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DESCRIPCION
Compuesto para su uso en la prevencion y el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas

La presente invencion se refiere a un compuesto que comprende un esqueleto de calixareno para su uso en la
prevencion o el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa, en particular de una sinucleinopatia, en donde el
compuesto es capaz de a) prevenir la formacion de agregados de a-sinucleina (a-syn), y b) unirse a Lipocalina 2
(Lcn2/NGAL). La presente descripcion se refiere adicionalmente a una composicion farmacéutica que contiene una
cantidad eficaz de dicho compuesto y uno o mas agentes auxiliares farmacéuticamente aceptables.

Antecedentes de la invencion

Se ha propuesto que la acumulacion progresiva de la proteina sinaptica a-sinucleina (a-syn) desempefia un papel
critico en la patogénesis de la enfermedad de Parkinson (EP), la demencia con cuerpos de Lewy (DLB) y la atrofia
multisistémica (MSA), denominadas conjuntamente sinucleinopatias. Se estima que aproximadamente 10 millones
de personas en todo el mundo estan afectadas por sinucleinopatias; actualmente no existe terapia modificadora de
la enfermedad disponible. Aunque los mecanismos precisos que da como resultado la acumulacion patoldgica de a-
syn no se entienden completamente, se supone que estan involucradas las alteraciones en la tasa de sintesis,
agregacion y eliminacion de a-syn. Por ejemplo, en ciertas formas familiares de parkinsonismo se ha descrito un
aumento en la sintesis de a-syn debido a la multiplicacion del gen a-syn, asi como una mayor propension a la
agregacion debido a mutaciones (E46K, A53T, H50Q, G51D).

Ademas, se ha propuesto que la acumulacién de a-syn conduce a la neurodegeneracion a través de la formacion de
oligdmeros toxicos y la propagacion de tipo prion de célula a célula. Aunque la identificacion de las especies de a-
syn toxicas precisas es controvertida, la mayoria de los estudios coinciden en que podrian ser responsables los
oligdmeros en lugar de los agregados mas grandes. Ademas, los estudios biofisicos proporcionan evidencia de que
la unién de a-syn y la posterior penetracion de la membrana neuronal es importante en este proceso.

Se ha propuesto que las interacciones entre a-syn y los lipidos en la membrana celular neuronal son una etapa
importante en el proceso de oligomerizacién y citotoxicidad. Por lo tanto, las estrategias dirigidas a aumentar la
degradaciéon y el aclaramiento, prevenir la agregacion o disminuir la sintesis de a-syn podrian representar
estrategias terapéuticas razonables.

Estudios anteriores se han dirigido a los agregados de a-syn mediante anticuerpos, enzimas proteoliticas y con
moléculas pequefias que disminuyen la agregacion o fibrilacion de a-syn. Recientemente se demostré que la
formacién de dimeros de propagacion de a-syn en la membrana es una etapa temprana en el desarrollo de
oligdbmeros de a-syn toxicos y las interacciones entre los residuos 96-102 en una de las a-syn y 80-90 en el otra a-
syn en un dimero desempefian un papel importante en este proceso.

Se han propuesto numerosas estrategias terapéuticas para atacar la a-syn, que van desde agentes anti-amiloides
que interrumpen las fibrillas intracelulares grandes, hasta aquellos que apuntan a la propagacion de agregados
oligoméricos mal plegados o aquellos que se dirigen a la fase de crecimiento de fibrillas, modelada por la adicion de
a-syn monomeérica a protofibrillas "semillas”.

Lamberto G.R. et al. (2009), Structural and mechanistic basis behind the inhibitory interaction of PcTS on a-synuclein
amyloid fibril formation, PNAS 106 (50): 21057-21062, describen que la identificacién de inhibidores de la agregacion
y la investigacion de su mecanismo de accion son fundamentales en la busqueda para mitigar las consecuencias
patolégicas de la formacion de amiloide. La caracterizacion de la base estructural y mecanicista del efecto anti-
amiloidogénico del tetrasulfonato de ftalocianina (PcTS) sobre la sinucleina a les permiti6 demostrar que las
interacciones aromaticas especificas podrian ser cruciales para la inhibicion de la formaciéon de amiloide mediada
por ligandos. Estos hallazgos enfatizan el uso de inhibidores de la agregacién como sondas moleculares para
evaluar los mecanismos estructurales y toxicos relacionados con la formacion de amiloide y el potencial de las
moléculas pequefias como agentes terapéuticos para las patologias relacionadas con el amiloide.

El documento US2010/062540 describe un método para detectar formas de proteinas circulantes formadoras de
agregados en una muestra bioldgica de origen humano que puede contener dichas formas de proteinas circulantes
formadoras de agregados, caracterizado porque utiliza un agente no proteico que produce la agregacion de las
formas circulantes de las proteinas no infecciosas implicadas en procesos de agregacion patologica del sistema
nervioso central y/o un agente no proteico para capturar los agregados naturales de las formas de proteinas
circulantes formadoras de agregados o los agregados inducidos por dichos agentes.

El documento WO2013/134371 se refiere a compuestos que bloquean especificamente la formacion temprana de
agregacion de proteinas toxicas, p. €j. la formacion de oligdmeros AB, en un organismo humano o animal. Se dice
que estos compuestos se dirigen especificamente a las agregaciones de proteinas toxicas muy tempranas y tienen
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una alta afinidad por las proteinas que se sabe que estan implicadas en la agregacion de proteinas en el trastorno
neurodegenerativo, como el amiloide .

La reaccion glial es una caracteristica comun de las enfermedades neurodegenerativas, incluida la esclerosis lateral
amiotrofica (ELA), la degeneracion lobular frontotemporal (FTLD), la enfermedad de Huntington, la enfermedad de
Parkinson y la enfermedad de Alzheimer. Los astrocitos y la microglia se vuelven reactivos durante los procesos
neurodegenerativos, y los astrocitos activados pueden exhibir una expresion diferencial de receptores,
transportadores y transmisores astrociticos; cambios metabdlicos; y alteracién de la sintesis y liberacion de
proteinas, quimiocinas y citocinas. La activacion controlada de los astrocitos se considera beneficiosa para las
neuronas, pero los astrocitos hiperactivos pueden ser dafinos. La astrocitosis en la neurodegeneracion se ha
estudiado intensamente, pero queda por determinar exactamente como los astrocitos reactivos contribuyen a la
neurotoxicidad. Por lo tanto, existe una demanda continua de desarrollar nuevos compuestos que sean capaces de
activar de forma controlada los astrocitos e inhibir la conversiéon de los astrocitos quiescentes en reactivos.

Bi y col. (2013), Reactive astrocytes secrete Lcn2 to promote neuron death, PNAS, 110 (10): 4069-4074, describen
la lipocalina 2 (Lcn2) como un factor inducible que es secretado por los astrocitos reactivos y que es selectivamente
toxico para las neuronas. Se demostré que Lcn2 se induce en astrocitos reactivos en ratas transgénicas con
expresion neuronal de la proteina 43 de unién a ADN TAR humana mutante (TDP-43) o la proteina de union a ARN
fusionada en sarcoma (FUS). Se describe adicionalmente que la Lcn2 sintética es citotoxica para las neuronas
primarias de una manera dependiente de la dosis, pero es inocua para los astrocitos, la microglia y los
oligodendrocitos. El agotamiento parcial de Lcn2 por inmunoprecipitacion redujo la neurotoxicidad mediada por
medio condicionado. Estos datos indican que los astrocitos reactivos secretan Lcn2, que es un potente mediador
neurotéxico. Ademas, una publicacion reciente informé que la expresion de LCN2/NGAL aumenta en la sustancia
negra (SN) de pacientes con enfermedad de Parkinson (EP), Kim, B. W. y col. (2016) Journal of Neuroscience, 36
(20), 5608-5622.

El documento US 5.489.612 describe derivados del calixareno, su sintesis y su uso como blogueadores de los
canales de cloruro. Mas precisamente, el documento US 5.489.612 propone el uso de varios compuestos en el
tratamiento de trastornos respiratorios, trastornos del musculo esquelético y trastornos cardiovasculares.

El documento WO 00/07585 describe el uso de calixarenos en el tratamiento de enfermedades fibréticas.
Compendio de la invencion

Se han identificado compuestos con multiples efectos positivos sobre el cerebro de relevancia para las
enfermedades neurodegenerativas, incluida la inhibicion de una via que convierte los astrocitos quiescentes en
astrocitos reactivos (neurotoxicos).

Mas precisamente, el autor de la presente invencion ha identificado nuevos compuestos que se dirigen a a-syn. A
concentraciones mas altas liberan a-syn de la membrana y, por lo tanto, afectan a sus propensiones de agregacion.
Sin embargo, a diferencia de los compuestos de la técnica anterior, también se unen al dominio N-terminal de la
forma monomérica soluble de a-syn y, por lo tanto, afectan la unién de a-syn a algunos de sus compafieros de
interaccion de proteinas endogenas (es decir, Calmodulina, una importante proteina de unién a calcio). La actividad
de los compuestos en modelos animales transgénicos para la enfermedad de Parkinson ya podria haber sido
mostrada. Redujeron el numero de agregados de a-syn y aumentaron el nimero de neuronas (efecto neurotréfico)
en el cortex de los ratones transgénicos.

Sin embargo, otro logro importante de los nuevos compuestos es una actividad adicional completamente nueva y sin
precedentes. Lo mas sorprendente es que el autor de la presente invencion descubrié que estos compuestos
aumentaban selectivamente el nimero de astrocitos en el cértex de los ratones transgénicos, pero no en los ratones
de control sanos (los compuestos por si solos no inducen la produccién de astrocitos). Este hallazgo inesperado es
la base de una estrategia completamente nueva para combatir enfermedades neurodegenerativas tales como la
enfermedad de Parkinson.

Esta actividad esta relacionada con la funcion de estos nuevos compuestos para unirse a la Lipocalina 2
(Lcn2/NGAL), que parece ser el factor clave para influir en la formacion y el comportamiento de los astrocitos. Una
electroforesis en gel 2D seguida de un analisis por espectrometria de masas de proteinas que fueron secretadas al
medio de cultivo a partir de secciones de cerebro de rata identificaron la lipocalina 2 (Lcn2) como una molécula
inducible secretada por astrocitos reactivos que media la neurotoxicidad. La Lcn2 se validé adicionalmente como un
factor astrocitico en ratas transgénicas que expresan TDP-43 mutante o proteina de union a ARN fusionada en
sarcoma (FUS). Colectivamente, los datos presentados en la presente memoria demuestran que Lcn2 es un potente
factor neurotéxico secretado por astrocitos reactivos.

Por lo tanto, ademas de las propiedades beneficiosas comunes a otras terapias del Parkinson (que reducen de los
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agregados de alfa-sinucleina), las moléculas pequefias presentadas aqui tienen una serie de propiedades
inesperadas y clinicamente significativas, que incluyen (i) aumento del numero de neuronas en el cortex (efectos
neurotréficos); y (ii) aumento selectivo del nimero de astrocitos en el cortex de ratones transgénicos, a través de la
union competitiva a la proteina Lcn2 (un potente factor neurotéxico secretado por astrocitos reactivos).

Descripcion de las figuras

Figura 1: sondeo de RMN de la interaccion entre a-sinucleina y Sulfocalixareno. (arriba) Razones de
intensidad en funcion de la posicion del residuo. El aumento de los valores tras la union del ligando indican la
liberacion de las vesiculas de membrana. (abajo) La ubicacion del sitio de union al Sulfocalixareno mediante
cambios en el desplazamiento quimico de RMN cambia después de la unién del ligando. Se observan
cambios significativos para los residuos en el dominio N-terminal de la a-sinucleina (y por lo tanto en la
ubicacion del sitio de unién al extremo N-terminal).

Figura 2: La administracion de Sulfocalixareno a modelos animales transgénicos para la Enfermedad de
Parkinson (EP) conduce a un aumento del nimero de neuronas en el cortex.

Figura 3: Cuantificacion de los experimentos de inmunotincion neuronal. El area total, el tamafio promedio y
el % de area son diferentes estrategias computacionales para cuantificar el nimero de neuronas (que
conducen, sin embargo, a los mismos resultados).

Figura 4: Inmunotincién de astrocitos en animales sanos (control) y transgénicos (EP). Lo mas importante, la
administracion de Sulfocalixareno conduce a un aumento del ndmero de astrocitos (presumiblemente
neurotréficos quiescentes), mientras que los animales de control sanos no se ven afectados. Los numeros
proporcionados para los modelos animales transgénicos son numeros promedio (y desviacion tipica) de
astrocitos obtenidos para diferentes animales y regiones del cortex.

Figura 5: El Sulfocalixareno conduce a una reduccion de los agregados patologicos de a-sinucleina y, por lo
tanto, muestra una actividad similar en comparacion con las estrategias terapéuticas en curso.

Figura 6: Cuantificacion de agregados de a-sinucleina. La adicion de Sulfocalixareno conduce a una
reduccion significativa de los agregados de a-sinucleina (abajo, de izquierda a derecha).

Figura 7: Verificacion biofisica experimental de la interaccion entre el Sulfocalixareno y Lcn2/NGAL. (arriba)
Solapamiento de espectros HSQC 1H-15N para Lcn2 sin (color rojo) y con Sulfocalixareno (color azul). Los
cambios en las frecuencias de picos cruzados (posiciones) indican residuos que se ven afectados por la
union. (abajo) Trazas de calorimetria de titulacion isotérmica de union de Sulfocalixareno a Lcn2. El
Sulfocalixareno se une a Lcn2 con una KD de aproximadamente 700 nM.

Figura 8: A. Lcn2/NGAL purificada. Una sola proteina de ~22 kDa, identificada como Lcn2/NGAL. B.
Representacion esquematica del procedimiento de diferenciacion en 2 etapas, iniciado mediante la adiciéon de
acido retinoico (RA) 10 uM durante 3 dias, a continuacion, se elimind el medio y se cambié afiadiendo 12-O-
tetradeca-noil-forbol-13-acetato 80 nM (PMA) a los medios para SH-SY5Y durante otros 3 dias. C. Cambios
morfolégicos en las células SH-SY5Y en condiciones de diferenciacion. Imagenes representativas de
microscopio de contraste de fase, Células SH-SY5Y no diferenciadas (dia 0) y diferenciadas (RA-PMA) (dia
6) (barra de escala de 10 um). D. Efecto neurotéxico de Lcn2/NGAL sobre células SH-SY5Y no diferenciadas.
Las células SH-SY5Y se trataron con concentraciones crecientes de Lcn2/NGAL y se midi6 la citotoxicidad a
las 24h, 48h, 72h y 96h. E. Las células SH-SY5Y se trataron con una concentracion creciente de Lcn2/NGAL
en presencia de H>O, (10 uM) durante 24h, 48h, 72h y 96h. La viabilidad celular se determin6 por el método
del Azul Alamar. Los resultados se presentan como un porcentaje de las células de control, que se ajustaron
a 100%.

Figura 9: A. Efecto neurotoxico de Lcn2/NGAL en células SH-SY5Y diferenciadas (RA) y éster de forbol 12-O-
tetradeca-noil-forbol-13-acetato (PMA). Las células diferenciadas se expusieron a concentraciones crecientes
de Lcn2/NGAL y se midi6 la citotoxicidad a las 24h, 48h, 72h y 96h. B. Las células SH-SY5Y diferenciadas se
trataron con concentraciones crecientes de Lcn2/NGAL en presencia de H,O;2 (10 uM). La citotoxicidad se
midié a las 24h, 48h, 72h y 96h. La viabilidad celular se determin6é por el método del Azul Alamar. Los
resultados se presentan como un porcentaje de las células de control, que se ajustaron a 100%. C. Imagenes
representativas de microscopio de contraste de fase, de células SH-SY5Y diferenciadas con RA/PMA
tratadas con H;O; (10 uM) de durante 72h. D. Imagenes representativas de microscopio de contraste de fase
de células SH-SY5Y diferenciadas con RA/PMA tratadas con H2O» (10 uM) durante 72h y 200 ug/ml de
Lcn2/NGAL durante 72h (barra de escala de 20 ym).

Figura 10: Localizacién celular del receptor cognado Lcn2/NGAL (SLC22A17). Imagenes representativas que
muestran células SH-SY5Y no diferenciadas (dia 0) panel (A) y diferenciadas (RA/PMA) (dia 6) panel (B).
Células SH-SY5Y Lcn2/NGALr - SLC22A17 (color rojo), Hoechst 33342 (color azul) con doble tincion.
Lcn2/NGALr - SLC22A17 se expres6 en exceso predominantemente en células diferenciadas (barra de
escala de 20 ym). C. Cuantificacion de Lcn2/NGALr - SLC22A17 en células SH-SY5Y no diferenciadas (dia
0) y diferenciadas (RA-PMA) (dia 6). Las células se delinearon usando la herramienta de la region de interés
(ROI) y se contaron para cada canal por separado para una fluorescencia combinada total (unidades
arbitrarias). Los resultados se presentan como diagramas de caja. Las lineas en el cuadro muestran el cuartil
inferior, la mediana y el cuartil superior. Los bigotes se establecen en 1,5 veces el rango intercuartilico. Las
diferencias entre las células no diferenciadas y diferenciadas son estadisticamente significativas al nivel * p <
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0,05 utilizando la prueba U de Mann-Whitney o la prueba de Wilcoxon.

Figura 11: Proteccidon con Sulfocalixareno contra la citotoxicidad de Lcn2/NGAL. A. Las células SH-SY5Y
diferenciadas con RA/PMA se trataron durante 24 y 48 horas con dos concentraciones letales de Lcn2/NGAL
(100 pg/ml y 200 ug/ml). Las células se expusieron al aumento de la concentracion de Sulfocalixareno y se
evaluaron para los andlisis de microscopia de contraste de fase y MTT. B. Las células SH-SY5Y
diferenciadas con RA/PMA se trataron durante 24 y 48 horas con dos concentraciones letales de MPP + (0,5
mM y 10 mM). Las células se expusieron al aumento de la concentracion de Sulfocalixareno y se evaluaron
para el analisis de microscopia de contraste de fase y MTT.

Figura 12: Proteccion con Sulfocalixareno contra la citotoxicidad por MPP+ y H.O». Imagenes representativas
de microscopio de contraste de fase de células SH-SY5Y diferenciadas con RA/PMA, barra de escala de 100
pm.

Figura 13: Roido de Pasta. La Prueba de Roido de Pasta es un experimento conductual libre de estrés para
evaluar los déficits motores en roedores. Durante la prueba, se registran los ruidos de los animales al comer
un pedazo de pasta seca. Se evaluan parametros como la velocidad de mordedura y el nimero de episodios
de mordeduras/masticacion.

El grafico de la izquierda muestra la comparacion por pares de mordeduras por episodio durante el dia 28. El grafico
de la derecha muestra la comparacion de la velocidad de mordida. En ambos casos, los animales transgénicos (tg)
de la linea 61, tratados con Sulfocalixareno mostraron significativamente mas mordeduras por episodio/mas
velocidad de mordida que los animales tratados con vehiculo. Los datos se muestran como media + ETM.
Estadisticas Anova de 1 Via. Las diferencias de grupo estadisticamente significativas se indican con asteriscos (para
el Anova de Una Via) y etiqueta “hashtag” (para prueba t); * p <0,05; ** p <0,01; #p <0,05.

Figura 14: Recorrido en Barra. Esta prueba se utiliza para medir la coordinacion motora, particularmente de las
extremidades posteriores. Los animales son entrenados y probados para atravesar una barra estrecha elevada que
esta suspendida entre una plataforma de inicio y su jaula. Se registra el tiempo para completar la tarea y el numero
de deslizamientos de pie. La prueba se graba en video y los parametros son evaluados por un observador
capacitado.

Los graficos muestran la comparacion de animales tg tratados con T.I. y Vehiculo (Linea 61) y animales ntg de
control por prueba para el parametro de tiempo activo, deslizamientos y deslizamientos por velocidad. Los datos se
muestran como media + ETM. Estadisticas Anova de 1 Via. Las diferencias de grupo estadisticamente significativas
se indican con asteriscos; ** p <0,01; *** p <0,001.

Descripcion detallada de la invencion

Segun un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto que comprende una cadena principal de
calixareno capaz de

a) prevenir la formacion de agregados de a-sinucleina (a-syn), y
b) unirse a Lipocalina 2 (Lcn2/NGAL),

para su uso en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa.

De acuerdo con un aspecto adicional, el compuesto tiene opcionalmente un efecto protector contra el estrés
oxidativo y/o la neurotoxicidad inducida por disfuncién mitocondrial, actores clave en la neuroinflamacion.

En otro aspecto mas, el compuesto es opcionalmente capaz de mejorar los déficits motores en roedores
transgénicos (tg) para a-syn de una manera dependiente de la dosis. Los roedores transgénicos (tg) para a-syn
incluyen cualquier modelo de ratén o rata en el que la secuencia y/o expresion del gen a-syn humano se haya
alterado para simular una sinucleinopatia. Los ejemplos especificos de tales modelos de roedores en uso actual
incluyen A53T, Line 61 (TNWT61), D-Line y E46K.

Por lo tanto, un método para prevenir/tratar una enfermedad neurodegenerativa de acuerdo con la invencion abarca
la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto capaz de prevenir la formacion de
agregados de a-sinucleina (a-syn) y de unirse a Lipocalina 2 (Lcn2/NGAL) a un paciente que lo necesite. El
tratamiento de la enfermedad puede incluir tratamiento sintomatico y tratamiento neuroprotector (modificador de la
enfermedad). En particular, el tratamiento sintomatico puede incluir alivio o reversion de los sintomas motores,
conductuales, cognitivos, del estado de animo, del suefio, sensoriales y reduccion de la neuroinflamacion.

El presente compuesto es capaz, entre otros, de prevenir la formacion de agregados de a-sinucleina (a-syn). El
término "agregacion" como se emplea en la presente memoria también incluye "fibrilacion". EI compuesto en
particular previene la formacion de los agregados oligoméricos téxicos mas pequefios, asi como las protofibrillas
aguas abajo mas grandes sin interferir necesariamente con las funciones fisiologicas de la a-syn. Al interrumpir la
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formacién de dimeros incluidos en la membrana en este punto temprano de intervencion, existe un mayor potencial
para revertir los efectos adversos de la a-syn sobre la funcién sinaptica en una fase anterior a que se hayan iniciado
procesos neurodegenerativos irreversibles. La eleccion como diana especificamente de la estructura de a-syn que
se estabiliza en las membranas celulares permite un disefio de farmaco dirigido molecularmente mas especifico. Los
estudios de microscopia electronica demostraron que los compuestos de la presente invencion redujeron la
formacion de oligdmeros globulares en una matriz de membrana lipidica y disminuyeron la formacion de dimeros por
inmunotransferencia. Por lo tanto, el compuesto es util en la prevencion de la formacion de agregados de a-syn en
neuronas que se logra reduciendo la union y el ensamblaje en la membrana de a-syn en dimeros de propagacion de
a-syn y oligébmeros mas pequenos.

Los compuestos de la presente invencidon bloquean especificamente la formacion temprana de agregaciéon de
proteinas toxicas, p. €j. la formacién de oligémeros de a-syn, en el organismo humano o animal. Estos compuestos
se dirigen especificamente a agregaciones de a-syn muy inversas, por ejemplo, bloqueando totalmente la formacion
de oligébmeros o evitando que los oligdmeros ya formados (por ejemplo, trimeros y tetrameros) crezcan mas y formen
estructuras de tipo anular (p. €j., pentameros, hexameros). En una realizacion de la invencion, los compuestos de la
presente invencion interactian con los dominios N-terminales de los dimeros de a-syn u oligédmeros de a-syn mas
pequefios. En otra realizacion, los compuestos se unen al dominio N-terminal de la forma monomérica soluble de a-
syn. Preferiblemente, el compuesto se une a a-syn con afinidad de al menos pum, incluso mas preferiblemente con
afinidad de al menos nm (segun lo medido utilizando métodos biofisicos tales como calorimetria de titulacion
isotérmica (ITC), ThermoFluor y espectroscopia de RMN).

Se demostré que los compuestos de la invencion se dirigen mas selectivamente al estado plegado de a-syn en la
membrana. Segun lo confirmado por los estudios de RMN, las interacciones del compuesto fueron con los
conformadores unidos a la membrana en lugar de con la a-syn libre. Esto sugirid6 que los compuestos se dirigen a
formas patolégicas de a-syn en lugar de las configuraciones fisioldgicas de a-syn que generalmente estan en las
fracciones citosolicas asociadas libremente con las vesiculas. Ademas, aunque los compuestos mejoraron los
déficits conductuales y sinapticos en los ratones transgénicos (tg) para a-syn, el compuesto no tuvo efectos
secundarios en los ratones no tg. Del mismo modo, los estudios neuropatolégicos y ultraestructurales confirmaron
que las vesiculas y terminales sinapticas no se vieron afectadas en los ratones no tg. Asimismo, los compuestos
mejoraron el comportamiento conductual - motor evaluado por la prueba de recorrido de barra y de roido de pasta
descrita por Rabl, R., et al. (2016)] en los ratones transgénicos (tg) para a-syn. Ademas, el compuesto no tuvo
efectos secundarios en los ratones tg y no tg.

Ademas, los compuestos de la presente invencion son preferiblemente estables en plasma y solucién y pueden
atravesar facilmente la barrera hematoencefalica.

La segunda funcién del compuesto de la presente invencion es la uniéon a la lipocalina 2 (Lcn2/NGAL).
Preferiblemente, el compuesto se une a Lcn2/NGAL con afinidad al menos pum, incluso mas preferiblemente con
afinidad al menos nm (tal como se mide usando métodos biofisicos tales como calorimetria de titulacion isotérmica
(ITC), ThermoFluor y espectroscopia de RMN). Lcn2, también conocida como oncogén 24p3 o lipocalina asociada a
gelatinasa de neutrofilos (NGAL), es una proteina codificada por el gen LCN2 en seres humanos. Se expresa en
neutrdfilos y a niveles bajos en el rifién, la prostata y los epitelios de las vias respiratorias y alimentarias.

El autor de la presente invencién ha investigado la posible uniéon de los compuestos de la presente invencion a la
proteina Lcn2 empleando calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) y espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN). La ITC y la RMN demostraron inequivocamente la union del ligando y revelaron informacion
cuantitativa sobre la afinidad de union (KD =700 nM) y la ubicacion del sitio de unién (véase la Figura 7).
Curiosamente y lo mas importante, el sitio de union observado indica que la unién del compuesto es competitiva
para la unién de Lcn2 a uno de sus receptores celulares cognados.

Los compuestos de la presente invenciéon se administran a un paciente (preferiblemente un paciente humano) en
una dosis terapéuticamente eficaz. Tal dosis eficaz se refiere a la cantidad del compuesto suficiente para dar como
resultado la curacioén, prevencion o mejora de afecciones relacionadas con trastornos neurodegenerativos. La dosis
eficaz variara dependiendo de la salud y la condicion fisica del individuo que se vaya a tratar, el grupo taxonémico
del individuo que se vaya a tratar, la formulacién de la composicion, la evaluacion de las situaciones médicas y otros
factores relevantes.

De acuerdo con una realizacién preferida de la presente invencion, una dosis Unica de los compuestos de la
invencion es de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 5,0 g, preferiblemente de aproximadamente 0,05 mg
a 2 g, mas preferiblemente de aproximadamente 0,5 mg a 1 g, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1
mg a 500 mg. Los compuestos de la presente invencion se pueden administrar a un paciente en una cantidad de
aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 5 g, preferiblemente de aproximadamente 0,05 mg a 2 g, mas
preferiblemente de aproximadamente 0,5 mg a 1 g, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 500 mg por kg de peso corporal.
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Las vias de administracion adecuadas pueden incluir, por ejemplo, administracion oral, rectal, transmucosa o
intestinal; administracion parenteral, incluidas inyecciones intramusculares, subcutaneas, intramedulares, asi como
inyecciones intratecales, intraventriculares directas, intravenosas, intraperitoneales o intranasales. La administracion
del compuesto de la presente invencion utilizado en la composiciéon farmacéutica o para poner en practica el método
de la presente invencion se puede llevar a cabo en una variedad de formas convencionales, tales como ingestion
oral, inhalacién, aplicacion tdpica o cutanea, subcutanea, intraperitoneal, parenteral. o inyeccién intravenosa. Se
prefiere la administracion intravenosa y peroral al paciente.

La enfermedad neurodegenerativa prevenida o tratada segun la invencion es preferiblemente una sinucleinopatia.
Las sinucleinopatias (también llamadas sinucleinopatias a) son enfermedades neurodegenerativas caracterizadas
por la acumulacion anormal de agregados de proteina alfa-sinucleina en neuronas, fibras nerviosas o células gliales.

La sinucleinopatia se puede seleccionar del grupo que consiste en la enfermedad de Parkinson, la demencia con
cuerpos de Lewy y la atrofia multisistémica. Otras enfermedades neurodegenerativas que se van a tratar/prevenir
mediante los compuestos de la presente invencién son la esclerosis lateral amiotréfica y la enfermedad de
Huntington.

Un efecto adicional que podrian lograr los compuestos de la presente invencion es promover la proliferacion de
neuronas; la activacion controlada de astrocitos y/o la inhibicion de la conversidon de astrocitos quiescentes en
reactivos. Como se sefiald anteriormente, la activacion controlada de los astrocitos se considera beneficiosa para las
neuronas, pero los astrocitos hiperactivos pueden ser dafiinos. Este efecto de los compuestos de la presente
invencion presumiblemente esta relacionado con su funcién de uniéon a Lcn2/NGAL. El sitio de union de los
compuestos de la presente invencién a Lcn2/NGAL es competitivo para la union de Lcn2/NGAL a uno de sus
receptores celulares cognados. Los compuestos de la invencion demuestran un efecto inhibidor de la actividad
neurotoxica de Lcn2/NGAL.

Para estudiar mas a fondo el efecto del compuesto en cultivos celulares neuronales, se desarrollé un ensayo de
citotoxicidad utilizando la linea celular SH-SY5Y de Neuroblastoma humana como modelo in vitro para neuronas
dopaminérgicas. En primer lugar, se demostré que las células SH-SY5Y diferenciadas terminalmente con RA-PMA
son sensibles a la citotoxicidad por Lcn2/NGAL de una manera dependiente de la dosis. Ademas, en presencia de
especies reactivas de oxigeno (ROS) desencadenadas por H2O- la citotoxicidad por Lcn2/NGAL es mas fuerte. En
segundo lugar, se podria demostrar que las células SH-SY5Y diferenciadas terminalmente expresan ~ 5 veces mas
el receptor cognado Lcn2/NGAL (SLC22A17) en la membrana plasmatica. Estos resultados explican por qué las
células SH-SY5Y diferenciadas son mas sensibles a Lcn2/NGAL.

Adicionalmente, se demostré que el Sulfocalixareno tiene propiedades de neuroproteccion contra la proteina
citotéxica Lcn2/NGAL en células de neuroblastoma SH-SY5Y diferenciadas humanas. Ademas, se demostré que el
Sulfocalixareno protege contra MPP+ (un sustrato para el transportador de dopamina que se absorbe selectivamente
en las neuronas dopaminérgicas donde inhibe el complejo | de la cadena de transporte de electrones mitocondrial) y
el estrés por H2O, en células SH-SY5Y diferenciadas humanas. El estrés oxidativo y el dafio mitocondrial se han
implicado en la patogénesis de varias enfermedades neurodegenerativas. Los resultados de los autores de la
presente invencion muestran que el Sulfocalixareno (500 uM y 100 uM) atenuda la reduccion de la viabilidad celular
inducida por MPP+ (1-metil-4-fenilpiridinio) y H2O2. Ademas, las imagenes de contraste de fase representativas
mostraron el efecto de proteccion de los cambios morfoldgicos inducidos por MPP+ y H,0».

En una realizaciéon preferida, los compuestos de la presente invencién comprenden una cadena principal de
calixareno. Un calixareno generalmente se define como un macrociclo u oligémero ciclico basado en un producto de
hidroxialquilacién de un fenol y un aldehido. Los calixarenos se caracterizan por una forma tridimensional de
canasta, copa o cubeta. En calix[4]arenos el volumen interno es de alrededor de 10 angstroms cubicos. Los
calixarenos se caracterizan por un borde superior ancho y un borde inferior estrecho y un anillo central. Con fenol
como material de partida, los 4 grupos hidroxilo son intraanulares en el borde inferior. En un resorcin[4]areno 8
grupos hidroxilo se colocan extraanulares sobre el anillo superior. Los calixarenos existen en diferentes
conformaciones quimicas porque es posible la rotacién alrededor del puente de metileno.

Un ejemplo preferido de un calixareno es el Sulfocalixareno, por ejemplo, en forma de una sal de sodio. Como
ejemplo, se utiliza 4-sulfocalix[4]areno representado en la siguiente formula 1
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Férmula 1

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que contiene una cantidad
eficaz de un compuesto como se define anteriormente. La composicién farmacéutica contiene preferiblemente uno o
mas agentes auxiliares farmacéuticamente aceptables y estd en una forma farmacéutica que permite que el
compuesto farmacéutico activo se administre con alta biodisponibilidad y que ayuda a los compuestos a cruzar la
barrera hematoencefalica. Los agentes auxiliares adecuados pueden estar, por ejemplo, basados en ciclodextrinas.
Las formulaciones adecuadas podrian, por ejemplo, incorporar nanoparticulas poliméricas sintéticas formadas por
un polimero seleccionado del grupo que consiste en acrilatos, metacrilatos, cianoacrilatos, acrilamidas, polilactatos,
poliglicolatos, polianhidratos, poliortoésteres, gelatina, albumina, poliestirenos, polivinilos, poliacroleina,
poliglutaraldehilido y derivados, copolimeros y mezclas de los mismos.

Por lo tanto, en una realizacion preferida, la invencién se refiere a una composicién farmacéutica que contiene una
cantidad eficaz de un compuesto de la invencién como ingrediente farmacéutico activo, o que contiene como Unico
ingrediente farmacéutico activo ese compuesto, y uno o mas agentes auxiliares farmacéuticamente aceptables.

La invencién también se refiere a terapias combinadas para enfermedades neurodegenerativas, que comprenden
administrar un compuesto de acuerdo con la invencidn combinado con uno o mas de otros compuestos
farmacéuticamente activos. En particular, en un aspecto, la invencion se dirige a un kit que comprende una cantidad
eficaz de:

(i) un primer compuesto de acuerdo con la invencion;

(ii) un segundo compuesto utilizado para prevenir o tratar enfermedades neurodegenerativas;

y uno o mas agentes auxiliares farmacéuticamente aceptables, para la administracion separada, secuencial o
simultanea a un paciente que necesite terapia. Opcionalmente, el segundo compuesto se puede seleccionar
del grupo que consiste en levodopa, agonistas de dopamina, inhibidores de monoaminooxidasa, antagonistas
anticolinérgicos de glutamato, inhibidores de catecol-C-metiliransferasa (COMT) e inhibidores de
descarboxilasa DOPA.

La invencion se refiere adicionalmente a un método para el tratamiento del cuerpo humano y/o animal. En una
realizacion, la invencién se refiere a un método para el tratamiento o prevencion de una enfermedad
neurodegenerativa que comprende administrar a un ser humano que lo necesite una cantidad eficaz de un
compuesto capaz de

a) prevenir la formacion de agregados de a-sinucleina (a-syn), y
b) unirse a lipocalina 2 (Lcn2/NGAL).

La invencion se refiere adicionalmente a un compuesto que comprende una cadena principal de calixareno para su
uso en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa. Preferiblemente, el compuesto para su
uso en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa es la sal de sodio de Sulfocalixareno.
Mas preferiblemente, el tratamiento implica la administracion del compuesto a un paciente en una cantidad de
aproximadamente 0,01 mg a 5,0 g/kg de peso corporal, preferiblemente, la administracion del compuesto se realiza
por via intravenosa u oral.

En una realizaciéon adicional, la invencién se refiere a un método para el tratamiento o prevencién de una
enfermedad neurodegenerativa que comprende administrar a un ser humano que lo necesite una cantidad eficaz de
un compuesto que comprende una cadena principal de calixareno. Preferiblemente, la invenciéon se refiere a un
método para el tratamiento o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa que comprende administrar a un ser
humano que lo necesite una cantidad eficaz de sal de sodio de Sulfocalixareno. Mas preferiblemente, el tratamiento
implica la administracion del compuesto a un paciente en una cantidad de aproximadamente 0,01 mg a 5,0 g/kg de
peso corporal, incluso mas preferiblemente, la administracion del compuesto se realiza por via intravenosa u oral.
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La presente invencion se ilustrara ahora adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos
Estudios de RMN de interacciones de Sulfocalixareno con a-sinucleina unida a micelas

Los liposomas utilizados en los experimentos contenian solo 1-hexadecanoil-2-(9Z-octadecenoil)-sn-glicero-3-fosfo-
(1'-rac-glicerol) (sal de sodio) denominado por lo tanto POPG. Se solicitd POPG a Avantis Polar Lipids como una
reserva de 5 mg/ml disuelto en cloroformo. La solucion de reserva se dividié en alicuotas en viales de vidrio, la
mayoria del cloroformo se evaporé bajo flujo de nitrégeno y la muestra se seco al vacio durante un minimo de 45
minutos. El POPG se disolvio en el tampén deseado a 1 mg/ml, se mantuvo a RT durante 1 hora y se someti6 a 3
ciclos de congelacion-descongelacion para completar la solvatacion. La suspensién se sometié a sonicacion en un
sonicador de bafio durante 5 minutos y se hizo circular a través de una extrusora (mini extrusora Avanti®) equipada
con una membrana de 0,4 ym durante 20 veces.

Para permitir mediciones de alta concentracion, la soluciéon resultante se centrifugé a 200.000 x g durante 10
minutos, se desechd el 75% del sobrenadante y el sedimento se resuspendié en el 25% restante produciendo una
solucion de 4 mg/ml de POPG. Esta solucion se congeld en alicuotas antes de utilizarse en mediciones adicionales.
Para verificar la integridad de los liposomas tanto con respecto a la congelacion como al procedimiento de
concentracion, se realizaron mediciones de dispersion dinamica de la luz (DLS) comparando liposomas de nueva
aportacion no concentrados con reservas concentradas congeladas. Estas mediciones, asi como las mediciones de
RMN en a-syn con liposomas de nueva aportacion y de reserva, no mostraron una diferencia medible causada el
tratamiento de los autores de la presente invencion.

Para todas las mediciones de RMN, la proteina se sometié a dialisis en fosfato 20 mM, pH = 7,4, NaCl 100 mM. Las
concentraciones de proteinas se estimaron a partir de la absorcidon a 280 nm. La pureza y estabilidad de la muestra
se verificaron mediante SDS-PAGE. Los espectros de RMN se registraron en espectrometros Varian Direct Drive
600 MHz y Varian Inova 800MHz con D;0 al 10% como solvente de bloqueo. Los espectros se procesaron utilizando
NMRPipe (F. Delaglio, S. Grzesiek, G. W. Vuister, G. Zhu, J. Pfeifer, A. Bax, NMRPipe: A multidimensional spectral
processing system based on UNIX pipes. J Biomol NMR 6, 277-293 (1995)). La o-sinucleina se utilizé a 0,12 mM
mientras que los liposomas POPG se afadieron a 0,8 mg/ml cuando estaban presentes. Las mediciones obtenidas
con a-Sinucleina libre (apo) utilizaron la misma concentracién de aproximadamente 0,12 mM. La interaccion entre el
Sulfocalixareno y la a-sinucleina monomérica (soluble) se observé mediante el mapeo de los cambios de
desplazamiento quimico observados en las posiciones especificas de los residuos. Como se puede observar en la
Figura 1 (parte inferior), los cambios en el desplazamiento quimico mas pronunciados se agrupan en la parte N-
terminal de la a-sinucleina. Todos los espectros de correlacion 'H-"*N se registraron con una secuencia de pulso
SOFAST (P. Schanda, E. Kupce, B. Brutscher, SOFAST-HMQC experiments for recording two-dimensional
heteronuclear correlation spectra of proteins within a few seconds. J Biomol NMR 33, 199-211 (2005)) para muestras
120 uM y HSQCS de sensibilidad mejorada detectada por Rance-Kay (J. Cavanagh, A. G. Palmer, P. E. Wright, M.
Rance, Sensitivity improvement in proton-detected 2-dimensional heteronuclear relay spectroscopy. J. Magn. Reson.
91, 429-436 (1991); L. E. Kay, P. Keifer, T. Saarinen, Pure absorption gradient enhanced heteronuclear single
quantum correlation spectroscopy with improved sensitivity. J Am Chem Soc 114, 10663-10665 (1992)) para
muestras 40 uM. La asignacién de resonancia en condiciones fisioldgicas cercanas estaba facilmente disponible en
una publicacién anterior (J. N. Rao, Y. E. Kim, L. S. Park, T. S. Ulmer, Effect of pseudorepeat rearrangement on
alpha-synuclein misfolding, vesicle binding, and micelle binding. J Mol Biol 390, 516-529 (2009)) (BMRB ID 16300).
La union de Sulfocalixareno a Lcn2 se sonded utilizando espectroscopia de RMN de ultima generacion (las
condiciones experimentales fueron similares a los experimentos de RMN de a-sinucleina).

Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) - La unién de Sulfocalixareno libre y unido a Lcn2 se determind
utilizando un microcalorimetro Microcal ITC200. Los experimentos se llevaron a cabo a 25°C en Tris 20 mM, pH 7 4,
NaCl 50 mM. La celda de referencia contenia agua Milli Q. La concentracion de Lcn2 en la celda de reaccion fue 50
MM. La concentracion de Sulfocalixareno en la jeringa fue 500 pM. La titulacion consistié en 19 inyecciones
sucesivas de 4 pL, con una velocidad de agitacién de 800 rpm, separadas por intervalos de 300 s. El analisis de
datos se realizé con el soporte I6gico Origin suponiendo un Unico sitio de union.

La Figura 1 muestra una caracterizacion de RMN de los efectos del Sulfocalixareno sobre la estructura de a-syn y la
union de lipidos. La union de a-syn a liposomas de alto peso molecular conduce a una reduccion significativa de la
sefial. Sin embargo, la flexibilidad intramolecular residual en el estado unido al liposoma conduce a cambios de
intensidad especificos del residuo. La union a la membrana de a-syn se realiza a través de dos modos de unioén (que
implican el dominio N-terminal o el dominio N-terminal y NAC central). El dominio C-terminal (mas alla del residuo
125) de a-syn retiene la flexibilidad conformacional en ambos modos de unién y, por lo tanto, muestra la intensidad
de sefal mas alta en los espectros de RMN. (arriba) Patréon de atenuacion de la sefal (razén de intensidad frente a
la posicién del residuo) para (120 mM) con liposomas POPG (0,8 mg/ml) (color negro). La adicidon de Sulfocalixareno
(color rojo) libera en parte a-syn de los liposomas (y se observa a través de un aumento en la intensidad de la sefial,
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en particular en el extremo N-terminal). (abajo) Mapeo del sitio de unién de Sulfocalixareno en a-syn. La unién de
Sulfocalixareno conduce a cambios de desplazamiento quimico especificos de residuos (observados en los
espectros de RMN). Los cambios mas pronunciados se observaron para residuos en el dominio N-terminal (1-40).

La Figura 7 ilustra una caracterizacion biofisica de la unidon de Sulfocalixareno a Lcn2 soluble. (parte superior).
Superposicion de espectros HSQC "H-"°N para Lcn2 sin (color rojo) y con Sulfocalixareno (color azul). Los cambios
en las frecuencias de picos cruzados (posiciones) indican residuos que se ven afectados por la union. (abajo) Trazas
de calorimetria de titulacion isotérmica de unién de Sulfocalixareno a Lcn2. El Sulfocalixareno se une a Lcn2 con una
Kp aproximadamente 700 nM. Por lo tanto, Lcn2 y Sulfocalixareno se unen entre si con una fuerte afinidad.
Adicionalmente, es de esperar que esta unidon también pueda tener lugar in vivo, y que es muy probable que esta
unién en el ratén sea responsable de los efectos beneficiosos sobre los astrocitos neurotdxicos observados en
ratones tratados con Sulfocalixareno.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que comprende un esqueleto de calixareno para su uso en la prevencion o el tratamiento de una
enfermedad neurodegenerativa, en donde el compuesto es capaz de

a) prevenir de la formacion de agregados de a-sinucleina (a-syn), y
b) unirse a lipocalina 2 (Lcn2/NGAL).

2. El compuesto para su uso de la reivindicacion 1 que adicionalmente

c) tiene un efecto protector contra el estrés oxidativo; y/o

d) tiene un efecto protector contra la neurotoxicidad inducida por disfunciéon mitocondrial, y/o

e) es capaz de mejorar los déficits motores en ratones transgénicos (tg) para a-syn de una manera
dependiente de la dosis.

3. El compuesto para su uso en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa de acuerdo
con la reivindicaciéon 1, en donde la enfermedad es una sinucleinopatia, preferiblemente la sinucleinopatia se
selecciona del grupo que consiste en la enfermedad de Parkinson, la demencia con cuerpos de Lewy y la atrofia
multisistémica.

4. El compuesto para su uso en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa de acuerdo
con una o mas de las reivindicaciones anteriores, que ademas es capaz de promover la proliferacion de neuronas.

5. El compuesto para su uso en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa de acuerdo
con una o mas de las reivindicaciones anteriores, que ademas es capaz de activar de forma controlada los astrocitos
y/o inhibir la conversiéon de los astrocitos quiescentes en reactivos.

6. El compuesto para su uso en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa de acuerdo
con una o mas de las reivindicaciones anteriores, donde el sitio de uniéon del compuesto a Lcn2/NGAL es competitivo
para la unién de Lcn2/NGAL a uno de sus receptores celulares cognados.

7. El compuesto para su uso en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa de acuerdo
con la reivindicacion 6, donde el compuesto demuestra un efecto inhibidor de la actividad neurotéxica de
Lcn2/NGAL.

8. El compuesto para su uso en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa de acuerdo
con la reivindicacion 6, que es competitivo para la union del receptor celular cognado Lcn2/NGAL (SLC22A17) que
esta regulado por incremento en células SH-SY5Y de neuroblastoma terminal diferenciado.

9. El compuesto para su uso en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa de acuerdo
con una o mas de las reivindicaciones anteriores, donde la prevencion de la formacién de agregados de a-syn en las
neuronas se logra al reducir la unién a la membrana y el ensamblaje en dimeros y oligémeros mas pequefios de a-
syn en propagacion.

10. El compuesto para su uso en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa de acuerdo
con la reivindicacién 6, caracterizado porque confiere efectos protectores contra la disfuncién mitocondrial inducida
por MPP+ y el estrés oxidativo (H202) en células de neuroblastoma terminal diferenciado SH-SY5Y.

11. El compuesto para su uso en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa de acuerdo
con la reivindicacion 7 o 9, que interactia con el dominio N-terminal del monémero de a-syn, dimeros de a-syn u
oligdbmeros de a-syn mas pequefios.

12. El compuesto para su uso en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa de acuerdo
con la reivindicacioén 1, que es la sal de sodio de Sulfocalixareno.

13. El compuesto para su uso en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa de acuerdo
con una o mas de las reivindicaciones anteriores, en donde el tratamiento implica la administracion del compuesto a
un paciente en una cantidad de aproximadamente 0,01 mg a 5,0 g/kg de peso corporal, preferiblemente, la
administracion del compuesto se realiza por via intravenosa u oral.
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Fig. 7B
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Fig. 7C
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Fig. 7E
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Datos de la curva de fusion

Pocillo Fldor Contenido Muestra | Temp.fusian
BO1 | FAM |Descon-13 §9.00
BOZ | FAM |Descon-14 £8.50
BO3 | FAM |Descon-15 £9.00
BO4 | FAM |Descon-16 68.50
C01 | FAM | Descon-25 74.00
C02 | FAM | Descon-26 94.50
C0Z | FAM |Descon-26 74.00
C02 | FAM |Descon-27 74.50
Cod4 | FAM |Descon-28 74.00
D01 | EAM |Descon-37 §8.50
D02 | FAM | Descon-38 §9.50
D03 | FAM | Descon-39 §9.50
D04 | FAM | Descon-40 £9.00
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Fig. 9C
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24 horas
A o  LenziNGAL
! {'i E1 100 poimi
[1¢] "
sl | ] — [ 200 yg/iml
R A A | ey
= : i : i
] e Lo
a s — — — — I D R — i — =
3 ¥ 1
2 ! i
=20 7 <+ ¥ F TF T
o i
a | . [ -
codtral SO0 1083 SOpM T0pM e LendMRAL
I ——
[4-suliocalixareno pM]
48 horas
LonZiNGAL
B 100 pgiml
L 200 pgim|

Bt de supervivencia

cofrsl W00 EM 100 pM B0 e 1M LonZMeEAL

[4-zulipcalizarans pM]

32



Fig. 11

%% de supervivencia

120

10

ES 2 804 541 T3

43 horas
o — -
0 WPP+
0 —— e [ 0.5 mi
" 1 mM
B ey _ﬂ. i_l = T o m
= b 1
da | i If | | |
2 | F =
= [ F i l | |
WA - — =1 1 = | —-! Po=
8 LE | [ bt l ) i L
R o A — | =1 1 -—I — —t'_:
v r | i
PR A O [ | [ i
confrcd SO0 M 100UM  SOpM TOpM 1 pM MRt
I—
[4-sulfocaliiareno ph]
72 horas
TAPP 4
I — Y
T M

comrl  S00pM 100 pdd SOpM 10pM 1 pid 1P

I —————
[4-suliocalareno uM]

33



ES 2 804 541 T3

Fig. 12

t _ohcmu_u,

34



ES 2 804 541 T3

Fig. 12

W g = eExs

Ve
¢

35



ES 2 804 541 T3

Fig. 13
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Fig. 14
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Fig. 14

Prueba de deslizamientos totales 1

ﬁ.
MJ
g -
E m- | -
=
5184 T
'@ 104
54
11 I
4-Sulfocalxareno Vehiculo  nTg Vehiculo
Prucba de deslizamientos totales 2
35+ ——_—
|
304
IEI E-
<1
i
5
15
.@3 104
5.
] |

4-Sulizcalixarenc Vehicule  nTg Vehicuko

38



ES 2 804 541 T3

Fig. 14
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