofuranésido de citosina (Sigma)). Para el tratamiento de los cultivos neuronales, las
soluciones madre de compuesto de ensayo recién preparadas se diluyeron hasta la concentracion final (como se
esboza a continuacién) en 200 pl de medio de cultivo modificado. Después, las mezclas se afadieron a las células
neuronales durante un maximo de 4 dias. La salud de las células se controld periddicamente por microscopia de
contraste de fases y la viabilidad celular se cuantificé usando el ensayo de MTS (Promega, Madison, WI). EI medio
experimental se reemplazé por medio de cultivo modificado recién preparado que contenia MTS al 10 % v/v. Las
placas se devolvieron a la 37 °C, se incubaron con CO; al 5 % durante 3 h. Después, se transfirid una alicuota de
150 ul de cada pocillo a pocillos separados de una placa de 96 pocillos. El cambio de color de cada pocillo se
determin6 midiendo la absorbancia a 490 nm y se restaron | de cada valor as lecturas de fondo de MTS incubado en
medio sin células antes de los célculos. Los datos se normalizaron y se calcularon como un porcentaje de los
valores del control de vehiculo sin tratar. Los datos se muestran como media + E.T. Todas las muestras se
sometieron a ensayo por triplicado y habia presentes células tratadas con vehiculo no tratado en cada placa de
ensayo.

Preparacién de compuestos de ensayo y "placa de farm aco"

Los compuestos de ensayo se disolvieron inicialmente en DMSO al 100 % (Sigma) a una concentracién de 5 mM.
Una solucién madre 5 mM se diluyé para proporcionar concentraciones de trabajo de 1 mM y 0,1 mM. Los
compuestos de ensayo no se afiadieron directamente a las células, sino que se afiadieron a una “placa de farmaco”
estéril de 48 pocillos, después se diluyeron con medio de cultivo modificado. Después de la adicion del medio de
cultivo modificado a la placa de farmaco, el medio se mezclé suavemente y se afiadieron alicuotas de 200 ul (por
triplicado) a las placas que contenian las neuronas.
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Tabla 4

Complejo N.° |lonéforo *[Citotox *

PN 1 uM[PN 10 pM{M17 1 pM|M1710 pM
AL 701 11,2 10,8 2,5 0
A2 157,1 NE NE NE NE
A3 NE NE NE NE NE
A4 129 99 104,6 37,9 44,4
A5 1163 30,5 -20,6 1,8 0,6
A6 699 2,7 -2,8 9,2 -0,5
A7 126 185 164,5 76,1 43,6
A8 95 96,5 73,8 73,0 48,2
A9 217 114,4 1,3 47,2 57,3
A10 133 99,1 69,0 43,2 52,9
A1l 142 132,8 |[140,5 49,1 52,5
A12 166 116,8 |[5,3 86,8 53,9
A13 645 0,2 -1,5 -0,8 -0,5
A14 287 -5,0 -6,2 -2,6 -3,4
A15 100 103,6 |[106,4 43,2 19,1
A16 394 -4,5 -5,7 -2,8 -3,3
A17 124 100,6 |[106,5 53,1 42,0
A18 159 79,9 64,3 96,5 86,5
A19 536 19,4 -5,4 -2,7 -2,9
A20 114 44,9 84,4 56,8 51,9
A21 395 -31,3  [-31,7 -2,8 -3,5
A22 125 -7,5 -11,6 41,4 20,1
A23 559 1,8 1,9 24,9 -2,2
A24 130 101 96,6 97,3 93,7
" (% de captacién de metal a 10 pm)
°. (% viable)
NE = No sometido a ensayo
Al = CuGTSM
A2 = CUATSM
A3 = ZnATSM

Ejemplo 19 Complejo de actividad antioxidante A8

con el fin de determinar la capacidad de los complejos de la invencién para actuar como antioxidantes un complejo
representativo (A8) se sometié a un ensayo Oxyblot™. Este ensayo detecta grupos carbonilo (aldehidos y cetonas)
en proteinas producidos por la oxidacion catalizada por metal. Las proteinas se obtienen de cortes de cerebro de
ratones Tg que se han sometido a los compuestos de ensayo. Se cree que los grupos carbonilo para son una
‘evidencia del estado de oxidacién de las proteinas’. Los grupos carbonilo en las cadenas laterales de las proteinas
se derivatizan a la 2,4-dinitrofenilhidrazona (DNP-hidrazona) por reaccion con diisocianato de 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH). Las muestras pueden someterse a electroforesis en gel o directamente se pueden
poner en una inmunotransferencia por puntos. El anticuerpo primario detecta el resto expuesto a DNP de las
proteinas, usando un patrén proporcionado para leer concentraciones particulares de DNP que se encuentran en las
proteinas.

Procedimiento
Tampones
Todos los tampones eran frescos antes del ensayo, excepto la solucién de derivatizacion DNPH. La solucién madre

de DNPH vy la solucién de control de derivatizacion negativa se obtuvieron en el mercado y necesitaron una dilucién
1:10 en dH20. Se tom¢ la solucién de neutralizacién y se aplicé directamente desde el kit de ensayo.

1 X PBS-T )

10 X PBS 100 ml
Tween 20 0,5ml
dH20 899,5 ml
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Dilucién/tampén de bloqueo (1 1)

1 XPBS-T 1000 ml
BSA 10g
AjustarelpHa ~7,4

El ensayo se realizé como se indica a continuacion:

Se apartaron 5 pl de la muestra (dos alicuotas por muestra, como se requiere por duplicado, una para la reaccién de
derivatizacion, la otra para el control negativo) a partir de alicuotas de 20 pl diluidas previamente de (A8) y muestras
de control para el ensayo de carbonilo (diluido para producir una concentracion de proteina de 4 mg/ml tanto para
SN como para el sedimento).

Se prepararon concentraciones patron de acuerdo con la concentracién de dinitrofenilo (DNP) de banda de albumina
de suero bovino (BSA) proporcionada (2,5 pl de solucién patron de kit = 100 fM de DNP de la banda de BSA). Se
hicieron los siguientes patrones basados en la informacion anterior: 200, 150, 100, 50, 25, 12,5 fM DNP, PBS (0 fM)

patron 200 fM = 5 pl de solucién madre patron proporcionada en el kit
patron de 150 fM = solucién madre de patrén 3,75 + 1,25 pl PBS de (pH 7,4)
patron de 100 fM = 2,5 ul de solucién madre patron + 2,5 ul de PBS

Todos los demas patrones se hicieron por dilucion en serie 1:1 de una solucién 100 fM (5 ul) con PBS. Se
prepararon patrones de forma idéntica a las muestras derivatizadas (no se empled control negativo para los
patrones).

Se afadieron las siguientes soluciones a la muestra/control, en el siguiente orden:

e 5ulde SDS al 12 % (diluido en dH20)
* Ya sea: 10 yl de DNPH (dinitrofenilhidrazina; mezcla de reaccién) O 10 pl de solucién de Derivatizacion-Control
(control negativo)

e 7,5 ul de solucion de Neutralizacion
Total = 27,5 pl de mezcla por muestra.

Se afiadié SDS al 12 % a las muestras en hielo, después de lo cual las muestras se trataron todas a temperatura
ambiente. Se afiadi6 DNPH, las muestras se incubaron durante 15 min después se afadi6 solucién de
Neutralizacién. Las muestras que contenian DNPH se volvieron de un color naranja tras la adicion de la solucion de
Neutralizacién, mientras que las muestras de Derivatizacion-Control permanecieron transparentes.

Se afadieron 50 pl adicionales de PBS a cada muestra para disminuir la viscosidad.

El dispositivo de inmunotransferencia por puntos tenia una placa de 96 pocillos instalada para recoger la muestra en
la parte inferior y estaba equipado con una membrana de nitrocelulosa (14 cm X 9 cm) preempapada (PBS), y se
sellé entre la capa delgada de plastico blando y la capa de plastico duro superior. Los patrones y las muestras se
cargaron en la placa de inmunotransferencia por puntos antes de encender la bomba de succion a potencia maxima
(~19,3).

La membrana se colocé en tampon de bloqueo (40 ml) durante 1 hora, se aclar6 dos veces brevemente con PBS-T.
Después, la transferencia se incub6 con el anticuerpo primario del kit (anti-DNP de conejo; dilucién 1:150 en PBS-T,
134 pl de anticuerpo en ~20 pl de PBS-T) durante una hora, después se lavé dos veces inmediatamente, seguido de
lavados 2 veces, 15 min y 2 veces, 5 min con PBS-T. Ademas, se incub6 con anticuerpo secundario 1:300, 67 pl en
20 pl (IgG anti-conejo de cabra-HRP), después, se aclaré de nuevo como se ha descrito para la etapa de anticuerpo
post-primario. La transferencia se desarrollé por incubacién en reactivo de deteccién de quimioluminiscencia (GE)
4 ml de reactivo 1:4 ml de reactivo 2 durante 2 min.

La membrana se capturé usando el sistema de captura de imagen "LAS-3000" (Fujifilm) en un tiempo de captura de
4 min en el ajuste alto (exposicion automatica). Usando el programa de software Multi Gauge V2.3, se calculd la DOI
(densidad éptica) de la inmunotransferencia por puntos. Se uso la muestra de DNP PBS derivatizada como fondo.
Se realizaron estadisticas comparando la simulaciéon frente a un grupo de tratamiento usando "Ensayo t: Dos
muestras suponiendo varianzas desiguales" para los valores de DOI. Los resultados del ensayo de oxidacién como
se ha analizado anteriormente se muestran en las Figuras 4 y 5 y en la Tabla 4. Hubo una disminucién significativa
en DNP (carbonilos) en ambas fracciones cerebrales insolubles y solubles de los ratones tratados con A8 en
comparacion con el grupo de control (p = 0,001 y p <0,001, respectivamente). Los resultados se proporcionan en la
Tabla 5y en las Figuras 9y 10.
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Tabla 5
Ej. | Edad de inicio dd | Edad de finalizacion dd |ldentificacién DOl de la fraccién DOl de la fraccion
N.° mm aa mm aa insoluble soluble
4 min 4 min
1 21-01-01 23- 03- 01 Control 2928819,1 3658003
2 21-01-01 23- 03- 01 Control 2565788,1 1718086
3 21-01- 01 23- 03- 01 Control 1504266,1 1732442
4 15- 01- 01 18- 03- 01 Control 1007009,1 1694023
5 15- 01- 01 17- 03- 01 Control 1730518,1 3,193,021
6 22-01-01 17- 03- 01 Control 5105383,1 4081782
7 22-01- 01 01-03- 22 Control 1690190,1 1569152
8 22-01-01 22-03- 01 Control 1942335,1 2043031
9 22-01- 01 22- 03- 01 Control 2905421,1 1457786
10 19- 01- 01 22-03- 01 Control 3282780,1 2118132
11 03- 01- 01 03- 03- 01 Control 1912386,1 2438337
12 16- 01- 01 03- 03- 01 Control 2463515,1 3470839
13 21-01-01 23- 03- 01 A8 1419393,1 909877,1
14 21-01-01 23- 03- 01 A8 357259,11 924649,1
15 21-01-01 23- 03- 01 A8 1555864,1 513723,1
16 21-01- 01 23- 03- 01 A8 1115150,1 1214351
17 15- 01- 01 17- 03- 01 A8 1203704,1 469925,1
18 06- 01- 01 08- 03- 01 A8 737727,11 989478,1
19 06- 01- 01 08- 03- 01 A8 960960,11 177146,1
20 14-01- 01 16- 03- 01 A8 2152486,1 13833,11
21 06- 01- 01 08- 03- 01 A8 278327,11 878736,1
22 21-01- 01 23- 03- 01 A8 241186,11 928334,1

El andlisis estadistico de los datos en bruto proporcionados en la Tabla 5 se proporciona en la Tabla 6.

5 Tabla 6
Fraccion insoluble Fraccion soluble
Pardmetro Control |A8 (30 mg/kg) Parédmetro Control |A8 (30 mg/kg)
Media 1537800,07 972585,67 [Media 1609229,32 310756,97
\VVarianza 3,4959 E+11 3,6544E + 11|Varianza 7,72868E + 11 1,799E + 10
Observaciones 10 10 Observaciones 12 10
Diferencia de la Diferencia de la
media hipotética 0 media hipotética 0
df 18 df 12
Estadistico t 2,11372856 Estadistico t 5,046473186
P(T<=t) de una cola 0,02437979 P(T<=t) de una cola 0,000143098
t Critico de dos colas 1,73406359 t Critico de dos colas 1,782287548
P(T<=t) de una cola 0,04875957 P(T<=t) de una cola 0,000286197
t Critico de dos colas 2,10092204 t Critico de dos colas 2,178812827

Ejemplo 20 Actividad antioxidante de Cu GTSM

Se sigui6 el procedimiento del ejemplo 18 usandose Cu GTSM como compuesto de ensayo. Con respecto a todo lo
10 demas, el procedimiento de ensayo fue igual. Los resultados se proporcionan en la Tabla 7 y las Figuras 11y 12.

Ej. | Edad de inicio dd | Edad de finalizacion dd |ldentificacion DOl de la fraccion DOl de la fraccién
N.° mm aa mm aa insoluble soluble
4 min 4 min

1 02- 03- 00 01- 05- 00 Control 175,69 173,72

2 25- 04- 00 24- 06- 00 Control 143,35 155,74

3 29- 03- 00 28- 05- 00 Control 183,76 97,63

4 28- 03- 00 27- 05- 00 Control 197,60 58,68

5 10- 03- 00 09- 05- 00 Control 152,17 146,56
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6 03- 03- 00 02- 05- 00 Control 130,44 167,19
7 01- 03- 00 30- 04- 00 Control 157,60 172,96
8 30- 04- 00 13- 06- 00 Control 136,15 61,15
9 30- 04- 00 13- 06- 00 Control 58,45 50,82
10 30- 04- 00 13- 06- 00 Control 57,01 54,07
11 30- 04- 00 13- 06- 00 Control 46,83 58,9
12 30- 04- 00 13- 06- 00 Control

13 03- 05- 00 16- 06- 00 Control 49,55 67,00
14 30- 04- 00 13- 06- 00 Control 72,96 64,12
15 03- 05- 00 16- 06- 00 Control

16 03- 05- 00 16- 06- 00 Control

17 08- 04- 00 26- 06- 00 Cu-GTSM 74,21 24,86
18 08- 04- 00 26- 06- 00 Cu-GTSM 32,85 21,33
19 08- 04- 00 26- 06- 00 Cu-GTSM 60,29 22,48
20 29- 03- 00 16- 06- 00 Cu-GTSM

21 29- 03- 00 16- 06- 00 Cu-GTSM 51,64 19,83
22 29- 03- 00 16- 06- 00 Cu-GTSM 33,49 21,43
23 12- 03- 00 30- 05- 00 Cu-GTSM 47,76 22,72
24 12- 03- 00 30- 05- 00 Cu-GTSM

25 06- 04- 00 24- 06- 00 Cu-GTSM 44,95 20,49
26 06- 04- 00 24- 06- 00 Cu-GTSM 67,91 28,42
27 06- 04- 00 24- 06- 00 Cu-GTSM 43,57 24,15
28 06- 04- 00 24- 06- 00 Cu-GTSM 52,85 26,42
29 29- 03- 00 16- 06- 00 Cu-GTSM 77,9 20,8

Se proporciona el analisis estadistico de los datos proporcionados en la Tabla 7 en la Tabla 8.

Tabla 8
Fraccién insoluble Fraccion soluble
. Cu-GTSM . Cu-GTSM

Parametro Control (10 mg/kg) Parametro Control (10 mg/kg)
Media 120,12 53,4018182 Media 102,1953846 22,993636
\VVarianza 3069,82913 231,326996 \Varianza 2691,710377 7,2646055
Observaciones 13 11 Observaciones 13 11
Diferencia de la Diferencia de la
media hipotética 0 media hipotética 0
df 14 df 12
Estadistico t 4,16038659 Estadistico t 5,495418509
EéE::t) de una 0,00048095 P(T<=t) de una cola  6,86308E-05
t Critico de dos 1,76131012 t Critico de dos 1,782287548
colas colas
EéE::t) de una 0,0009619 P(T<=t) de una cola 0,000137262
t Critico de dos 2 14478668 t Critico de dos 5 178812827
colas colas
Ejemplo 21 Efecto de los compuestos sobre la fosforil acion de tau

Para comparar, los niveles de fosfo-Tau (p-396) soluble (SN) e insoluble (sedimento) del grupo de tratamiento con
Cu-GTSM (10 mg/kg) en comparacion con el grupo de control como se muestran en la Tabla 9. Estos son ratones
APP/PS1 dobles transgénicos, machos y hembras.
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Sumario de la preparacién de SN y sedimento:

Tabla 9
Grupode [AN N.° de N° de ratones que |N.°de ratones Tasa de Edad de
tratamiento  |n.°|ratones en el completaron el que murieron | supervivencia en | finalizacion media
ensayo ensayo % dd mm aa
Control n/a 9 9 0 100 % 14- 06- 00
Cu(GTSM) [n/a 14 13 1 93 % 18- 06- 00

En la finalizaciéon del ensayo se recogid el lado izquierdo del cerebro incluyendo el cerebelo, se registrd el peso
hdamedo y se coloc6 en un tubo de ultracentrifuga Beckman etiquetado. Esta muestra de cerebro se utiliza para
someter a ensayo los niveles de Abeta y de metal en el homogeneizado de sobrenadante (SN) y sedimento.

Preparacion de homogeneizado de SN y sedimento de Cer  ebro para CuGTSM y Control

Brevemente, se afiadid6 1 ml de PBS con el pH ajustado a 7,4 (sin Ca ni Mg, Sigma D-8537, que contiene un
comprimido de inhibidor de proteasa sin EDTA Complete® por 50 ml de PBS) y 10 ul de solucién madre 0,5 M de
hidroxitolueno butilado en acetonitrilo a cada muestra, se sometieron a ultrasonidos a una intensidad del 40 % para
rafagas de 2 veces, 10 s o hasta que se homogeneizasen. Las muestras estuvieron en hielo en todo momento. Se
transfiri6 1 ml del homogeneizado a un tubo nuevo y se ultracentrifugé a ~ 100.000, por tanto, 47K rpm en el
Optimax usando el rotor TLA55 durante 30 min a 4 °C. Se recogi6 el sobrenadante (SN) (solo se usaron puntas
transparentes ART en todo momento), se resuspendié el sedimento en 1 ml adicional de PBS y 10 ul de BHT (0,5 M)
y se sometieron a ultrasonidos hasta que se obtuvo una mezcla homogénea. El resto del homogeneizado (<50 ul) se
congel6 a -20 °C.

Alicuotas para el sedimento:

350 pl - ICPMS; 20 pl - ensayo de BCA; 20 pl - ensayo de transferencia de Western; 2x alicuotas de 20 pl para el
ensayo Oxyblot de carbonilo.

Alicuotas para SN:

500 pl - ICPMS; 20 pl - ensayo de BCA; 20 pl - ensayo de transferencia de Western; 2x alicuotas de 20 pl para el
ensayo Oxyblot de carbonilo.

Determinacion de los niveles de proteina para todas las muestras:

Se uso el kit de ensayo de BCA (Pierce) para determinar la concentracion de proteina de las muestras de sedimento
y SN.

Una alicuota de 20 ul de sedimento y SN se diluy6 1:10, es decir, se afiadieron 180 pl de PBS. Se determino la
concentracion de proteina en cuanto al método de ensayo de BCA. Los niveles de absorbancia fueron de
aproximadamente los 0,3-0,9 Abs. Usando el programa Excel se determiné el volumen de PBS necesario para hacer
una solucién madre de: 3 pg/pl de proteina de SN y 0,2 pug/pl de proteina de sedimento usando las alicuotas de
20 pl.

Preparacion de muestras para la transferencia de Wes  tern:

En resumen, se comparé el grupo de tratamiento CUGTSM con respecto al control tanto para las muestras solubles
(SN) y como insolubles (sedimento). En total se prepararon 2 geles Biorad Criterion de Bis-Tris al 4-12 % de 26
pocillos.

Una vez que el contenido de proteina de cada muestra se habia determinado mediante el ensayo BCA un se
prepararon 3 ug de muestra de proteina/ul de muestra de SN y 0,2 ug de proteina/muestra de sedimento. Se tomo
una alicuota de 15 pl de la soluciéon madre 3 pg/ul del SN y la solucion madre 0,2 pg/ul del sedimento para hacer una
muestra de 45 y 3 ug de proteina/calle, respectivamente. Se afiadieron 5 pl de SBx4 que contenia mercaptoetanol al
10 % a cada muestra de 15 pl. (Para sedimentos, n = 24 muestras, para SN, n = 22 muestras).

Se calentaron las muestras durante 5 minutos a 90 °C. Se centrifugaron las muestras a pulsos durante ~10 s. Las
muestras se cargaron en geles de Bis-Tris al 4-12 %, de 26 pocillos (Criterion Gel, BioRad). Los geles se
desarrollaron a 110 V durante 75 min, después, a 130 V durante 50 min, temp ambiente. Los geles se transfirieron a
40V durante 60 min, a 4°C. La membrana se calenté durante 5 minutos en 1 x PBS (precalentado) en el
microondas. La membrana se bloque6 durante 1 hora en leche desnatada al 5 % en TBST a temperatura ambiente.

Se sonded con anticuerpo primario durante la noche: anti-fosfo-Tau de conejo (BioSource; 1:1000, 30 ul/30 ml, 15 ml
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por transferencia) en TBST a 4 °C. Después de dias, se lavaron las transferencias ~6 x 10 min con TBST. Se
sondaron con anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente: anti HRP de conejo (DAKO) 1:5000
diluido en TBST (8 ul/40 ml, 20 ml por transferencia).

Se lavaron las transferencias durante 6 x 10 min con TBST. Se uso6 reactivo ECL (Amersham) para desarrollar las
transferencias (8 ml por blot, relacién 1:1 de reactivo A y B). Se incubaron las transferencias en ECL durante 2 min.

Todas las membranas se capturaron usando el sistema de captura de imagenes "LAS-3000" (Fujifilm) a un tiempo
de captura de 2 min en el ajuste alto para la transferencia 1 (sedimento) y 8 s para el gel 2 (SN; también se expuso
una vez manualmente durante 3 min, ajuste alto). Las bandas triméricas (combinadas), que aparecen entre -49 y
62 kDa, se cuantificaron usando el programa de software Multi Gauge V2.3. Las imagenes se han almacenado en el
archivo para referencias futuras y se prepard una copia impresa en el archivo de PowerPoint "Imagenes de Western
de Fosfo-Tau 06-11-14). Se us6 la DOI (densidad 6ptica) para comparar los grupos tratados y de control para
determinar los niveles relativos de fosfo-Tau presentes".

Se realizaron estadisticas comparando la simulacién frente a un grupo de tratamiento usando "Ensayo t: Dos
muestras suponiendo varianzas desiguales" para los valores de DOI las muestras tanto de sedimento como de SN.

Los resultados se muestran en la Tabla 10 y en las Figuras 13y 14

Tabla 10
Ej. | Edad de inicio dd | Edad de finalizacién dd | DOtdelaifraccion DO! de la fracci6n
N O mm aa mm aa Identificacion msoluple soluple
4 min 4 min

1 00- 03-02 01- 05- 00 Control 10831328,61 69853169,82
2 25- 04- 00 24- 06- 00 Control 8353024,09 100136407,8
3 29- 03- 00 28- 05- 00 Control 11024896,87 92012735,29
4 28- 03- 00 27- 05- 00 Control 9164050,65 94323290,82
5 10- 03- 00 09- 05- 00 Control 16508335,65 80946528,29
6 03- 03- 00 02- 05- 00 Control 8289077,87 73140488,21
7 01- 03- 00 30- 04- 00 Control 12013744,43 68189827,36
8 30- 04- 00 13- 06- 00 Control 8912742,37 128130770,3
9 30- 04- 00 13- 06- 00 Control 4701385,34 107130713,2
10 30- 04- 00 13- 06- 00 Control 4562458,65

11 30- 04- 00 13- 06- 00 Control 5697896,21

12 03- 05- 00 16- 06- 00 Control 5599566,21 102959537,7
13 30- 04- 00 13- 06- 00 Control 3643456,95 123262249,3
14 08- 04- 00 26- 06- 00 Cu-GTSM 1477928,37 74533337,44
15 08- 04- 00 26- 06- 00 Cu-GTSM 1065622,78 68679994,36
16 08- 04- 00 26- 06- 00 Cu- GTSM 1856749,43 36374522,21
17 29- 03- 00 16- 06- 00 Cu-GTSM no Tg no Tg

18 29- 03- 00 16- 06- 00 Cu-GTSM 1202317,09 36602406,27
19 29- 03- 00 16- 06- 00 Cu- GTSM 1891529,65 33773474,29
20 12- 03- 00 30- 05- 00 Cu-GTSM 1082151,43 51807875,36
21 12- 03- 00 30- 05- 00 Cu-GTSM no Tg no Tg

22 06- 04- 00 24- 06- 00 Cu- GTSM 1687976,43 81127942,21
23 06- 04- 00 24- 06- 00 Cu-GTSM 1433094,43 53916728,13
24 06- 04- 00 24- 06- 00 Cu-GTSM 1237435,43 38578309,13
25 06- 04- 00 24- 06- 00 Cu-GTSM 1453283,71 71563860,21
26 29- 03- 00 16- 06- 00 Cu-GTSM 1470088,65 89976911,06

Un analisis estadistico de los datos proporcionados en la Tabla 10 se proporciona en la Tabla 11.

Tabla 11
Insoluble Fraccion Fraccién Soluble
Parametro |C0ntr0| |Cu-GTSM (10 mg/kg)|Parametro |Contro| |Cu-GTSM (10 mg/kg)
Media 6879494,38 3085357,57 Media 94553247 57903214,61
Varianza 1,4055E + 132,0847E + 13 Varianza 4,17E + 144,07337E + 14
Observaciones 13 11 Observaciones 11 11
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Diferencia de la Diferencia de la

media hipotética 0 media hipotética 0

df 19 df 20
Estadistico t 2,19923513 Estadistico t 4,234461
P(T<=t) de una cola 0,02022171 P(T<=t) de una cola 0,000203
t Critico de dos colas 1,72913279 t Critico de dos colas 1,724718
P(T<=t) de una cola 0,04044342 P(T<=t) de una cola 0,000407
t Critico de dos colas 2,09302405 t Critico de dos colas 2,085963

Ejemplo 22 Datos de biodisponibilidad

Se seleccionaron ratones hembra jovenes de 12-14 meses de edad, no transgénicos (no Tg) (BL/6XSJL) Tg
APP2576 (-) para el ensayo de biodisponibilidad. Para cada farmaco, a cuatro ratones se les administraron por via
oral 5 0 30 mg/kg. En el ultimo dia (dia 7 para los compuestos de Cu) los ratones recibieron la dosis normal de
farmaco con adiciones de Cu-64 radiomarcado o analogo Zn-65. Los compuestos radiomarcados se prepararon
mediante protocolos convencionales (P. S. Donnelly, O. Golovko, J. M. Heslop, P. Burke, J. C. Clark, J. R. Dilworth,
F. 1. Aigbirhio, J. Label. Compd. Radiopharm., 2005, 48, S163).

La biodisponibilidad del farmaco se proporcioné mediante la medicion de la radiactividad de muestras de tejido.
Duracion: Los compuestos se administraron por via oral mediante sonda nasogastrica durante 7 u 8 dias
consecutivos

Vehiculo: SSV pH 6,3

Preparacion del farmaco: volumen de dosificacién fijado a 100 ~I para un ratén de 25 g o 4 veces el peso del raton.
La dosis del farmaco es de 5 mg/kg. Los resultados del estudio de biodisponibilidad se proporcionan en la Tabla 12
proporcionandose un sumario de los resultados en la Tabla 13.

Tabla 12
Raton|Comp.|Sangre (CPM)[Higado (CPM)|(Cerebro CPM)|Sangre (Vol)[Higado (g)[Cerebro (g)
1 A8 7925 38985 516 1,0 0,27 0,45
2 A8 6932 46158 486 1,0 0,37 0,30
3 A8 34644 170 710 1998 1,0 0,43 0,22
4 A8 11363 78729 952 1,0 0,29 0,40
5 A16 4626 122 655 966 1,0 0,38 0,49
6 A16 |356 2892 162 1,0 0,21 0,37
7 A16 5908 81 209 627 1,0 0,24 0,37
3 A16 |5664 84 918 773 1,0 0,20 0,42
9 A23 5643 99 907 1084 1,0 0,21 0,37
10 |A23 [5242 56 261 7667 1,0 0,30 0,42
11 |A23 [5298 30 958 427 1,0 0,19 0,41
12 |A23 115 1,341 36 1,0 0,20 0,36
Patrones
A8 = 2397203 cpm
Al16 = 2794850 cpm
A23 =1901062 cpm
Tabla 13
Sangre (% de ID)[Higado (% de ID)|Cerebro (% de ID)
Raton 1 0,33 6,14 0,05
Raton 2 0,29 5,20 0,07
Ratén 3 1,45 16,72 0,38
Raton 4 0,47 11,36 0,10
Media para A8 [0,63 9,86 0,15
Ratoén 5 0,17 11,61 0,07
Raton 6 0,01 0,50 0,02
Raton 7 0,21 11,96 0,06
Ratén 8 0,20 14,97 0,07
Media para A16/0,19 12,84 0,07
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Rat6n 9 0,30 24,79 0,15
Ratén 10 0,28 9,74 0,96
Rat6n 11 0,28 8,80 0,05
Ratén 12 0,01 0,35 0,01
Media para A23[0,28 14,44 0,39

Ejemplo 23 Los complejos de BTSC-metal activan las vi as dependientes de JNK y PI3K dando como
resultado una degradacién aumentada del A B1-40 secretado.

Se trataron células APP-CHO con complejos de metal-BTSC 10 uM durante 6 h. Las células se extrajeron en
tampon de lisis Phosphosafe (Novagen) y las proteinas se separaron por electroforesis en gel en geles de Tris al
12 %-glicina. Las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF y se bloquearon con leche en polvo durante 1 h.
Las transferencias después se sondaron para determinar las formas totales y fosforiladas de Akt, JNK y GSK3
usando anticuerpos de Cell Signaling Technologies. Después de la deteccion con antisuero secundario (marcado
con HRP), se analizaron las transferencias de sefiales usando analisis de quimioluminiscencia en un detector de
imagenes GeneGnome. La activacion de PI3K se demuestra por el aumento de los niveles de Akt fosforilada (p-Akt).
El JNK activado se demuestra por el aumento de p-JNK. El aumento de los niveles de GSK3 desactivado se
demuestra por el aumento de p-GSK3.

Se trataron células APP-CHO con [Zn(ATSE)] 10 uM con o sin inhibidores especificos de PI3K (LY294002), JNK
(SP600125) o p38 (SB203580) (25 uM de cada uno) durante 6 horas y el medio acondicionado se analiz6 para
determinar los niveles de AB1-40 por ELISA normal. La inhibicion de JNK por SP600125 impide la pérdida de A por
[Zn(ATSE)]. La inhibicion de PI3K por LY294002 impide la pérdida de AR por [Zn(ATSE)].

Ejemplo 24 Datos conductuales mediante laberinto Y

Con el fin de someter a ensayo la eficacia de los complejos metdlicos se realizd un ensayo conductual en el laberinto
Y en ratones APP/PS1 dobles transgénicos. El procedimiento utilizado fue como se indica a continuacion:

Preparacion

Se preparé un laberinto Y con los brazos etiquetados. El suelo del laberinto se cubrié con serrin de manera uniforme
en los 3 brazos (se usé serrin para ratones negros Yy fibra-ciclo para ratones agouti. A cada ratén que se iba a usar
en el ensayo después se le asigné aleatoriamente un brazo de partida y uno bloqueado.

Ensayo

En el inicio de cada experimento se colocaron etiquetas al lado del laberinto indicando el nimero de ID del ratén y la
fecha. Después, el brazo cerrado del laberinto se bloqued usando el inserto de pared designado y comenzé la
grabacion en video. El ratén se colocd en su brazo de partida frente a la pared asegurandose de que el brazo
requerido estuviese bloqueado y se le dejé explorar el laberinto durante 10 minutos. Después, el ratén se retiré del
laberinto durante un periodo de 60 minutos, tiempo durante el cual se retird el inserto de pared para desbloquear el
brazo bloqueado del laberinto. Al completarse el periodo de espera de 60 minutos se colocé de nuevo al ratén en el
laberinto frente a la pared, de vuelta en el mismo brazo de partida, sin embargo, esta vez sin ningin brazo
bloqueado. Al raton se le permitié explorar durante 5 minutos y después se retird. Entre cada insercion del ratén el
serrin se mezcl6 dentro del laberinto.

Andlisis

Después, se analizaron los datos de video por ordenador para determinar el periodo que cada raton pas6 en cada
brazo del laberinto en la primera incursion y en la segunda incursion.

Se dividieron 24 ratones APP/PS1 dobles transgénicos aleatoriamente en dos grupos de 12 ratones en cada grupo.
El primer grupo se sometié a una dosis de control o tratamiento simulado, mientras que el segundo grupo se traté
con CuGTSM a una dosis de 10 mg/kg. Los resultados se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14 Datos del laberinto Y
Tratamiento % de Visita al brazo no vedoso |% de Visita al brazo de partida |% de Visita al otro brazo
Control 33,2 30,7 36,1
CuGTSM/10 mg/kg. 47,9 29,7 22,4

En los ratones normales la respuesta normal es que al tras volverse a someter a ensayo (es decir, con el brazo
novedoso sin bloquear) los ratones pasaran una proporcion significativamente mayor de tiempo en el brazo
novedoso en comparacion con el brazo de partida y el otro brazo. Por tanto, normalmente los ratones pasaran su
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tiempo un 50 %, 25 %, 25 %. Por el contrario, si el porcentaje de tiempo o el nUmero de visitas es aproximadamente
igual, los resultados se interpretan como que los ratones no tenian memoria de la experiencia inicial y, por tanto, no
reconocieron el brazo novedoso como tal. Los resultados anteriores indican por tanto, claramente, que los ratones
tratados con CuGTSM tuvieron una mejoria significativa de la memoria en comparacion con el ratén de control.

Ejemplo 25 Inhibicién por CUGTSM de GSK3 B

Con el fin de demostrar claramente que los complejos metalicos descritos inhiben GSK3B se sembraron dos
conjuntos de muestras celulares de células de neuroblastoma M17 (humanas) o N2a (murinas) a una relacion de
pase de 1:4 a partir de un matraz de células confluente al 90 % y se cultivaron hasta un 80-90 % de confluencia. El
medio se reemplazé por OptiMem sin suero recién preparado y las células se expusieron a CuGTSM 1 o 100 nM (de
solucién madre 10 mM en DMSO) durante 18 h (durante la noche). El medio se retird y las células se extrajeron en
tampon de extraccion Phosphosafe (Invitrogen) y se congelaron a -80 °C. Se realizaron transferencias de Western
en lisados celulares para el GSK3pB y el fosfo-GSK3a/f totales (Cell Signaling Technology). Las transferencias
revelaron que GSK3a/B se fosforilaba robustamente por tratamiento con CuGTSM en comparacién con las células
de control tratadas con vehiculo (DMSO) solo. La fosforilacion de GSK3a/f induce la inhibicién de la actividad de
GSK3. Como se sabe que GSK3 induce la fosforilacion de tau (un marcador patolégico importante en la EA), se
esperaria que la inhibicién de la actividad de GSK3 por CuGTSM inhiba la fosforilacion de tau. Los resultados se
muestran en la Figura 15.

Ejemplo 26 Efecto de complejos metalicos tales como C uUGTSM como antioxidantes en un modelo de
enfermedad de Parkinson.

Se realiz6 una serie de ensayos en los que el efecto de CuGTSM sobre la inhibicién de la muerte celular inducida
por dopamina se realizaron en células WT y células A30P. El protocolo utilizado fue como se indica a continuacion.

Cultivo celular

La estirpe celular se mantuvo en OPTI-MEM (Gibco) complementado con suero de ternera fetal (FCS) al 10 %,
aminoacidos no esenciales, piruvato de sodio y Pen/Estrep. Las células se incubaron a 37 °C en una atmdsfera
humidificada de un 95 % de aire y un 5 % de CO,. Se sembraron las células de ensayo en placas de cultivo de 48
pocillos a 4 x 10 4 células por pocillo. Las células se dejaron sedimentar durante la noche después se incubaron con
farmacos durante 24 h antes de ser sometidas a ensayos de MTT para determinar la viabilidad celular.

Ensayo de MTT para la determinacién de la viabilidad de las células M17

Se evalud la viabilidad de las células usando un ensayo de MTT. Las mitocondrias activas convierten la sal de
tetrazolio MTT de color amarillo en formazan de color morado que puede medirse mediante un espectrofotémetro
como se ha descrito en los métodos anteriormente (Mossman, 1983). La mezcla de medios y reactivos, por ejemplo,
la dopamina, se retiré por aspiracion y se afiadié medio que contenia MTT 5 mg/ml y la placa se incubé durante 1 h
a 37 °C. La solucién medio/MTT restante se aspird y después las células se solubilizaron con DMSO. La placa de 48
pocillos después se leyd a 595 nm en un lector de placas.

En esencia se tratd una serie de células WT y células A30P fueron tratados con un control, dopamina, CUuGTSM,
CUuATSM y combinaciones de dopamina y CuGTSM y dopamina y CuATSM a diversas concentraciones para
determinar la capacidad del compuesto para actuar como un antioxidante y mediar en la muerte celular.

Los resultados se muestran en la Tabla 15 (células WT) y la Tabla 16 (células A30P)

Tabla 15 Células WT

Tratamiento % de Recuperacion
Dopamina 500 pm + CuGTSM 0,1 uM -34,57
Dopamina 500 um + CuGTSM 0,01 uM 36,03
Dopamina 500 um + CuATSM 0,1 uM 103,13
Dopamina 500 pum + CuATSM 0,01 pM 64,28

Tabla 16 Células A30P

Tratamiento % de Recuperacion
Dopamina 500 pm + CuGTSM 0,1 uM 54,19
Dopamina 500 pum + CuGTSM 0,01 pM 97,85
Dopamina 500 um + CuATSM 0,1 uM 97,77
Dopamina 500 um + CuATSM 0,01 pM 105,90
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Los resultados demuestran claramente la capacidad de los complejos para actuar como antioxidantes y para
conducir a la recuperacion celular. Los resultados se muestran graficamente en las Figuras 16 y la Figura 17.

Ejemplo 27 Capacidad de los complejos para el tratam iento de ratones con enfermedad de Parkinson
inducida. Lesion con toxina 6-OHDA

Se produjo una lesién parcial de la SNpc en los ratones mediante la inyeccion de la neurotoxina 6-OHDA en la SNpc
derecha. Al ratdn se le inyecté atropina (0,5 mg/kg) para reducir las secreciones de las vias respiratorias, junto con
xilazina (10 mg/kg) para producir la sedacién (inyeccién intramuscular con una aguja de calibre 27, 60 microlitros).
Los ratones se anestesiaron con hidrato de cloral al 4 % en PBS (10 ml/kg, intraperitoneal) y las cabezas se
aseguraron en un marco estereotaxico para la cabeza con la barra de mordedura 3 mm por encima de la horizontal.
Una solucién 1,65 mg/ml de 6-OHDA se prepard con acido ascérbico (0,2 mg/ml) y se mantuvo en hielo hasta el
momento de la inyeccién. Una jeringa Hamilton de 10 ml (con una aguja de calibre 26) montada en una bomba de
jeringa (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL) se insert6 en la SNpc derecha a través de un pequefio agujero perforado a
través de la parte superior del craneo. Se realizé una sola inyeccion (2,5 mg) de 6-OHDA (Sigma) en la SNpc
derecha (anteroposterior, 3,0 mm; lateral, 1,05 mm; dorsoventral, 4,7 mm, con respecto a lambda) (Franklin y
Paxinos, 1997). Al finalizar la inyeccion, la aguja se deja en su lugar durante 5 min y después se retira lentamente a
una velocidad de 1 mm/min. Después de la cirugia, la piel se sutur6, se aplicé antiséptico (yodo al 1 % p/p, Betadine;
Faulding and Company, Salisbury, Australia del Sur) a la herida y los ratones se dejaron en una jaula calentada para
recuperarse. Se administré paracetamol (100 mg/kg) en el agua potable como analgésico después de la cirugia.

Alimentacién con farmacos

Los farmacos de ensayo se suspendieron en vehiculo de suspension patrén (SSV; NaCl al 0,9 % p/v, Na-CMC al
0,05 % pl/v, alcohol bencilico al 0,05 % v/v, Tween 80 al 0,04 % v/v) y se suministraron por via sonda oral a una
dosis diaria de 10 o 30 mg/kg durante 7 dias antes de la lesién y después durante un periodo de 14 dias
consecutivos después de la lesion (Cherny et al., 2001); los controles recibieron SSV solo.

Rotacion inducida por comportamiento-anfetamina

Rotacion - Este ensayo solo es aplicable a los ratones y las ratas que reciben una inyeccién unilateral de 6-OHDA
para producir una lesién parcial de las neuronas de la sustancia negra. El roedor lesionado se coloca en un
recipiente y se graba en video durante una hora, después se le inyectan 5 mg de anfetamina/kg. Catorce dias
después de la lesién el ratdon estaba conectado al sistema Rotacount automatizado (Columbus Instruments,
Columbus, OH, EE.UU.). Este registra las rotaciones ipsilaterales y contralaterales. El raton esta unido de manera
gue cualquier movimiento en sentido horario o en sentido antihorario es registrado por un sensor que después se
controla y se recuenta por un ordenador (software). Una vez conectado se establecen los niveles de movimiento
basales por dejando el roedor durante 30 minutos. Después, los ratones son inyectados a través de una inyeccion
intraperitoneal de anfetamina 5 mg/kg (Sigma) y después el movimiento se registra durante una hora mas. Después,
los datos de los sensores se representan graficamente y se analizan.

histologia y tinciéon con TH

Los animales se sacrificaron mediante una sobredosis de pentobarbital sédico (Lethobarb; 0,35 mg/gm) y se
perfundieron con 30 ml de PBS 0,1 M calentado (37 °C), pH 7,4, con heparina (1 uml), seguido de 30 ml de
paraformaldehido al 4 % enfriado (Sigma, San Luis, MO) y acido picrico al 0,2 % en tampo6n fosfato 0,1 M (4 °C), pH
7,4. Después, los cerebros se retiraron y se dejaron a 4 °C durante la noche en sacarosa al 30 % en PBS.

Las secciones se fijaron en etanol al 100 % durante 15 min a 4 °C. Las secciones se secaron al aire y se aclararon
con PBS 0,1 M antes de ser incubadas en solucién de bloqueo (NGS al 3 %, Triton al 0,3 % (v/v), PBS 0,1 M)
durante 15 min a TA. Después de 3 lavados de 5 min con PBS 0,1 M, las secciones se incubaron durante la noche a
TA con anticuerpo anti-TH de conejo (1:800 Chemicon) en NGS al 1 %/Triton al 0,3 %/PBS 0,1 M. A esto le sigui6
una etapa de lavado adicional e incubacién de IgG anti-conejo de cabra (1:300 SOURCE) en NGS al 1 %/Triton al
0,3 %/PBS al 0,1 M durante 2 h a TA. La reaccion se visualizé con tetraclorhidrato de 3,3-diaminobenzidina (DAB)
durante 15 min y después DAB con peréxido de hidrégeno durante 5 min. Las secciones se lavan tres veces en PBS
0,1 M durante 10 min y después se contratifien con rojo neutro (50 s).

Estimacién del tamafio de la lesion.

Estimaciones estereoldgicas del nimero de células

El ndmero total de neuronas DA en el SN se estim6 usando un disefio de muestreo fraccionador [referencias
Finkelstein et al. 2000, Stanic et al. 2004 y West y Gendersen 1990]. Ratones: los cerebros se seccionan en una
serie 1:3 a 40 um y se realiza una inmunohistoquimica para las secciones tefiidas con Nissl. Los recuentos se hacen

a intervalos regulares predeterminados (x 140 um, y 140 um). Las muestras sistematicas de la zona ocupada por los
ndcleos se hacen a partir de un punto de partida aleatorio. Un marco de recuento imparcial de area conocida (45 um
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x 35 um) se superpone sobre la imagen de las secciones de tejido.

Los resultados se muestran claramente en la figura 18 y demuestran que, en comparacion con el control, los ratones
tratados estaban significativamente menos desorientados. Por tanto, los datos de comportamiento muestran que los
ratones tratados ya sea con Cu(ATSM) o Cu(GTSM) rindieron mejor (es decir, menos movimiento en forma circular)
que el grupo de control. EI movimiento circular en respuesta a un estimulo con anfetamina es el resultado de la
muerte de las células de la sustancia negra, como consecuencia de la lesion por la 6-hidroxi dopamina. Que los
animales tratados tuviesen un mejor rendimiento es coherente con los farmacos que tienen un efecto protector sobre
las células de la sustancia negra lesionada. Esto se confirm6 mediante los recuentos de células en el examen post-
mortem de los animales, cuyos resultados se muestran en la Figura 19.

Ejemplo 28 Agotamiento quimico de PrPc usando complejo s metalicos

Se realiz6 un experimento en el que se trataron células GT1-7 y células HeLa con un complejo metédlico para
determinar el efecto del complejo sobre el agotamiento de PrPc. Esto es significativo ya que se cree que la
infectividad priénica y la toxicidad estan mediadas por una interaccion entre la forma PrPsc infecciosa y la forma
enddgena normal celular para PrPc. Si se inactiva PrPc entonces el PrPsc téxico/infeccioso no tiene nada con lo que
interactuar y, por tanto, puede no provocar una respuesta téxica ni transmitir la infeccion. El protocolo utilizado fue
como se indica a continuacion:

Células GT1-7

Las células se sembraron en una placa de 6 pocillos y se cultivaron hasta un ~70 % de confluencia (maximo) antes
del tratamiento. Después, el medio OptiMEM se retird de las células y se reemplazé por diversas concentraciones de
Cu(GTSM), 1 ml para cada pocillo. Las células se tratan durante 6 horas a 37 °C y después del tratamiento de 6
horas, las células se recogieron para el analisis por transferencia de Western usando un protocolo de lisis celular.

Células HeLa

Las células se sembraron en una placa de 6 pocillos y se cultivaron hasta un ~90 % de confluencia antes del
tratamiento. El medio DMEM se retir6 de las células y se reemplaz6 con diversas concentraciones de Cu(GTSM),
1 ml para cada pocillo. Las células se tratan durante 6 horas a 37 °C. Después del tratamiento de 6 horas, las células
se recogieron y se prepararon lisados de proteinas usando un protocolo de lisis celular.

Los resultados se muestran en las figuras 20 y 21. Como puede observase, hubo una reduccién significativa de PrPc
en las células tratadas con un complejo metalico.

Ejemplo 29 Efecto de los complejos metdlicos sobre ra  tones G93A SOD1 con ELA.

Se realiz6 un experimento en el que se determiné el efecto del complejo metalico sobre ratones G93A-SODL1. Los
ratones de esta composicidn genética son un modelo Gtil para la ELA y se usan como modelo de raton para
determinar la eficacia del tratamiento para esta afeccién. Se prepar6 una soluciéon de complejo metalico (CuGTSM)
como se indica a continuacion:

Componentes del vehiculo de suspension patron (SSV, d el inglés Standard Suspension Vehicle )
Na-carboximetilcelulosa (Na-CMC; viscosidad media; n.° de Sigma C-4888)
Alcohol bencilico
Tween 80® (monooleato de polioxietilensorbitano; n.° de Sigma P-8074)
Cloruro de sodio (NaCl)

Los componentes relativos de la composicion fueron como se indica a continuacion:

Tabla 17
Composicion Conc. 11 500 ml
NaCl 0,9 % (p/V)[9,0g |4,59
Na-CMC 0,5 % (p/V)[5,09 [25¢
Alcohol bencilicol0,5 % (v/v)|5,0 mi2,5 ml
Tween 80 0,4 % (v/v)[4,0 ml[2,0 ml

Cu-ATSM

Se proporciond CUATSM a los ratones en dosis de 30 mg/kg a través de sonda oral. Se almacena a -20 °C y se
descongela el dia de la administracion.
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La mezcla se sometid a ultrasonidos con sonda, rafa gasde 2 X 15 s.
Dosis dada a los ratones = 4X peso del raton. (por ejemplo, un ratén de 25 g recibié 100 pl de suspension).

Mezclar brevemente el farmaco por agitacion/perturbacion antes de cada administracion (se produce una ligera
sedimentacion a pesar de los ultrasonidos).

El Cu-ATSM se administré una vez al dia (5 dias/semana) a ratones TgSOD1 G93A hasta que alcanzan la etapa
final (pérdida de peso corporal del 15-20 %, paralisis de una extremidad posterior y pérdida de la funcién motora
parcial). El animal se sacrifica en este punto y se representa el tiempo de supervivencia. Los resultados se muestran
en la figura 22.

Durante el andlisis del estudio también se estudi6 la aparicion de la paralisis de la pata trasera. Los resultados que
se muestran en la figura 23 muestran claramente que CUATSM retrasa significativamente la aparicion de la paralisis
en ratones con ELA.

Ademas, un estudio de los presentes resultados en comparacion con la bibliografia demuestra claramente que los
complejos metdlicos tales como Cu ATSM proporcionan la mayor esperanza de vida para los ratones G93A-SOD1
en comparacién con otros tratamientos farmacoldgicos notificados. Los tratamientos notificados se muestran en la
tabla 18 a continuacion.

Tabla 18
Tratamiento farmacolégico [Aumento de la esperanza de vida

CuATSM 31-33 dias

zVAD-fink 27 dias

Creatina 20 dias

AEOL 10150 20 dias

Ro 28-2653 13 dias
Minociclina 11-21 dias
Riluzol 10-15 dias

Ceftriaxona 10 dias

Antibidtico B-lactdmico Ginseng SOD1 7 dias
Gabapentina Sin efecto
Vitamina E Sin efecto
Acetilsalicilato de lisina Sin efecto

Ejemplo 30 Efecto de los complejos metalicos sobree | EGFR

Se trataron células U87MG-EGFR transfectadas con CuGTSM 25 uM o DMSO como control de vehiculo durante 5 h
y se determiné la fosforilacion de EGFR (tyrl068) por transferencia de Western. Se usaron antisueros para
EGFRtyr1068 sistematicamente ya este es uno de los residuos de tirosina criticos implicados en la activacion de
EGFR y la sefalizacion corriente abajo. También se notifica sistematicamente en la bibliografia acerca de la
activacion de EGFR. La Figura 24A muestra que la fosforilacion de EGFR vy, por tanto, la activacion, se produjeron
en el tratamiento con CuGTSM en comparacion con el control de vehiculo.

Ejemplo 31 Efecto de la activaciéon del EGFR por CuGTSM sobre la fosforilacion corriente abajo de ERK,
GSK3 y JNK

Se realiz6 un estudio para determinar si las vias de cinasas moduladas por CUGTSM estaban mediadas por la
activacion del EGFR. Esto se realiz6 mediante el tratamiento de células U87MG-EGFR con DMSO 25 uM, CuGTSM,
CuGTSM més PD153035 10 puM (inhibidor de EGFR) o PD153035 10 pM solo. Después, se determind la activacion
de ERK, GSK3 y JNK por transferencia de Western. La Figura 23 demuestra que hubo una disminucion en la
fosforilacion inducida por CUGTSM de JNK, GSK3 y ERK en presencia de PD153035, aunque la activacion de estas
cinasas no fue eliminada completamente por el inhibidor de EGFR. Esto indica que, aunque la activacion de EGFR
regulé la activacion de estas cinasas corriente abajo en cierto grado, su regulacion también esta potencialmente
controlada por otras vias de receptores no examinadas en este estudio. Las transferencias de Western se muestran
en las figuras 24A a 24 D

Las siguientes clausulas numeradas representan parte de la descripcion.
1. Un método de tratamiento o profilaxis de una afeccion en un sujeto en el que el suministro de metal puede

prevenir, aliviar o mejorar la afeccion, incluyendo el método la administracion de una cantidad terapéuticamente
eficaz de un complejo metalico de Férmula (1).
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Formula (1)

en la que M es un metal divalente;

R' y R? se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en: H, alquilo, alquenilo,
alquinilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, hidroxi, hidroxialquilo, alcoxi, -N=R’, -
NH(R7), -N(R")2, -COOH, -COR’, -COOR’, -CONHR’, -CSNHR’, -S(O)R’, -S(0)2R’, -C(O)N(R")2, -SO2N(R)2,
-(CHz)mR8 y acilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido; o

R' y R® cuando se toman juntos con el atomo de nitrégeno al que estan unidos forman un grupo
heterocicloalquilo o heteroarilo opcionalmente sustituido;

R® y R* se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en: H, alquilo, alquenilo,
alquinilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, cada uno de los cuales puede estar
opcionalmente sustituido;

oR® y R* cuando se toman junto con los atomos de carbono a los que estan unidos forman un grupo
cicloalquilo opcionalmente sustituido;

R® y R® se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en: H, alquilo, alquenilo,
alquinilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, hidroxi, hidroxialquilo, alcoxi, -N:R7, -
NH(R7), -N(R7)2, -COOH, -COR’, -COOR’, -CONHR’, -CSNHR’, -S(O)R’, -S(0)2R’, -C(O)N(R")2, -SO2N(R)2,
-(CHz)mR8 y acilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido; o

R® y R® cuando se toman juntos con el atomo de nitrégeno al que estan unidos forman un grupo
heterocicloalquilo o heteroarilo opcionalmente sustituido;

cada R’ se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en H, alquilo, alquenilo, alquinilo,
haloalquilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, cicloalquilalquilo,
heterocicloalquilalquilo, arilalquilo, heteroarilalquilo y acilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente
sustituido;

cada R® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en cicloalquilo, heterocicloalquilo,
arilo y heteroarilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido;

m es un numero entero seleccionado entre el grupo que consiste en 1, 2, 3,4,5y 6.

2. Un método de acuerdo con la clausula 1 en el que la afeccidén se selecciona entre el grupo que consiste en
trastornos relacionados con tau, trastornos provocados por 0 asociados al estrés oxidativo y trastornos
relacionados con Abeta.

3. Un método de acuerdo con la clausula 1 o 2 en el que la afeccién es provocada por o se asocia al estrés
oxidativo en el sujeto.

4. Un método de acuerdo con la clausula 1 o 2 en el que la afeccién es un trastorno relacionado con tau.
5. Un método de acuerdo con la clausula 1 o 2 en el que el trastorno es un trastorno relacionado con Abeta.

6. Un método de acuerdo con la clausula 1 o 2 en el que la afeccién se selecciona entre el grupo que consiste en
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enfermedad cardiovascular, trastornos del sistema nervioso central, canceres y trastornos neurolégicos.

7. Un método de acuerdo con la clausula de 1,2 o 6 en el que la afeccién se selecciona entre el grupo que
consiste en porfiria intermitente aguda; cardiomiopatia inducida por adriamicina; demencia del SIDA y
neurotoxicidad inducida por VIH-1; enfermedad de Alzheimer; esclerosis lateral amiotréfica; ateroesclerosis;
cataratas; isquemia cerebral; pardlisis cerebral; tumor cerebral; dafio de 6rganos inducido por quimioterapia;
nefrotoxicidad inducida por cisplatino; cirugia de derivacién de la arteria coronaria; enfermedad de Creutzfeldt-
Jacob y su nueva variante asociada a la enfermedad de las "vacas locas"; neuropatia diabética; sindrome de
Down; ahogo; epilepsia y epilepsia post-traumatica; ataxia de Friedrich; demencia frontotemporal; glaucoma;
glomerulopatia; hemocromatosis; hemodialisis; hemdlisis; sindrome urémico hemolitico (enfermedad de Weil);
enfermedad de Menke; ictus hemorragico; enfermedad de Hallerboden-Spatz; ataque cardiaco y lesiéon por
reperfusion; enfermedad de Huntington; enfermedad de los cuerpos de Lewy; claudicacion intermitente; ictus
isquémico; enfermedad inflamatoria intestinal; degeneracion macular; malaria; toxicidad inducida por etanol;
meningitis (aséptica y tuberculosa); enfermedad de las neuronas motoras; esclerosis mdltiple; atrofia sistémica
multiple; isquemia miocardica; neoplasia; enfermedad de Parkinson; asfixia perinatal; enfermedad de Pick;
paralisis progresiva supranuclear; dafio de o6rganos inducido por radioterapia; reestenosis tras angioplastia;
retinopatia; demencia senil; esquizofrenia; septicemia; choque séptico; encefalopatias espongiformes;
hemorragia subaracnoidea/vasoespasmo cerebral; hematoma subdural; traumatismo quirdrgico, incluyendo
neurocirugia; talasemia; ataque isquémico transitorio (AIT); trasplante; demencia vascular; meningitis virica; y
encefalitis virica.

8. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 7 en el que la afecciéon es un trastorno
neuroldgico.

9. Un método de acuerdo con la clausula 8 en el que el trastorno neuroldgico se selecciona entre el grupo que
consiste en enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, esclerosis multiple, neuropatias, enfermedad
de Huntington, enfermedad pridnica, enfermedad de las neuronas motoras, esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y
enfermedad de Menke.

10. Un método de acuerdo con la clausula 9 en el que el trastorno es la enfermedad de Alzheimer.

11. Un método de acuerdo con la clausula 9 en el que el trastorno es la enfermedad de Parkinson.

12. Un método de acuerdo con la clausula 9 en el que el trastorno es la esclerosis lateral amiotrofica (ELA).

13. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 12 en el que el metal es cobre.

14. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 13 en el que el complejo es simétrico.

15. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 13 en el que el complejo es asimétrico.

16. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 15 en el que R® se selecciona entre el grupo
que consiste en H, metilo, etilo y fenilo.

17. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 16 en el que R’ se selecciona entre el grupo
que consiste en H, metilo, etilo y fenilo.

18. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 17 en el que R® y R* cuando se toman junto
con los atomos de carbono a los que estan unidos forman un grupo ciclohexilo.

19. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 18 en el que R! se selecciona entre el grupo
que consiste en H, alquilo y arilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido.

20. Un método de acuerdo con la clausula 19 en el que R'es H.

21. Un método de acuerdo con las clausulas 1 a 20 en el que R? se selecciona entre el grupo que consiste en H,
alquilo, arilo y -(CHz)mRS, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido.

22. Un método de acuerdo con la clausula 21 enelque mes 1 0 2.

23. Un método de acuerdo con la clausula 21 o 22 en el que R® es arilo o heterocicloalquilo.

24. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 21 a 23 en el que R® es fenilo 0 morfolin-4-ilo.

25. Un método de acuerdo con la clausula 21 en el que R’ se selecciona entre el grupo que consiste en H,

metilo, etilo, fenil-metilo, 2-morfolin-4-il-etilo, fenilo, 4-cloro-fenilo y 4-metoxi-fenilo.
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26. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 25 en el que R® se selecciona entre el grupo
que consiste en H, alquilo y arilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido.

27. Un método de acuerdo con la clausula 26 en el que R>es H.

28. Un método de acuerdo con las clausulas 1 a 27 en el que R® se selecciona entre el grupo que consiste en H,
alquilo, arilo y -(CHz)mRS, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido.

29. Un método de acuerdo con la clausula 28 en el que mes 1 0 2.
30. Un método de acuerdo con la clausula 28 o 29 en el que R® es arilo o heterocicloalquilo.
31. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 28 a 30 en el que R® es fenilo 0 morfolin-4-ilo.

32. Un método de acuerdo con la clausula 28 en el que R® se selecciona entre el grupo que consiste en H,
metilo, etilo, fenil-metilo, 2-morfolin-4-il-etilo, fenilo, 4-cloro-fenilo y 4-metoxi-fenilo.

33. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 12 en el que el complejo se selecciona entre
el grupo que consiste en

H H H3C CH3
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34. El uso de un complejo metalico de Férmula (1).
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Formula (1)

en la que M es un metal divalente;

R' y R’ se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en: H, alquilo, alquenilo,
alquinilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, hidroxi, hidroxialquilo, alcoxi, -N:R7, -
NH(R7), -N(R")2, -COOH, -COR’, -COOR’, -CONHR’, -CSNHR’, -S(O)R’, -S(0)2R’, -C(O)N(R")2, -SO2N(R)2,
-(CHz)mR8 y acilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido; o

R' y R? cuando se toman juntos con el atomo de nitrégeno al que estan unidos forman un grupo
heterocicloalquilo o heteroarilo opcionalmente sustituido;

R® y R* se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en: H, alquilo, alquenilo,

alquinilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, cada uno de los cuales puede estar
opcionalmente sustituido;

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2650 720 T3

oR® y R* cuando se toman junto con los atomos de carbono a los que estan unidos forman un grupo
cicloalquilo opcionalmente sustituido;

R® y R® se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en: H, alquilo, alquenilo,
alquinilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, hidroxi, hidroxialquilo, alcoxi, -N:R7, -
NH(R7), -N(R7)2, -COOH, -COR’, -COOR’, -CONHR’, -CSNHR’, -S(O)R’, -S(0)2R’, -C(O)N(R")2, -SO2N(R)2,
-(CHz)mR8 y acilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido; o

R® y R® cuando se toman juntos con el atomo de nitrégeno al que estan unidos forman un grupo
heterocicloalquilo o heteroarilo opcionalmente sustituido;

cada R’ se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en H, alquilo, alquenilo, alquinilo,
haloalquilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, cicloalquilalquilo,
heterocicloalquilalquilo, arilalquilo, heteroarilalguilo y acilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente
sustituido;

cada R® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en cicloalquilo, heterocicloalquilo,
arilo y heteroarilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido;

m es un numero entero seleccionado entre el grupo que consiste en 1, 2, 3,4,5y 6;

en la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la profilaxis de una afeccion en un sujeto en el
que el suministro de metal puede prevenir, aliviar o mejorar la afeccion.

35. Un uso de acuerdo con la clausula 34 en el que la afeccidn se selecciona entre el grupo que consiste en
trastornos relacionados con tau, trastornos provocados por 0 asociados al estrés oxidativo y trastornos
relacionados con Abeta.

36. Un uso de acuerdo con la clausula 34 o 35 en el que la afeccion es causada por o se asocia al estrés en el
sujeto.

37. Un uso de acuerdo con la clausula 34 o 35 en el que la afeccidn es un trastorno relacionado con tau.
38. Un uso de acuerdo con la clausula 34 o 35 en el que el trastorno es un trastorno relacionado con Abeta.

39. Un uso de acuerdo con la clausula 34 o 35 en el que la afeccidn se selecciona entre el grupo que consiste en
enfermedad cardiovascular, trastornos del sistema nervioso central, canceres y trastornos neurolégicos.

40. Un uso de acuerdo con la clausula 34 o 35 en el que la afeccidn se selecciona entre el grupo que consiste en
porfiria intermitente aguda; cardiomiopatia inducida por adriamicina; demencia del SIDA y neurotoxicidad
inducida por VIH-1; enfermedad de Alzheimer; esclerosis lateral amiotréfica; ateroesclerosis; cataratas; isquemia
cerebral; paralisis cerebral; tumor cerebral; dafio de érganos inducido por quimioterapia; nefrotoxicidad inducida
por cisplatino; cirugia de derivacion de la arteria coronaria; enfermedad de Creutzfeldt-Jacob y su nueva variante
asociada a la enfermedad de las "vacas locas"; neuropatia diabética; sindrome de Down; ahogo; epilepsia y
epilepsia post-traumatica; ataxia de Friedrich; demencia frontotemporal, glaucoma; glomerulopatia;
hemocromatosis; hemodialisis; hemdlisis; sindrome urémico hemolitico (enfermedad de Weil); enfermedad de
Menke; ictus hemorragico; enfermedad de Hallerboden-Spatz; ataque cardiaco y lesiéon por reperfusion;
enfermedad de Huntington; enfermedad de los cuerpos de Lewy; claudicacion intermitente; ictus isquémico;
enfermedad inflamatoria intestinal; degeneracion macular; malaria; toxicidad inducida por etanol; meningitis
(aséptica y tuberculosa); enfermedad de las neuronas motoras; esclerosis multiple; atrofia sistémica mdltiple;
isquemia miocardica; neoplasia; enfermedad de Parkinson; asfixia perinatal; enfermedad de Pick; paralisis
progresiva supranuclear; dafio de érganos inducido por radioterapia; reestenosis tras angioplastia; retinopatia;
demencia senil; esquizofrenia; septicemia; choque séptico; encefalopatias espongiformes; hemorragia
subaracnoidea/vasoespasmo cerebral; hematoma subdural; traumatismo quirdrgico, incluyendo neurocirugia;
talasemia; ataque isquémico transitorio (AIT); trasplante; demencia vascular; meningitis virica; y encefalitis virica.

41 Un uso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 34 a 40 en el que la afeccion es un trastorno
neuroldégico.

42. Un uso de acuerdo con la clausula 41 en el que el trastorno neuroldgico se selecciona entre el grupo que
consiste en enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, esclerosis multiple, neuropatias, enfermedad
de Huntington, enfermedad priénica, enfermedad de las neuronas motoras, esclerosis lateral amiotrofica (ELA) y
enfermedad de Menk.

43. Un uso de acuerdo con la clausula 42 en el que el trastorno es la enfermedad de Alzheimer.
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44. Un uso de acuerdo con la clausula 42 en el que el trastorno es la enfermedad de Parkinson.

45. Un uso de acuerdo con la clausula 42 en el que el trastorno es la esclerosis lateral amiotréfica (ELA).
46. Un uso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 34 a 45 en el que el metal es cobre.

47. Un uso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 34 a 46 en el que el complejo es simétrico.

48. Un uso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas de 34 a 46 en el que el complejo es asimétrico.

49. Un uso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas de las clausulas 34 a 48 en el que R® se selecciona
entre el grupo que consiste en H, metilo, etilo y fenilo.

50. Un uso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 34 a 49 en el que R’ se selecciona entre el grupo que
consiste en H, metilo, etilo y fenilo.

51. Un uso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 34 a 51 en el que R? y R* cuando se toman junto con
los atomos de carbono a los que estan unidos forman un grupo ciclohexilo.

52. Un uso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 34 a 51 en el que R' se selecciona entre el grupo que
consiste en H, alquilo y arilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido.

53. Un uso de acuerdo con la clausula 51 en el que R'es H.

54. Un uso de acuerdo con las clausulas 34 a 53 en el que R’ se selecciona entre el grupo que consiste en H,
alquilo, arilo y -(CHz)mRS, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido.

55. Un uso de acuerdo con la clausula 54 en el que mes 1 0 2.
56. Un uso de acuerdo con la clausula 54 o 55 en el que R®es arilo o heterocicloalquilo.
57. Un uso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 54 a 56 en el que R® es fenilo o morfolin-4-ilo.

58. Un uso de acuerdo con la clausula 54 en el que R’ se selecciona entre el grupo que consiste en H, metilo,
etilo, fenil-metilo, 2-morfolin-4-il-etilo, fenilo, 4-cloro-fenilo y 4-metoxi-fenilo.

59. Un uso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 34 a 58 en el que R’ se selecciona entre el grupo que
consiste en H, alquilo y arilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido.

60. Un uso de acuerdo con la clausula 59 en el que R es H.

61. Un uso de acuerdo con las clausulas 34 a 60 en el que R® se selecciona entre el grupo que consiste en H,
alquilo, arilo y -(CHz)mRS, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido.

62. Un uso de acuerdo con la clausula 61 enelque mes 1 0 2.
63. Un uso de acuerdo con la clausula 61 o 62 en el que R®es arilo o heterocicloalquilo.
64. Un uso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 61 a 63 en el que R® es fenilo o morfolin-4-ilo.

65. Un uso de acuerdo con la clausula 61 en el que R® se selecciona entre el grupo que consiste en H, metilo,
etilo, fenil-metilo, 2-morfolin-4-il-etilo, fenilo, 4-cloro-fenilo y 4-metoxi-fenilo.

66. Un uso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 34 a 45 en el que el complejo se selecciona entre el
grupo que consiste en
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67. Un método de fosforilacion de una cinasa en una célula, incluyendo el método exponer la célula a un
complejo metalico de Formula (1).
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Férmula (1)

en la que M es un metal divalente;

R' y R’ se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en: H, alquilo, alquenilo,
alquinilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, hidroxi, hidroxialquilo, alcoxi, -N=R’, -
NH(R7), -N(R")2, -COOH, -COR’, -COOR’, -CONHR’, -CSNHR’, -S(O)R’, -S(0)2R’, -C(O)N(R")2, -SO2N(R)2,
-(CHz)mR8 y acilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido; o

R' y R® cuando se toman juntos con el atomo de nitrégeno al que estan unidos forman un grupo
heterocicloalquilo o heteroarilo opcionalmente sustituido;

R? y R* se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en: H, alquilo, alquenilo,
alquinilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, cada uno de los cuales puede estar
opcionalmente sustituido;

oR® y R* cuando se toman junto con los atomos de carbono a los que estan unidos forman un grupo
cicloalquilo opcionalmente sustituido;

R® y R® se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en: H, alquilo, alquenilo,
alquinilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, hidroxi, hidroxialquilo, alcoxi, -N=R’, -
NH(R7), -N(R7)2, -COOH, -COR’, -COOR’, -CONHR’, -CSNHR’, -S(O)R’, -S(0)2R’, -C(O)N(R")2, -SO2N(R)2,
-(CHz)mR8 y acilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido; o

R® y R® cuando se toman juntos con el atomo de nitrégeno al que estan unidos forman un grupo
heterocicloalquilo o heteroarilo opcionalmente sustituido;

cada R’ se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en H, alquilo, alquenilo, alquinilo,
haloalquilo,  heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, cicloalquilalquilo,
heterocicloalquilalquilo, arilalquilo, heteroarilalquilo y acilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente
sustituido;

cada R® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en cicloalquilo, heterocicloalquilo,
arilo y heteroarilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido;

m es un nimero entero seleccionado entre el grupo que consisteen 1, 2, 3, 4,5y 6.

68. Un método de acuerdo con la clausula 67 en el que la cinasa es una tirosina cinasa receptora.

69. Un método de acuerdo con la clausula 1 en el que la tirosina cinasa receptora es el receptor del factor de
crecimiento epidérmico.

70. Un método de acuerdo con la clausula 67 en el que la cinasa se selecciona entre el grupo que consiste de
ERK, PI3K, Akt, GSK3 y JNK.

71. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 67 a 70 en el que el metal es cobre.
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72. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 67 a 71 en el que el complejo es simétrico.
73. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 67 a 71 en el que el complejo es asimétrico.

74. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 67 a 73 en el que R® se selecciona entre el grupo
que consiste en H, metilo, etilo y fenilo.

75. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 67 a 74 en el que R* se selecciona entre el grupo
que consiste en H, metilo, etilo y fenilo.

76. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 67 a 75 en el que R® y R* cuando se toman junto
con los atomos de carbono a los que estan unidos forman un grupo ciclohexilo.

77. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 67 a 76 en el que R! se selecciona entre el grupo
gue consiste en H, alquilo y arilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido.

78. Un método de acuerdo con la clausula 77 en el que R'es H.

79. Un método de acuerdo con las clausulas 67 a 78 en el que R? se selecciona entre el grupo que consiste en
H, alquilo, arilo y -(CHz)mRS, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido.

80. Un método de acuerdo con la clausula 79 en el que mes 1 0 2.
81. Un método de acuerdo con la clausula 79 o 80 en el que R® es arilo 0 heterocicloalquilo.
82. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 21 a 23 en el que R® es fenilo 0 morfolin-4-ilo.

83. Un método de acuerdo con la clausula 79 en el que R’ se selecciona entre el grupo que consiste en H,
metilo, etilo, fenil-metilo, 2-morfolin-4-il-etilo, fenilo, 4-cloro-fenilo y 4-metoxi-fenilo.

84. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 67 a 83 en el que R’ se selecciona entre el grupo
que consiste en H, alquilo y arilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido.

85. Un método de acuerdo con la clausula 84 en el que R®es H.

86. Un método de acuerdo con las clausulas 67 a 85 en el que R® se selecciona entre el grupo que consiste en
H, alquilo, arilo y -(CHz)mRS, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido.

87. Un método de acuerdo con la clausula 86 en el que mes 1 0 2.
88. Un método de acuerdo con la clausula 86 o 87 en el que R® es arilo 0 heterocicloalquilo.
89. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 86 a 88 en el que R® es fenilo 0 morfolin-4-ilo.

90. Un método de acuerdo con la clausula 86 en el que R® se selecciona entre el grupo que consiste en H,
metilo, etilo, fenil-metilo, 2-morfolin-4-il-etilo, fenilo, 4-cloro-fenilo y 4-metoxi-fenilo.

91. Un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 67 a 90 en el que el complejo se selecciona entre
el grupo que consiste en

H H HsC  CHjg
> ')
SN TN SNTYS O sTNT
H H H H
HsC  CHs H H
4 7
NN ANC NG
N N N“ S N
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REIVINDICACIONES

1. Un complejo metalico de Formula (I) para su uso en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson o la esclerosis
amiotrofica,

R3 R4
N/N{ E'N\N
R! /& /:M:\ /\L R®
\N s’ g N/
L ks

Férmula (1)

en la que:
el complejo es simétrico;
M es Cu;
R'y R® son cada uno hidrégeno;
R?y R® son cada uno metilo, etilo o fenilo; y
R®y R* son cada uno metilo.
2. El complejo de la reivindicacion 1 para su uso en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.

3. El complejo de la reivindicacion 1 para su uso en el tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica.

4. El complejo para su uso en el tratamiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que
R?y R® son cada uno metilo.

5. El complejo para su uso en el tratamiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que
R?y R® son cada uno etilo.

6. El complejo para su uso en el tratamiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que
R?y R® son cada uno fenilo.
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 8C
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Figura 9
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Figura 11

DNP (fM) / ug de proteina

250,00

200,00

150,00

100,00

50,00

0,00

CuGTSM 10 mg/kg frente a Oxyblot de control
Fraccion insoluble
(fM de DNP / ug de proteina)

L o 2K X

®0 ¢
DECE>

¢ Control A GTSM

Figura 12

DNP (fM) / ug de proteina

350,00

300,00

250,00

200,00

150,00

100,00

50,00

0,00

CuGTSM 10 mg/kg frente a Oxyblot de control
Fraccion soluble
(fM de DNP / ug de proteina)

G & 6D

& Control o GTSM

66




ES 2650 720 T3

Figura 13
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Figura 15
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Figura 17
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Figura 19

7000

6000

5000

4000

3000 -

2000

1000

GTSM

ATSM

SSv

Figura 20

4uM  Cu (GTSM)

3uM

1M 2uM

Tubulina

70



ES 2650 720 T3

Figura 21
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Figura 23
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Figura 24C
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