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DESCRIPCION

Uso de cluster de oro o sustancia que contiene clister de oro en la preparacion de farmacos para prevenir y/o tratar
el glaucoma

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo técnico de los farmacos nanométricos, en particular a la aplicacion de AuC
(clusteres de oro) o sustancias que contienen AuC en la preparacién de farmacos para prevenir y/o tratar el glaucoma.

Antecedentes de la invencion

El glaucoma es una enfermedad degenerativa del nervio 6ptico irreversible caracterizada por dafio del nervio 6ptico,
defecto del campo visual y pérdida gradual de la funcion visual. Es la segunda enfermedad ocular irreversible que
provoca ceguera en el mundo después de las cataratas. Segun los datos de analisis clinicos, se pronostica que para
2020, el numero de pacientes con glaucoma en el mundo alcanzara los 76 millones, especialmente en Asia y Africa,
mientras que el numero de pacientes con glaucoma en China alcanzara los 21 millones para entonces. Se desconoce
la patogenia del glaucoma. Durante mucho tiempo, se considera la elevacion de la presion intraocular patoldgica uno
de los principales factores que provocan dafio nervioso y glaucoma. El tratamiento clinico del glaucoma se basa
principalmente en la reduccion de la presion intraocular de los pacientes. Sin embargo, una enorme cantidad de datos
clinicos muestran que el control de la presion intraocular por si sélo puede no lograr el objetivo de curar el glaucoma.
Esto se debe a que aunque el control de la presion intraocular es ideal, pueden empeorar el dafio progresivo del nervio
optico y la apoptosis de las células ganglionares de la retina (RGC, por sus siglas en inglés). Por tanto, la presion
intraocular elevada puede ser sélo un factor predisponente temprano para el dafio del nervio éptico relacionado con
el glaucoma, mientras que es dificil prevenir una pérdida adicional de la funcion del nervio éptico sélo reduciendo la
presion intraocular. Por los motivos anteriores, la clave para la curacion del glaucoma es mejorar la funcién del nervio
optico, bloquear o ralentizar la apoptosis de las células del nervio 6ptico y el dafio del nervio éptico. Sin embargo,
actualmente no se ha hallado ningun farmaco clinico que prevenga eficazmente el dafio del nervio 6ptico relacionado
con el glaucoma. Los estudios han hallado que una variedad de factores puede conducir al dafio del nervio 6ptico,
tales como estrés oxidativo, estrés mecanico, anomalia sistémica autoinmunitaria, nivel de azucar en sangre,
moléculas inflamatorias y precipitacion anémala de proteinas, etc. Entre los factores, se presta mas atencién al
plegamiento incorrecto, la agregacion andémala y la fibrosis de amiloide-f (AB) y la proteina Tau dentro y fuera de las
células desempefan un papel crucial en el proceso de la enfermedad degenerativa del nervio dptico y la muerte de
las RGC.

AB es una proteina que contiene 39-43 residuos de aminoacido y se genera a partir de la hidrélisis de la proteina
precursora de amiloide (APP, por sus siglas en inglés) por la B-secretasa y la y-secretasa. Es un factor importante que
interviene en el dafio nervioso y la apoptosis de las células nerviosas. Los estudios han demostrado que la
neurotoxicidad de AB es un mecanismo comun para la formacién y patogenia de diversas enfermedades
neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Alzheimer (EA), y se ha usado como diana importante para la
investigacion y el desarrollo de farmacos relacionados durante mucho tiempo. Los estudios realizados en los Ultimos
afios han demostrado que la neurotoxicidad de AB también desempefia un papel crucial en la enfermedad
neurodegenerativa oftalmica: el glaucoma. La expresion de AB en las RGC y el humor acuoso de los pacientes con
glaucoma clinico es significativamente mayor que en el grupo de control. En el modelo animal de glaucoma, la
apoptosis de las RGC inducida por una presion intraocular elevada a largo plazo esta relacionada estrechamente con
el aumento de la proteina precursora de amiloide (APP), la expresion de AB y la hiperfosforilacion excesiva de la
proteina Tau. Mientras tanto, los datos clinicos muestran que es mas facil que los pacientes con EA tengan glaucoma
y pérdida de vision. Y se sintetiza una gran cantidad de APP y aparece agregacion de placas de A en la retina de
animales transgénicos con EA. Por tanto, el glaucoma y la EA pueden tener mecanismos de AP similares. Mas
importante aun, en el modelo animal de glaucoma, las RGC en fase apoptética se coexpresan con AB, y los anticuerpos
o farmacos de AB que pueden bloguear la sobreproducciéon de AB pueden inhibir eficazmente la apoptosis de las RGC
y reducir el dafio del nervio 6ptico. Estos resultados de investigacion han demostrado que el AB desempefia un papel
importante en la patogenia del glaucoma y es una diana importante para el tratamiento del glaucoma basado en el
mecanismo de proteccion del nervio éptico.

El modelo de rata con lesion por aplastamiento del nervio éptico es un modelo animal de glaucoma ampliamente usado
sin presion intraocular elevada. Mantiene la integridad del epineuro del nervio 6ptico, simula la perturbacion del
transporte axoplasmico del nervio 6ptico y la muerte de RGC del glaucoma, que se acerca a las caracteristicas clinicas
del dafio por glaucoma. Al mismo tiempo, el modelo se prepara de manera convencional y facil de operar, lo que puede
provocar un dafio claro y cuantitativo del nervio 6ptico con pequefio error y buena repetibilidad. Es un modelo preciso
para el dafio del nervio 6ptico del glaucoma, que esta bien reconocido a nivel nacional y en el extranjero, y usado
ampliamente en los estudios de los mecanismos patolégicos del dafio del nervio éptico y la lesion de RGC del
glaucoma y la deteccion de farmacos para la proteccion del nervio éptico. Por ejemplo, a partir de este modelo, se ha
hallado que el ginsendsido Rg1, la dexametasona, el ginkgo y el acido a-lipoico tienen determinados efectos
protectores del nervio optico, pero los efectos protectores no son satisfactorios. Dado que el mecanismo de AB
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desempeiia un papel importante en el proceso de dafio del nervio dptico, el desarrollo de un farmaco que pueda inhibir
la agregacion vy fibrosis de AB mientras se protege el nervio 6ptico y mejora la funcion visual en el modelo animal
tendra una gran importancia para la prevencion y el tratamiento del glaucoma.

Las nanoparticulas de oro son particulas de oro a escala nanométrica (el diametro de los nucleos de oro es de 3-
100 nm en general). Debido a sus propiedades 6pticas y eléctricas Unicas, buena biocompatibilidad y modificacion de
superficie conveniente, las nanoparticulas de oro se usan ampliamente en biologia y campos médicos relacionados,
tales como biosensores, formacion de imagenes médicas y deteccion de tumores. Debido a su inercia quimica y gran
area de superficie especifica y la capacidad para penetrar a través de la barrera hematoencefalica a bajas
concentraciones, las nanoparticulas de oro también se usan como portadores de farmacos en la investigacion del
transporte direccional y la liberacion controlable de farmacos, etc. En los ultimos afos, se investiga sobre la unién de
nanoparticulas de oro con ligandos especificos (tales como heteropoliacidos y polipéptidos de secuencia especifica)
que inhiben la agregacion de proteinas fibréticas, logrando determinados efectos en experimentos de inhibicion de
fibrosis de proteinas in vitro, pero los resultados del modelo celular indican que el uso de Las nanoparticulas de oro
no tiene un efecto evidente sobre la tasa de supervivencia de las células dafiadas por fibrina (documento 1: N. Gao,
H. Sun, K. Dong, J. Ren, X. Qu, Chemistry-A European Journal 2015, 21, 829). Aun no se ha notificado ningun
experimento a nivel del modelo animal. Ademas, en estas investigaciones, las nanoparticulas de oro se usaron
principalmente como portadores de farmacos ademas de como principios activos.

Los clusteres de oro (AuC) son nanoparticulas de oro ultrafinas con un nucleo de oro de menos de 3 nm de diametro.
Contiene sélo de unos pocos a cientos de atomos de oro, lo que hace que la estructura de empaquetamiento cubico
centrado en las caras de los atomos de oro en las nanoparticulas de oro convencionales colapse y el nivel de energia
se desdobla, mostrando asi propiedades similares a una molécula que son por completo diferentes de las
nanoparticulas de oro convencionales de mas de 3 nm: por un lado, debido del desdoblamiento de niveles de energia,
los AuC no presentan el efecto de plasmoén superficial y las propiedades 6pticas derivadas de las nanoparticulas de
oro convencionales, pero muestran excelentes propiedades de emision de fluorescencia similares a los puntos
cuanticos de semiconductor. Por otro lado, en el espectro de absorcion ultravioleta-visible de los AuC, desaparece el
pico de resonancia del plasmén a 520 + 20 nm, mientras que aparecen uno o mas nuevos picos de absorcién por
encima de 570 nm, y tales picos de absorcién pueden no observarse en las nanoparticulas de oro convencionales.
Por tanto, la desaparicion del pico de absorcién de resonancia del plasmoén (520 + 20 nm) y la aparicion de los nuevos
picos de absorcion por encima de 570 nm en el espectro de absorcién UV-visible son indicadores importantes para
evaluar si los AuC se preparan con éxito (documento 2: H.F. Qian, M.Z. Zhu, Z.K. Wu, R.C. Jin, Accounts of Chemical
Research 2012, 45, 1470). Los AuC también tienen propiedades magnéticas, eléctricas y cataliticas que son
significativamente diferentes de las de las nanoparticulas de oro convencionales, de modo que tienen amplias
perspectivas de aplicacion en los campos de la optoelectronica de molécula Unica, la catalisis molecular. Ademas, los
AuC también se han usado en los campos de las sondas bioldgicas y la formacion de imagenes médicas debido a sus
excelentes propiedades de emision de fluorescencia. Por ejemplo, el equipo de Sandeep Verma usa AuC modificados
con purina como sondas fluorescentes verdes para la obtencién de imagenes del nucleo (documento 3: V. Venkatesh,
A. Shukla, S. Sivakumar, S. Verma, ACS Applied Materials & Interfaces 2014, 6, 2185). Este tipo de documentos utiliza
las propiedades de fluorescencia de los AuC y no se relaciona con la actividad farmacéutica de los propios AuC. El
documento de patente US 2004/0186534 describe dispositivos y técnicas para tratar el glaucoma.

Sumario de la invenciéon

El objeto de la presente invencion es proporcionar un uso médico de los AuC, y especificamente proporcionar una
nueva aplicacion de los mismos en la preparacion de farmacos para prevenir y tratar el glaucoma.

En el primer aspecto, la presente invencion proporciona clusteres de oro (AuC) o sustancias que contienen AuC segun
la reivindicacién 1 para su uso en un método de prevencion y/o tratamiento del glaucoma.

Las sustancias que contienen AuC comprenden AuC y ligando Y que recubre los AuC externamente.
Las sustancias que contienen AuC estan en disolucion, polvo o fléculo.

El diametro del nucleo de oro de los AuC es menor de 3 nm.

El diametro del ntcleo de oro de los AuC es de 0,5-2,6 nm o de 1,1-2,6 nm.

El ligando Y incluye, sin limitacidn, uno o mas de L(D)-cisteina y sus derivados, oligopéptidos que contienen cisteina
y sus derivados, y otros compuestos que contienen tiol.

La L(D)-cisteina y sus derivados son L(D)-cisteina, N-isobutiril-L(D)-cisteina (L(D)-NIBC) o N-acetil-L(D)-cisteina (L
(D)-NAC).

Los oligopéptidos que contienen cisteina y sus derivados se seleccionan de L-arginina-L-cisteina (RC), L-cisteina-L-
arginina (CR), dipéptido de L-cisteina-L-histidina (CH), dipéptido de L-histidina-L-cisteina (HC), L-glutatiéon (GSH),
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tripéptido de L-lisina-L-cisteina-L-prolina (KCP), tripéptido de L-prolina-L-cisteina-L-arginina (PCR), tripéptido de
glicina-L-cisteina-L-arginina (GCR), tetrapéptido de glicina-L-serina-L-cisteina-L-arginina (GSCR) o tetrapéptido de
glicina-L-cisteina-L-serina-L-arginina (GCSR).

Otros compuestos que contienen tiol se seleccionan de 1-[(2S)-2-metil-3-tiol-1-oxopropil]-L-prolina (Cap), acido
tioglicélico, mercaptoetanol, tiofenol, D-3-trolovol, N-(2-mercaptopropionil)-glicina o dodecilmercaptano, etc.

Un método para preparar las sustancias que contienen AuC comprende las siguientes etapas:

(1) disolver HAuCls en uno de metanol, agua, etanol, n-propanol y acetato de etilo, obteniéndose una
disolucioén A en la que la concentracion de HAuCl, es de 0,01~0,03 M;

(2) disolver el ligando Y en un disolvente para obtener una disolucién B en la que la concentracién de ligando
Y es de 0,01~0,18 M;

(3) mezclar la disolucion A en la etapa (1) con la disolucion B en la etapa (2) en las que la razén molar de
HAuUCI, y el ligando Y es de 1:0,01~1:100 (preferiblemente 1:(0,2-10) mas preferiblemente 1:(1-10)), y agitar
la mezcla en un bafio de hielo durante 0,1~12 h (preferiblemente 0,1-2 h, mas preferiblemente 0,5-2 h), afiadir
gota a gota disolucién de NaBH. 0,025~0,8 M (preferiblemente disolucion acuosa de NaBHj4, disolucion
etandlica de NaBH, o disolucion metandlica de NaBH.) y luego agitar el sistema de reaccion en un bafio de
hielo durante 0,1~12 h (preferiblemente 0,1-2 h, mas preferiblemente 1-2 h), en los que la razén molar de
NaBH, y el ligando Y es de 1:0,01~1:100 (preferiblemente 1:(0,1-8) mas preferiblemente 1:(1-8)) para obtener
las sustancias similares a una disolucién que contienen AuC.

El disolvente en la etapa (2) es uno o mas de metanol, acetato de etilo, agua, etanol, n-propanol, pentano, acido
férmico, acido acético, dietil éter, acetona, anisol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol, 2-butanol, pentanol, etanol,
acetato de butilo, tributil metil éter, acetato de isopropilo, dimetilsulféxido, acetato de etilo, formiato de etilo, acetato de
isobutilo, acetato de metilo, 2-metil-1-propanol y acetato de propilo.

Las sustancias similares a una disolucion que contienen AuC obtenidas en la etapa (3) se dializan, se liofilizan y luego
se obtienen sustancias pulverulentas o floculantes que contienen AuC; preferiblemente, la dialisis consiste en que las
sustancias similares a una disolucién que contienen AuC se colocan en una bolsa de didlisis y se dializan en agua a
temperatura ambiente durante 1~7 dias.

En el segundo aspecto, la presente invencion proporciona una aplicacion de AuC segun la reivindicaciéon 1 para su
uso en un método de prevencion y/o tratamiento del glaucoma. El diametro del nucleo de oro de los AuC es menor de
3 nm. Los AuC pueden modificarse con diferentes ligandos, que pueden ser componentes eficaces o ineficaces para
el glaucoma.

En el tercer aspecto, la presente invencién proporciona una aplicacion de AuC modificados con el ligando de L-NIBC,
D-NIBC, CR, RC, N-acetil-L-cisteina (L-NAC), N-acetil-D-cisteina (D-NAC), GSH, 1-[(2S)-2-metil-3-tiol-1-oxopropil]-L-
prolina (Cap), L-cisteina o D-cisteina segun la reivindicacién 1 para su uso en un método de prevencion y/o tratamiento
del glaucoma.

El diametro del nucleo de oro de los AuC es menor de 3 nm, preferiblemente de 0,5-2,6 nm.

Los AuC o las sustancias que contienen AuC (haciendo referencia a AuC modificados con ligando) proporcionados en
la presente invencion pueden administrarse por via oral, mediante inyeccion (inyeccion intramuscular o intravenosa) o
colirio local. La dosificacion y la frecuencia de administracion pueden calcularse segun los resultados de experimentos
con modelos celulares, experimentos con modelos animales, experimentos metabdlicos y de distribucion de farmacos
invivoy.

En términos de eficacia, los AuC o las sustancias que contienen AuC proporcionados en la presente invencion
muestran un efecto excelente sobre la inhibicién de la agregacion de AB en un experimento in vitro de inhibicion de la
agregacion de A y un efecto significativo sobre la mejora de la tasa de supervivencia celular en el modelo de lesién
de células ganglionares dpticas RGC-5. En el modelo de lesidon por pinzamiento del nervio éptico por glaucoma de
rata, pueden aumentar significativamente la amplitud de N2-P2 de los potenciales evocados visuales de destellos en
ratas del modelo de lesién por aplastamiento del nervio dptico y reducirse significativamente la pérdida de RGC. Tienen
un efecto protector evidente sobre el dafio del nervio éptico, pueden reducir el defecto del campo visual y la apoptosis
de las RGC, y tienen una funcion notable en la mejora de la estructura del tejido del nervio 6ptico y la retina y en el
alivio de la disfuncion visual. Ademas, tienen una gran biocompatibilidad a nivel animal. Por tanto, es importante para
la investigacion y el desarrollo de nuevos medicamentos para prevenir y tratar el glaucoma.

Al mismo tiempo, la presente invencion también demuestra que las propias moléculas de ligando no tienen un efecto
evidente en el experimento cinético de inhibicion de la agregacion de AB in vitro y el modelo celular de glaucoma de
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lesiéon de células RGC-5, lo que indica que la eficacia sobre el glaucoma proviene de AuC mas que del ligando. El
nuevo uso médico de los AuC es una contribucién importante de la presente invencion. Basandose en su actividad
farmacéutica de los AuC para el glaucoma, si los AuC se combinan ademas con sustancias activas conocidas
(incluyendo, pero sin limitarse a, la actividad contra el glaucoma) u otras sustancias inactivas tales como portadores y
codisolventes, se formaran nuevos farmacos mas competitivos.

Descripcion de los dibujos
La figura 1 muestra espectros ultravioleta-visible (UV), imagenes de microscopio electrénico de transmision (TEM) y
diagramas de distribucion de tamafio de particula de nanoparticulas de oro modificadas con ligando L-NIBC con

diferentes tamarios de particula.

La figura 2 muestra espectros ultravioleta-visible, imagenes de TEM y diagramas de distribucién de tamafno de
particula de AuC modificados con el ligando L-NIBC con diferentes tamafios de particula.

La figura 3 muestra espectros de infrarrojo de AuC modificados con el ligando L-NIBC con diferentes tamafios de
particula.

La figura 4 muestra espectros de excitacion y espectros de emision de fluorescencia en el infrarrojo cercano de AuC
modificados con L-NIBC en un diametro promedio de 1,8 nm.

La figura 5 muestra topografias de AFM después de que las nanoparticulas de oro o AuC modificados con AB(1-40) y
el ligando L-NIBC se incuban conjuntamente durante 48 h.

La figura 6 muestra las curvas de cinética de la fibrosis de AB con nanoparticulas de oro o AuC modificados con el
ligando L-NIBC de diferentes tamafios de particula y diferentes concentraciones.

La figura 7 muestra los diagramas de distribucion de tamafio de particula, UV, infrarrojos y TEM de AuC modificados
con el ligando CR (CR-AuC).

La figura 8 muestra los diagramas de distribucion de tamafio de particula, TEM, infrarrojos y UV de los AuC modificados
con el ligando RC (RC-AuC).

La figura 9 muestra los diagramas de distribucion de tamafio de particula, UV, infrarrojos y TEM de AuC modificados
con el ligando 1-[(2S)-2-metil-3-tiol-1-oxopropil]-L-prolina (es decir, Cap) (Cap-AuC).

La figura 10 muestra los diagramas de distribuciéon de tamafio de particula, UV, infrarrojos y TEM de AuC modificados
con el ligando GSH (GSH-AuC).

La figura 11 muestra los diagramas de distribuciéon de tamafio de particula, UV, infrarrojos y TEM de AuC modificados
con el ligando D-NIBC (D-NIBC-AuC).

La figura 12 muestra las curvas del efecto inhibidor de los AuC modificados con diferentes ligandos sobre la agregacion
y fibrosis de AB(1-40).

La figura 13 muestra el efecto de AuC modificados con el ligando L-NIBC o las nanoparticulas de oro sobre la viabilidad
celular glaucoma por estrés oxidativo inducido por H2O» en el modelo de células RGC-5.

La figura 14 muestra el efecto de nanoparticulas de oro o AuC modificados con el ligando L-NIBC sobre la viabilidad
celular del glaucoma por apoptosis inducida por nitroprusiato de sodio en un modelo de células RGC-5.

La figura 15 muestra el efecto de sustancias que contienen AuC sobre la latencia de N2 de PEVd de ojos de rata en
el modelo de glaucoma.

La figura 16 muestra el efecto de sustancias que contienen AuC sobre la latencia de P2 de PEVd de ojos de rata en
el modelo de glaucoma.

La figura 17 muestra el efecto de sustancias que contienen AuC sobre la amplitud de N2-P2 de PEVd de ojos de rata
en el modelo de glaucoma.

La figura 18 muestra la tincion con Brn3a del parche de retina animal y graficos de analisis estadistico del numero de
células positivas tefiidas después de que se administraron las sustancias que contenian AuC durante 14 dias
consecutivos.

La figura 19 muestra los resultados de tincion con HE de secciones patoldgicas de retina animal y graficos de analisis
estadistico del nimero de RGC después de que se administraron las sustancias que contenian AuC durante 14 dias
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consecutivos.

La figura 20 muestra diagramas que muestran el efecto de AuC modificados con L-NIBC de diferentes tamarios de
particula y diferentes concentraciones sobre la viabilidad de las células de neuroblastoma SH-sy5y.

Descripcion detallada de las realizaciones

Al estudiar el efecto de las nanoparticulas de oro (diametro del nucleo de oro de 3 nm-100 nm) con determinados
ligandos sobre la agregacion de AB, los inventores descubrieron que cuando el diametro del nicleo de oro de las
nanoparticulas de oro cambiaba de grande a pequefio, el efecto de fomento de las nanoparticulas de oro modificadas
con el mismo ligando en sus superficies sobre la agregacion de AB se convirtié en inhibidor; cuando el tamafio de
particula era lo suficientemente pequefio como para convertirse en clusteres de oro (AuC) (el diametro del nicleo de
oro es menor de 3 nm), pudo lograrse la inhibiciéon completa de la agregacion de Ap. En este efecto, son los propios
AuC mas que los ligandos los que desempefian un papel inhibidor.

Generalmente, el diametro del nucleo de oro de las nanoparticulas de oro usadas en la investigacion es mayor de
3 nm, y cuando el diametro del nucleo de oro es menor de 3 nm, se denominan clusteres de oro (AuC). La desaparicion
del pico de absorcién de resonancia del plasmon (520 + 20 nm) y la aparicion de nuevos picos de absorcién por encima
de 560 nm o0 570 nm en el espectro de absorcion UV-visible son las caracteristicas que indican si los AuC se preparan
con éxito. Sin ligandos, los AuC no pueden existir de manera estable en una disoluciéon. Se combina con ligando que
contiene tiol para formar AuC modificados con ligando (o denominados AuC) a través del enlace Au-S.

Los AuC modificados con ligando existentes descritos en la bibliografia incluyen AuC modificados con L-glutation
(GSH), N-acetil-L(D)-cisteina (L(D)-NAC), N-isobutiril-L(D)-cisteina (L(D)-NIBC), etc. El proceso de preparacion se
muestra en los documentos (documento 4: H. F. Qian, M. Z. Zhu, Z. K. Wu, R. C. Jin, Accounts of Chemical Research
2012, 45, 1470; documento 5: C. Gautier, T. Burgi, Journal of the American Chemical Society 2006, 128, 11079); se
aplican principalmente en los campos de la catalisis, el reconocimiento quiral, la deteccidon molecular, la deteccion
bioldgica, la administracion de farmacos y la formacion de imagenes bioldgicas (documento 6: G. Li, R. C. Jin, Accounts
of Chemical Research 2013, 46, 1749; documento 7: H. F. Qian, M. Z. Zhu, Z. K. Wu, R. C. Jin, Accounts of Chemical
Research 2012, 45, 1470; documento 8: J. F. Parker, C. A. Fields-Zinna, R. W. Murray, Accounts of Chemical Research
2010, 43, 1289; S. H. Yau, O. Varnavski, T. Goodson, Accounts of Chemical Research 2013, 46, 1506).

La presente invencion investigo los efectos de los AuC sobre la inhibicion de la agregacion de A, incluyendo al menos:
en primer lugar, se usaron como objetos de investigacion AuC de diferentes tamafios que contenian diferentes ligandos
(los ligandos que no tienen efecto inhibidor sobre la agregacion de Ap). A través de la investigacion en tres niveles de
experimentos, incluyendo experimentos in vitro para la inhibicién de la agregacion de AB, experimento del modelo de
lesién de células ganglionares 6pticas RGC-5, modelo de rata con lesion por aplastamiento del nervio optico, y
considerando la citotoxicidad de los AuC, experimento de toxicidad aguda en ratones, experimento de distribucion y
farmacocinética in vivo en ratones, etc., se proporcionaron AuC modificados con ligando, se hallé su aplicacion en la
preparacion de farmacos para el tratamiento del glaucoma y se compararon los resultados con los resultados
experimentales de nanoparticulas de oro, que indicaron que las nanoparticulas de oro con un didametro de mas de
3 nm no tienen un efecto deseable para este propodsito y no pueden usarse para preparar farmacos que traten el
glaucoma, mientras que los AuC modificados con ligando pueden usarse para preparar farmacos que tratan del
glaucoma.

A continuacion, la presente invencion se detallara adicionalmente en realizaciones, pero esas realizaciones no deben
entenderse que constituyen ninguna limitacion de la presente invencion.

La pureza de las materias primas usadas en las siguientes realizaciones sera la pureza quimica o superior. Todas
pueden adquirirse en el mercado.

Realizacién 1: preparar AuC modificados con ligando

Esta realizacion da a conocer un método para preparar AuC modificados con ligando (los AuC modificados con ligando
también se denominan sustancias que contienen AuC en la presente invencion), comprendiendo dicho método las
siguientes etapas:

(1) disolver HAuCl4 en uno de metanol, agua, etanol, n-propanol y acetato de etilo para obtener una disolucion A
en la que la concentracion de HAuCl4 es de 0,01~0,03M;

(2) disolver el ligando Y en un disolvente para obtener una disolucion B en la que la concentracién de ligando Y
es de 0,01~0,18 M; el ligando Y incluye, pero no se limita a, L(D)-cisteina y otros derivados de cisteina tales como
N-isobutiril-L-cisteina (L-NIBC), N-isobutiril-D-cisteina (D-NIBC), N-acetil-L-cisteina y N-acetil-D-cisteina,
oligopéptidos que contienen cisteina y sus derivados, incluyendo, pero sin limitarse a, dipéptidos, tripéptidos,
tetrapéptidos y otros péptidos que contienen cisteina, tales como el dipéptido de L-cisteina-L-arginina (CR),
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dipéptido de L-arginina-L-cisteina (RC), L-cisteina L-histidina (CH), L-histidina-L-cisteina (HC), L-lisina-L-cisteina-
L-prolina (KCP), tripéptido de glicina-L-cisteina-L-arginina (GCR), tripéptido de L-prolina-L-cisteina-L-arginina
(PCR), L-glutation (L-GSH), tetrapéptido de glicina-L-serina-L-cisteina-L-arginina (GSCR) y tetrapéptido de
glicina-L-cisteina-L-serina-L-arginina (GCSR) y otros compuestos que contienen tiol, tales como uno o mas de 1-
[(2S)-2-metil-3-tiol-1-oxopropil]-L-prolina (Cap), acido tioglicélico, mercaptoetanol, tiofenol, D-3-trolovol y
dodecilmercaptano; el disolvente es uno o mas de entre metanol, acetato de etilo, agua, etanol, n-propanol,
pentano, acido férmico, acido acético, dietil éter, acetona, anisol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol, 2-butanol,
pentanol, etanol, acetato de butilo, tributil metil éter, acetato de isopropilo, dimetilsulféxido, acetato de etilo,
formiato de etilo, acetato de isobutilo, acetato de metilo, 2-metil-1-propanol y acetato de propilo;

(3) mezclar la disoluciéon A y la disolucion B de modo que la razén molar entre HAuCls y el ligando Y sea de
1:(0,1~10), agitandolos en un bafio de hielo durante 0,1~24 h, afadiendo disolucién de NaBH4 0,025~0,8 M en
agua, etanol o metanol, continuando su agitacion en un bafio de agua con hielo y hacer reaccionar durante
0,1~2 h. La razén molar entre NaBH, y el ligando Y es de 1:(0,1~8); entonces se obtienen sustancias similares a
una disolucién que contienen AuC;

Para obtener AuC en diferentes tamafos, medir el tamafio de las particulas y facilitar el uso, pueden seguirse las
siguientes etapas:

(4) la disolucion obtenida en la etapa (3) se centrifuga a diferente velocidad en el intervalo de 8.000~17.500 r/min
mediante gradiente durante 10~100 min después de que termina la reaccion, se obtienen los precipitados de AuC
modificados con ligando en diferentes tamafios de particula promedio en diferentes velocidades de rotacion;

(5) disolver en agua el precipitado de AuC en diferentes tamafios de particula promedio obtenidos en la etapa (4),
ponerlo en una bolsa de dialisis y dializarlo en agua a temperatura ambiente durante 1~7 dias;

(6) liofilizar los AuC durante 12~24 h después de la dialisis para obtener una sustancia pulverulenta o floculante,
es decir, AuC modificados con ligando.

Se caracteriz6 la sustancia pulverulenta o floculante obtenida (el método de deteccién especifico se muestra en la
realizacion 2). Se hallé que el tamafio de particula de los precipitados obtenidos mediante centrifugacion a diferentes
velocidades de rotacion era menor de 3 nm (distribuido en 0,5-2,6 nm en general). El espectro de absorcion UV-visible
tiene uno o mas picos de absorcién por encima de 570 nm y ningun pico de absorcion evidente a 520 nm. Se determina
que el polvo o fléculo obtenido son AuC.

Realizacién 2: Preparacion de AuC con ligando que es N-isobutiril-L-cisteina (L-NIBC)

Tomando el ligando L-NIBC por ejemplo en esta realizacion, se detallan la preparacion y confirmacion de AuC
modificados con el ligando L-NIBC en diferentes tamarios de particula.

(1) pesar 1,00 g de HAuCl, y disolverlo en 100 ml de metanol para obtener una disolucién A 0,03 M;

(2) pesar 0,57 g de L-NIBC y disolverlo en 100 ml de acido acético glacial (acido acético) para obtener una
disolucion B 0,03 M;

(3) medir 1 ml de disolucién A, mezclarlo con 0,5 ml, 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml de disolucién B, respectivamente
(es decir, la razon molar entre HAuCls y L-NIBC es de 1:0,5, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, respectivamente), hacer
reaccionar en un bafio de hielo con agitacion durante 2 h, afiadir rapidamente 1 ml de disolucién acuosa de NaBH4
0,03M recién preparada (preparada pesando 11,3 mg de NaBH. y disolviéndolo en 10 ml de etanol) cuando la
disolucién se vuelve incolora desde amarillo brillante, continuar la reaccion durante 30 minutos después de que
la disoluciéon se vuelva de color marrén oscuro y afiadir 10 ml de acetona para terminar la reaccion.

(4) Después de la reaccion, la disolucion de reaccion se somete a centrifugacion diferencial (es decir, mediante
centrifugacion en gradiente) para obtener polvo de AuC modificados con L-NIBC con diferentes tamafios de
particula. Esta etapa puede usarse en combinacién con un tubo de ultrafiltracion y un método especifico: después
de que se completa la reaccion de la etapa (3), la disolucidon de reaccion se transfiere a un tubo de ultrafiltracion
con un MWCO de 100.000 y un volumen de 50 ml, y se centrifuga a 10000 r/min durante 20 min, y el precipitado
de material retenido en el tubo era un polvo de AuC modificados con L-NIBC con un tamafo de particula de
aproximadamente 2,6 nm (se midieron 2,6 nm resuspendiendo este precipitado de material retenido en agua
ultrapura). Luego, el tubo se transfiere a un tubo de ultrafiltracion con un volumen de 50 ml y MWCO de 50.000 y
se centrifuga a 13.000 r/min durante 30 min. El precipitado de material retenido en el tubo es un polvo de AuC
modificados con L-NIBC con un tamafio de particula de aproximadamente 1,8 nm (se midieron 1,8 nm
resuspendiendo este precipitado de material retenido en agua ultrapura). Luego, se transfiere la disolucion fuera
del tubo a un tubo de ultrafiltracion con un volumen de 50 mly MWCO de 30.000 y se centrifuga a 17.500 r/min
durante 40 min. El precipitado de material retenido en el tubo interior es polvo de AuC modificados con L-NIBC
con un tamafio de particula de aproximadamente 1,1 nm (se midieron 1,1 nm resuspendiendo este precipitado de
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material retenido en agua ultrapura).

(5) El polvo en tres tamafios de particula diferentes se obtuvo mediante centrifugacién en gradiente, luego se
elimind el disolvente, respectivamente, se obtuvo el producto en bruto. El producto en bruto se secé por soplado
con Ny, se disolvio en 5 ml de agua ultrapura, se puso en una bolsa de dialisis (el MWCO es de 7.000 Da), luego
en 2 | de agua ultrapura. El agua se cambio6 cada dos dias y se dializd durante 7 dias, se liofilizd y se guardé para
uso futuro.

Se llevo a cabo un experimento de caracterizacion para el polvo obtenido anteriormente (AuC modificados con el
ligando L-NIBC). Mientras tanto, se usan como control nanoparticulas de oro modificadas con el ligando L-NIBC. El
método para preparar nanoparticulas de oro con ligando que es L-NIBC se refiere a la referencia (documento 10: W.
Yan, L. Xu, C. Xu, W. Ma, H. Kuang, L. Wang y N. A. Kotov, Journal of the American Chemical Society 2012, 134,
15114; X. Yuan, B. Zhang, Z. Luo, Q. Yao, D. T. Leong, N. Yan y J. Xie, Angewandte Chemie International Edition
2014, 53, 4623).

1. Observar la morfologia por microscopio electronico de transmision (TEM)

Se disolvieron los polvos de prueba (muestra de AuC modificados con L-NIBC preparada en la realizacion 2 y muestra
de nanoparticulas de oro modificadas con L-NIBC) en agua ultrapura a 2 mg/l como muestras, y luego se prepararon
muestras de prueba mediante el método de gota colgante. El método especifico: se afiadieron por goteo 5 pl de las
muestras sobre una pelicula de carbono ultradelgada, se volatilizaron de manera natural hasta que desaparecio la
gota de agua, y luego se observo la morfologia de las muestras mediante TEM de alta resolucién de emisién de campo
JEM-2100F STEM/EDS.

Las cuatro imagenes de TEM de nanoparticulas de oro modificadas con el ligando L-NIBC se muestran en los paneles
B, E, Hy K de lafigura 1; las tres imagenes de TEM de los AuC modificados con el ligando L-NIBC se muestran en
los paneles B, E y H de la figura 2.

Las imagenes de la figura 2 indican que las muestras de AuC modificados con L-NIBC tienen un tamario de particula
uniforme y buena dispersabilidad, y el diametro promedio de los AuC modificados con L-NIBC (remitase al diametro
del nucleo de oro) es de 1,1 nm, 1,8 nmy 2,6 nm, respectivamente, con buena concordancia con los resultados de los
paneles C, F e | de la figura 2. En comparacion, las muestras de nanoparticulas de oro modificadas con ligando L-
NIBC tienen un mayor tamafio de particula. Su diametro promedio (remitase al diametro del ndcleo de oro) es de
3,6 nm, 6,0 nm, 10,1 nmy 18,2 nm, respectivamente, con buena concordancia con los resultados de los paneles C, F,
l'y L de la figura 1.

2. Espectro de absorcion ultravioleta (UV)-visible (vis)

Se disolvio el polvo de prueba en agua ultrapura hasta que la concentracién fue de 10 mg - I'', y se midi6 mediante el
espectro de absorcién UV-vis a temperatura ambiente. El intervalo de barrido fue de 190-1100 nm, la celda de muestra
era una cubeta de cuarzo convencional con un camino 6ptico de 1 cm y se llend la celda de referencia con agua
ultrapura.

Los espectros de absorcion UV-vis de las cuatro muestras de nanoparticulas de oro modificadas con el ligando L-
NIBC con diferentes tamarios se muestran en los paneles A, D, G y J de la figura 1, y la distribucion estadistica del
tamafio de particula se muestra en los paneles C, F, | y L de la figura 1; los espectros de absorcion UV-vis de tres
muestras de los AuC modificados con el ligando L-NIBC con diferentes tamafios se muestran en los paneles A, Dy G
de la figura 2, y la distribucién estadistica del tamafio de particula se muestra en los paneles C, F e | de la figura 2.

La figura 1 indica que debido al efecto del plasmén superficial, las nanoparticulas de oro modificadas con ligando L-
NIBC tenian un pico de absorcion a aproximadamente 520 nm. La posicién del pico de absorcion es relevante con
respecto al tamafio de particula. Cuando el tamafio de particula es de 3,6 nm, el pico de absorcion de UV aparece a
516 nm; cuando el tamafio de particula es de 6,0 nm, el pico de absorcién de UV aparece a 517 nm; cuando el tamario
de particula es de 10,1 nm, el pico de absorcion de UV aparece a 520 nm, y cuando el tamafio de particula es de
18,2 nm, el pico de absorcion aparece a 523 nm. Ninguna de las cuatro muestras tiene ningun pico de absorcion por
encima de 560 nm o 570 nm.

La figura 2 indica que en los espectros de absorcion UV de tres muestras de AuC modificados con L-NIBC de ligando
con diferentes tamafios de particula en la realizacién 2, desaparecié el pico de absorcién del efecto del plasmén
superficial a 520 nm y aparecieron dos picos de absorcion evidentes por encima de 570 nm y las posiciones de los
picos de absorcion variaron ligeramente con los tamafos de particula de los AuC. Esto se debe a que los AuC
muestran propiedades similares a una molécula debido al colapso de la estructura cubica centrada en las caras, lo
que conduce a la discontinuidad de la densidad de estados de los AuC, el desdoblamiento de niveles de energia, la
desaparicion del efecto de resonancia del plasmén y la aparicién de un nuevo pico de absorcion en la direccion de
onda larga. Pudo concluirse que las tres muestras de polvo en diferentes tamafios de particula obtenidas en la
realizacion 2 son AuC modificados con ligando.
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3. Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

Se midieron los espectros de infrarrojo en un espectrometro de infrarrojo con transformada de Fourier VERTEX80V
fabricado por Bruker en un modo de reflexion total de alto vacio de polvo sélido. El intervalo de barrido es de 4000-
400 cm™' y el nimero de barridos es de 64. Tomando las muestras de AuC modificados con L-NIBC preparadas en la
realizacion 2, por ejemplo, las muestras de prueba eran polvo seco de AuC modificados con L-NIBC con tres tamafios
de particula diferentes y la muestra de control era polvo de L-NIBC puro. Se muestran los resultados en la figura 3.

La figura 3 muestra el espectro de infrarrojo de AuC modificados con L-NIBC con diferentes tamafios de particula. En
comparacion con el L-NIBC puro (la curva en la parte superior), las vibraciones de tension S-H de los AuC modificados
con L-NIBC con diferentes tamarios de particula desaparecieron todos por completo a los 2500-2600 cm', mientras
que todavia se observaron otros picos caracteristicos de L-NIBC, lo que demuestra que las moléculas de L-NIBC se
anclaron con éxito a la superficie de los AuC a través del enlace Au-S. La figura también muestra que el espectro de
infrarrojo de los AuC modificados con ligando es irrelevante con respecto a su tamafio.

4. Espectro de fluorescencia de infrarrojo cercano

Se midio el espectro de fluorescencia de infrarrojo cercano en un espectrometro de fluorescencia de ultravioleta-
visible-infrarrojo cercano NanolLog producido por Horiba JobinYvon. La celda de muestra era una cubeta de cuarzo
convencional con un camino 6ptico de 1 cm. La longitud de onda de excitacién fue de 415 nm y la anchura de la rendija
fue de 10 nm. El intervalo de longitud de onda de emisién detectada fue de 700-1.500 nm y la anchura de la rendija
fue de 10 nm. Tomando muestras de AuC modificados con L-NIBC en la realizacién 2 como ejemplo, se muestran los
resultados en la figura 4.

La figura 4 era un espectro de excitacion y un espectro de emision de fluorescencia de infrarrojo cercano de AuC
modificados con L-NIBC en un diametro promedio de 1,8 nm. Se hallé que debido al desdoblamiento de niveles de
energia, los AuC también presentaban propiedades de emision de fluorescencia similares a los puntos cuanticos de
semiconductor. Los AuC de otros tamafios de particula y ligandos también tenian esta propiedad, pero las posiciones
de pico del espectro de excitacion y del espectro de emision variaban ligeramente con los ligandos y los tamafios de
particula de los AuC. Las nanoparticulas de oro con el mismo ligando no tenian caracteristicas de emision de
fluorescencia en todas las bandas.

Se prepararon AuC modificados por otro ligando Y mediante un método similar al método anterior, excepto que se
ajustaron ligeramente el disolvente de la disolucion B, la razén de alimentacion entre HAuCls y el ligando Y, el tiempo
de reaccion y la cantidad de NaBH, afiadido. Por ejemplo: cuando se usa L-cisteina, D-cisteina, N-isobutiril-L-cisteina
(L-NIBC) o N-isobutiril-D-cisteina (D-NIBC) como el ligando Y, se selecciona acido acético como disolvente; cuando
se usa el dipéptido CR, el dipéptido RC o 1-[(2S)-2-metil-3-tiol-1-oxopropil]-L-prolina como el ligando Y, se selecciona
agua como disolvente, y asi sucesivamente; otras etapas son similares, de modo que no se describiran con detalle en
este caso.

La presente invencion prepard y obtuvo una serie de AuC modificados con ligando mediante el método anterior. Los
ligandos y los parametros del proceso de preparacion se muestran en la tabla 1.

Tabla 1 Parametros de preparacion de AuC modificados con diferentes ligandos

Parametro
Tiempo de Tiempo de
i Disolvente |Razoén de reaccion en un Razén molar reaccion en un
Realiza- || .40 v ; . “lbafio de hielo bafio de hielo
ciones g usado para |alimentacion con agitacion entre con  agitacion
la disolucion |entre HAuCly e HAuUCl, y .
B Y antes de la NaBH después de la
adicion de 4 adicion de
NaBH4 NaBH4
1 L-cisteina Acido 1:3 2h 1:2 0.5h
acético
2 D-cisteina Acido 1:3 2h 1:2 0,5h
acético
N-acetil-L-cisteina Etanol 1:4 1h 1:1 0,5h
N-acetil-D-cisteina Etanol 1:4 1h 1:1 0,5h
L-NIBC Agua 1:4 0,5h 1:2 0,5h
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6 D-NIBC Agua 1:4 0,5h 1:2 0,5h

7 Otros derivados de|Disolvente 4. 1 400y |05 h~24h 1:(0,1~100) |0,1~24 h
cisteina soluble

8 CR Agua 1:4 22 h 2:1 0,5h

9 RC Agua 1:4 20 h 2:1 0,5h

10 HC Agua 1:3 12h 1:2 2h

11 CH Etanol 1:4 16 h 1:3 3h

12 GSH Agua 1:2 12h 1:1 3h

13 KCP Agua 1:3 15h 1:2 1h

14 PCR Agua 1:4 16 h 1:3 2h

15 GCR Agua 1:4 16 h 1:3 3h

16 GSCR Agua 1:4 16 h 1:3 1,5h

17 GCSR Agua 1:3 12h 1:2 2h

18 Otros péptidos que|Disolvente 4. 1 400y |05 h~24 h 1:(0,1~100) |0,1~24 h
contienen cisteina soluble

19 1-[(2S)-2-mefil-3-tiol- | » 1:8 2h 1.7 1h
1-oxopropil]-L-prolina

20 Mercaptoetanol Etanol 1:2 2h 1:1 1h

21 Acido tioglicslico |90 1:2 2h 1:1 1h

acetico

22 Tiofenol Etanol 1:5 5h 1:1 1h

23 D-3-trolovol Agua 1:2 2h 1:1 1h
N-(2-

24 mercaptopropionil)- |Agua 1:2 2h 1:1 1h
glicina

25 Dodecilmercaptano | Metanol 1:5 5h 1:1 1h

26 Otros _compuestos| Disolvente 1.4 o1_100) |0,5h~24h 1:(0,1~100) 0,1~24h
que contienen tiol soluble

Las muestras en las realizaciones enumeradas en la tabla 1 se confirman mediante el método anterior. La figura 7-
figura 11 son espectros de UV (panel A en la figura 7-figura 11), espectros de infrarrojo (panel B en la figura 7-figura
11), imagenes de microscopio electronico de transmision (TEM) (panel C en la figura 7-figura 11)) y distribucion del
tamafio de particula (panel D en la figura 7-figura 11) de los AuC modificados con el ligando CR, RC, 1-[(2S)-2-metil-
3-tiol-1-oxopropil]-L-prolina (abreviatura: Cap), GSH y D-NIBC.

Los resultados indican que los diametros de los AuC modificados con diferentes ligandos obtenidos de la tabla 1 son
todos menores de 3 nm. Los espectros ultravioleta también muestran la desaparicion del pico a 520 + 20 nm vy la
aparicion del pico de absorcion por encima de 560 nm (560 nm o 570 nm). Sdlo la posicidn de este pico de absorcion
varia ligeramente con el ligando y el tamafio de particula. Mientras tanto, el espectro de infrarrojo con transformada
de Fourier también muestra la desaparicion del pico de absorciéon de infrarrojo de tiol del ligando (entre las lineas
discontinuas en el panel B de la figura 7-figura 11), mientras que se conservan todos los demas picos caracteristicos
del infrarrojo, lo que sugiere que todas las moléculas de ligando se han anclado con éxito a la superficie de los AuC,
y la presente invencion ha obtenido con éxito AuC modificados con los ligandos enumerados en la tabla 1

Realizacion 3: Experimento cinético de agregacion de AB in vitro

Como se describié anteriormente, Ap desempefia un papel importante en la patogenia del glaucoma y es una diana
importante para el tratamiento del glaucoma basandose en el mecanismo de proteccion del nervio dptico. Esta
realizacion investigo las funciones de los AuC (AuC modificados por ligando) mediante un experimento in vitro de
cinética de agregacion de A, y comparo los efectos sobre la cinética de agregacion de Ap con nanoparticulas de oro
modificadas con el mismo ligando y el uso independiente de moléculas de ligando para demostrar que los AuC podian
inhibir por completo la agregacion de AB, mientras que las nanoparticulas de oro no tenian esta funcion. Ademas, la
funcion es de los AuC mas que del ligando. El experimento usé el método de marcaje fluorescente con ThT para
caracterizar la cinética de la agregacion y fibrosis de AB(1-40).
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La tioflavina T (abreviatura: ThT) es un tinte especifico para tefiir fibras de amiloide. Cuando se incuba junto con
mondmeros de polipéptidos o proteinas, su fluorescencia no cambia sustancialmente. Cuando se encuentra con
polipéptidos o proteinas de amiloide con una estructura de fibra, se acoplara inmediatamente con los polipéptidos o
las proteinas de amiloide y su intensidad de fluorescencia aumentara exponencialmente. Sélo debido a esta propiedad,
ThT se usa ampliamente como marcador para monitorizar la amiloidosis de péptidos o proteinas. El proceso de fibrosis
de AB(1-40) también es un proceso de polimerizacion controlado por nucleacion. Por tanto, la curva de crecimiento de
la fibra de AB(1-40) medida mediante el método de marcaje fluorescente con ThT se divide principalmente en tres
etapas: etapa inicial, etapa de crecimiento y etapa de plataforma. La etapa inicial es principalmente una etapa en la
que AB(1-40) experimenta una transicion conformacional para formar un plegamiento erréneo y luego se agrega y
nuclea. La etapa de crecimiento es una etapa en la que los monémeros de AB(1-40) se acumulan en los nucleos de
los oligémeros a lo largo de la direccion axial para formar fibras y crecer rapidamente. La etapa de plataforma es una
etapa en la que todas las moléculas de AB(1-40) forman fibras largas maduras, es decir, una etapa en la que las fibras
ya no crecen. El método de marcaje fluorescente con ThT puede monitorizar convenientemente el proceso cinético de
agregacion fibrotica de moléculas de AB(1-40).

1) Pretratamiento de mondémeros de AB(1-40)

Se disolvio polvo liofilizado de polipéptido de amiloide AB(1-40) (Invitrogen Corp.) en hexafluoroisopropanol (HFIP)
para obtener una disolucion de Ap(1-40) 1 g/l, y se incubd la disolucion a temperatura ambiente durante 2-4 h después
de sellar, luego se sopl6 para secar HFIP (durante aproximadamente 1 h) con nitrégeno de alta pureza (N2, 99,9%) a
un caudal apropiado en una campana extractora de humos. Por ultimo, se disolvié el Ap(1-40) secado en 200 pl de
DMSO vy, después de sellar, se mantuvo la disolucién en una nevera a -20°C durante no mas de una semana para uso
futuro. Antes de su uso, se diluy6 la disolucion en DMSO del polipéptido de amiloide con abundante disolucion de
tampon fosfato (PBS, 10 mM, pH = 7,4) hasta que la concentracion de AB(1-40) alcanz6 20 uM para obtener una
disolucién en PBS de AB(1-40). Se prepararon nuevas todas las disoluciones en PBS de Ap(1-40) para los
experimentos.

2) Preparacion y deteccion de muestras

Se afiadieron nanoparticulas de oro yAuC modificados con ligando a Ap(1-40) 20 uM en PBS, respectivamente para
formar muestras de AuC modificados con diferentes ligandos a diferentes concentraciones y diferentes tamaros de
particula, y muestras de nanoparticulas de oro modificadas con diferentes ligandos de manera correspondiente. se
incubaron las muestras de manera continua en una placa de 96 pocillos a 37°C mediante el método de marcaje
fluorescente con ThT y se monitorizo la intensidad de la fluorescencia mediante un lector de microplacas una vez cada
10 minutos. El proceso cinético de agregacion de AB(1-40) se caracterizé mediante el cambio de la intensidad de
fluorescencia de ThT.

Se usaron como grupos experimentales tres tamafios de AuC modificados con L-NIBC con tamarios de particula de
2,6 nm, 1,8 nm y 1,1 nm, respectivamente, preparados en la realizaciéon 2. Como grupos de control se usaron cuatro
tamafios de nanoparticulas de oro modificadas con L-NIBC con tamafios de particula de 18,2 nm, 10,1 nm, 6,0 nm y
3,6 nm, respectivamente, y moléculas de L-NIBC no combinadas con AuC o nanoparticulas de oro. Todos los tamafios
de AuC o nanoparticulas de oro estaban en seis concentraciones, respectivamente, que fueron: 0 ppm (sin contener
AuC, nanoparticulas de oro o L-NIBC, como control de blanco), 0,1 ppm, 1,0 ppm, 5,0 ppm, 10,0 ppm y 20,0 ppm,
respectivamente. Se usaron moléculas de L-NIBC en dos concentraciones, que fueron: 1,0 ppm y 10,0 ppm,
respectivamente.

Se muestran los resultados en la figura 5 y la figura 6.

La figura 5 muestra las topografias de AFM de ApB(1-40) después de la incubaciéon conjunta con cada grupo
experimental y grupo de control durante 48 h. El panel A es la topografia de AFM después de que se incubd AB(1-40)
solo durante 48 h. El panel B es una topografia de AFM después de que se incubd AB(1-40) conjuntamente con L-
NIBC durante 48 h. El panel C y el panel D son topografias de AFM después de que se incubd AB(1-40) conjuntamente
con nanoparticulas de oro con un tamafio de particula promedio de 6,0 nm y 3,6 nm, respectivamente (modificadas
con L-NIBC) durante 48 h. Y el panel E es una topografia de AFM después de que se incubd AB(1-40) conjuntamente
con AuC de un tamafo de particula promedio de 1,8 nm (modificados con L-NIBC) durante 48 h.

En la figura 6, se muestra la curva de cinética de amiloidosis de AB(1-40) en diferentes concentraciones de L-NIBC en
el panel A. Las curvas de cinética de amiloidosis de AB(1-40) en diferentes concentraciones de nanoparticulas de oro
con tamafios de 18,2 nm, 10,1 nm, 6,0 nmy 3,6 nm, respectivamente, se muestran en los paneles B-E. Las curvas de
la cinética de amiloidosis de AB(1-40) en diferentes concentraciones de AuC con tamafios de 2,6 nm, 1,8 nmy 1,1 nm,
respectivamente se muestran en los paneles F-H. Las curvas de cinética de amiloidosis de AB en los paneles A-H son
curvas en las que se incubd AB(1-40) conjuntamente con nanoparticulas de oro o AuC en diferentes concentraciones,
o representaba 0 ppm (es decir, sin nanoparticulas de oro y AuC), o representaba 0,1 ppm, A representaba 1 ppm,
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V representaba 5 ppm, ¢ representaba 10 ppm, % representaba 20 ppm.

Puede observarse a partir de la figura 5 que, como control, se llenaron fibras de Af en el panel A; lo mismo que el
panel B; aunque las fibras se redujeron en cierta medida, ain podian verse fibras largas en el panel C; aunque no
habia fibras largas, todavia existian muchas fibras cortas de AB en el panel D. Se indicé que L-NIBC no tenia un efecto
evidente sobre la formacion de fibras de AB(1-40). La adicion de nanoparticulas de oro de pequefio tamafio
modificadas con L-NIBC podia retrasar el proceso de amiloidosis de AB(1-40), pero no inhibir por completo porque las
fibras cortas continuarian creciendo hasta convertirse en fibras largas después de mas tiempo. No tiene ni fibras largas
ni fibras cortas en el panel E de la figura 5, lo que se sugirié que los AuC modificados con L-NIBC podian inhibir por
completo el proceso de amiloidosis de AB(1-40).

La figura 5 es un experimento cualitativo, pero la figura 6 es un experimento cuantitativo. El resultado de la figura 6
indica que la adicién de L-NIBC no tuvo un efecto evidente sobre la cinética de amiloidosis de Ap(1-40) (panel A de la
figura 6); para las nanoparticulas de oro, cuando el diametro de particula era mayor de o igual a 10,1 nm, la adicion
de nanoparticulas de oro modificadas con L-NIBC avanzoé tanto la etapa de crecimiento como la etapa de plataforma
de la cinética de agregacion de AB (cuando la concentracion de nanoparticulas de oro era de 20 ppm, la etapa de
crecimiento de la cinética de agregacion de Af se avanzo a la 122 h, y la etapa de plataforma se avanz6 a la 162 h), lo
que sugiere que las nanoparticulas de oro modificadas con L-NIBC podian acelerar la agregacion de AB (paneles By
C de la figura 6); cuando el diametro de las nanoparticulas de oro era menor de o igual a 6,0 nm (paneles Dy E de la
figura 6), podria retrasarse el tiempo de inicio de la agregacion de Ap (cuando la concentracion de nanoparticulas de
oro modificadas con L-NIBC era de 20 ppm, la etapa de crecimiento de la cinética de agregacion de Ap se retrasé a
la 542 h), lo que sugiere que las nanoparticulas de oro tenian un efecto inhibidor sobre la agregacion de AB. Sin
embargo, la figura 6 indica que aunque la concentracion fuese muy alta (20,0 ppm), la adicion de nanoparticulas de
oro modificadas con L-NIBC no pudo inhibir por completo (es decir, no aparecia ninguna etapa de crecimiento y la
curva fluorescente era completamente plana). Por otro lado, después de la adicion de nanoparticulas de oro
modificadas con L-NIBC, dado que el pico de emision de fluorescencia de ThT se ubica en 515 nm, mientras que el
pico de absorcion de resonancia del plasmon de las nanoparticulas de oro modificadas con L-NIBC se ubica cerca de
520 nm, la disminucién de la intensidad fluorescente de ThT observada en este caso debe ser la extincion parcial del
efecto de resonancia del plasmén de las nanoparticulas de oro a la fluorescencia de ThT, pero no debe atribuirse al
efecto inhibidor de las nanoparticulas de oro modificadas con L-NIBC sobre la agregacion de AB(1-40).

Los paneles F-H de la figura 6 indican que todos los AuC modificados con L-NIBC podian inhibir significativamente la
agregacion de ApB (se pospuso el tiempo de inicio de la etapa de crecimiento. Cuando la concentracion de AuC
modificados con L-NIBC fue de 5 ppm, podia retrasarse el tiempo de inicio de la etapa de crecimiento en la cinética
de agregacion de AB 20 uM hasta mas de 50 h). Cuando la concentracion de AuC modificados con L-NIBC era de
10 ppm o superior, podia inhibirse la agregacion de AB por completo (no aparecio la etapa de crecimiento y la curva
fluorescente era completamente plana). La concentracion minima de AuC modificados con L-NIBC necesaria para la
inhibicion completa es relevante para el tipo de ligando y el diametro de los AuC. Las concentraciones minimas de
AuC modificados con L-NIBC con tamafios de 1,1 nm, 1,8 nm y 2,6 nm fueron de 5,0 ppm, 5,0 ppm y 10,0 ppm,
respectivamente. Ademas, como los AuC modificados con L-NIBC no tienen efecto de resonancia del plasmoén, no
tienen efecto de extincion sobre la fluorescencia de ThT. Por tanto, la disminucion de la intensidad de la fluorescencia
observada en este caso se debié por completo al efecto inhibidor de los AuC modificados con L-NIBC sobre la
agregacion de AB(1-40). Los resultados cuantitativos de la figura 6 tienen una buena concordancia con los resultados
cualitativos de la figura 5.

Este experimento indica que: cuando el tamafio de las nanoparticulas de oro modificadas con L-NIBC es menor de o
igual a 6,0 nm, tienen cierto efecto inhibidor sobre la agregacion vy fibrosis de Ap, pero de manera limitada; los AuC
modificados con L-NIBC tienen la funcién de inhibir por completo la agregacion y fibrosis de AB. Como las moléculas
de L-NIBC per se no pueden influir en la agregacion y fibrosis de AB (en vista del panel B de la figura 5 y el panel A
de la figura 6), esta funcién es de los AuC, pero no del ligando L-NIBC.

El resultado de este experimento proporciond un respaldo contundente para la investigacion y el desarrollo del uso de
AuC para formar medicamentos contra enfermedades relacionadas con la agregacion y fibrosis de AB, lo que senté
las bases para la formacién de medicamentos para enfermedades relacionadas con la agregacion vy fibrosis de AB
(tales como: glaucoma). Los AuC modificados con L-NIBC pueden clasificarse como sustancias que contienen AuC
tal como se define en la presente invencion.

Esta realizacién también valida las funciones de los AuC modificados con otros ligandos enumerados en la tabla 1.
Por ejemplo, los paneles A-H de la figura 12 muestran el efecto inhibidor de los AuC modificados con CR, N-acetil-L-
cisteina (L-NAC), GSH, 1-[(2S)-2-metil-3-tiol-1-oxopropil]-L-prolina (Cap), D-NIBC, RC o L-cisteina y D-cisteina (la
dosis es de 10 ppm) sobre la agregacion y fibrosis de Ap(1-40). Se observé un fendmeno similar para los AuC
modificados con diferentes ligandos, y puede llegarse a la misma conclusion: estos ligandos per se no pueden influir
en la agregacion y fibrosis de AB, las nanoparticulas de oro modificadas con ligando con un tamafio mayor de 3 nm
tienen un efecto inhibidor limitado sobre la agregacion y fibrosis de Af y las nanoparticulas de oro mas grandes incluso
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fomentan la agregacion vy fibrosis de AB; pero los AuC modificados con ligando tienen un excelente efecto inhibidor
sobre la agregacion y fibrosis de A, y cuando la concentracion es mayor de 5-10 ppm, puede lograrse el efecto de
inhibicion completa, mientras que la concentracidon minima necesaria para la inhibicién completa varia ligeramente con
el ligando y el tamafio de particula de los AuC. Asimismo, estos AuC modificados con ligando se clasifican en
sustancias que contienen AuC definidas en la presente invencion.

Dado que los AuC no pueden existir de manera estable en una disolucion sin ligandos, se modifican los AuC con
ligandos en este experimento. Pero los resultados experimentales han indicado que los AuC per se influyen en la
agregacion y fibrosis de Ap como componentes funcionales. Por tanto, otros cambios realizados basandose en las
funciones anteriores de los AuC aportadas en la presente invencion, tales como ausencia de ligandos, cambio de
ligandos, ligandos activos o inactivos y uso combinado de AuC y otros vectores o medicamentos, se realizan todos
basandose en la presente invencion.

Realizacién 4: experimento de modelo de lesion por estrés oxidativo de células RGC-5 inducido por H,02

Se uso la viabilidad celular como indice en el experimento de esta realizacién. El resultado de prueba del método
CCK-8 reflejo los efectos de los AuC modificados con ligando en la citotoxicidad inducida por H2O», y mostré que los
AuC modificados con ligando tenian un efecto neuroprotector sobre el mecanismo de lesion por estrés oxidativo de
las células ganglionares.

Experimento 1:

Se diluyeron células RGC-5 en fase de crecimiento logaritmico con medio completo (MEM + FBS al 10% + penicilina-
estreptomicina al 1%) para obtener una suspension celular en una densidad de 5x10%/ml. Se inocul6 la suspension a
100 pl por pocillo en una placa de 96 pocillos y se cultivé en un incubador con el 5% de CO; a 37°C. Uno de los modos
de administracion en un grupo experimental es: se retir6é el medio de cultivo original cuando se adhirieron las células
a los pocillos y se afadieron 50 pul de disoluciones de sustancias de prueba (las sustancias de prueba fueron: tres
clases de AuC modificados con L-NIBC de tamafos de particula de 2,6 nm, 1,8 nm o 1,1 nm, o cuatro clases de
nanoparticulas de oro modificadas con L-NIBC de tamarios de particula de 18,2 nm, 10,1 nm, 6,0 nm o 3,6 nm, o
moléculas de L-NIBC no unidas con AuC o nanoparticulas de oro como referencia) en diferentes concentraciones
preparadas mediante medio de mantenimiento (medio DMEM + FBS al 2% + penicilina-estreptomicina al 1%) a
diferentes pocillos para hacer que la concentracion final fuese de 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5y 10 ppm, respectivamente,
luego se afiadieron 50 pl de H2O- (la concentracion final fue de 100 uM) al grupo de administracion y al grupo del
modelo después de pretratamiento durante 2 horas. Se incubaron las células durante 24 h, luego se afiadié CCK-8 al
10% a cada pocillo y se incubd durante 4 h. Se midio el valor de absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda
de 450 nm para evaluar el efecto protector previo de los AuC sobre la lesién por H»O,. Los otros modos de
administracion en un grupo experimental son: se retird el medio de cultivo original cuando se adhirieron las células a
los pocillos, se afadieron 50 pl de disolucion de H»O, preparada mediante medio de mantenimiento a diferentes
pocillos (la concentracion final fue de 100 uM) y se incubd durante 4 h, 8 h, 12 h y 24 h, respectivamente, y luego se
afadieron 50 pul de disoluciéon de sustancia de prueba preparada mediante medio de mantenimiento a diferentes
concentraciones a cada grupo de pocillos en diferentes tiempos de incubacion para hacer que la concentracion final
fuese de 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5y 10 ppm, luego se incubd durante 24 h, respectivamente. Luego se afiadio CCK-8
al 10% a cada pocillo y se incub6 durante 4 h. Se midi6 el valor de absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda
de 450 nm para evaluar el efecto curativo de los AuC sobre las lesion por H>O,. En el experimento anterior, se
establecieron un grupo de control de blanco sin células, un grupo de control sin tratar las células y un grupo de control
de lesion con células tratadas con HO2 100 uM.

Los resultados mostraron que los AuC modificados con ligando proporcionados en la presente invencion podian
aumentar significativamente la viabilidad celular de células con lesién por H2O2 en el modelo de células RGC, lo que
indicé que podian resistir la apoptosis de RGC desencadenada por estrés oxidativo. En comparacion, las
nanoparticulas de oro modificadas con el mismo ligando pero de mayor tamafio no tuvieron un efecto bueno u evidente
sobre la apoptosis de RGC desencadenada por estrés oxidativo, y L-NIBC no tuvo un efecto evidente sobre la
apoptosis de RGC desencadenada por estrés oxidativo. Los AuC modificados con diferentes ligandos tuvieron un
efecto similar, mientras que los ligandos correspondientes per se no tuvieron un efecto evidente, lo que indicd que
este efecto se origino a partir de los AuC, mas que del ligando.

Experimento 2:

Se diluyeron células RGC-5 en fase de crecimiento logaritmico con medio completo (MEM + FBS al 10% + penicilina-
estreptomicina al 1%) para obtener una suspension celular en una densidad de 5x10%/ml. Se inocul6 la suspension a
100 pl por pocillo en una placa de 96 pocillos y se cultivd en un incubador con el 5% de CO, a 37°C. Se retirdé el medio
de cultivo original cuando se adhirieron las células a los pocillos, y se afiadieron 50 pul de disoluciones de AuC o
nanoparticulas de oro a diferentes concentraciones preparadas mediante medio de mantenimiento (medio DMEM +
FBS al 2% + penicilina-estreptomicina al 1%) a diferentes pocillos para hacer la concentracion final fuese de 0,1, 1y
10 ppm, respectivamente, luego se afadieron 50 ul de HO- (la concentracion final fue de 105 uM) al grupo de
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administracion y al grupo del modelo después de pretratamiento durante 2 horas. Se incubaron las células durante
24 h, luego se afiadi6 CCK-8 al 10% a cada pocillo y se incub6 durante 4 h. Se midié el valor de absorbancia de cada
pocillo a una longitud de onda de 450 nm para evaluar el efecto protector previo de los AuC sobre la lesion por H205.
En el experimento anterior, un grupo de control de blanco sin ningun tratamiento, un grupo de control del modelo de
células tratadas con 105 uM de H;O3, se establecieron al mismo tiempo un grupo de control de AuC de células a las
que se les anadieron 100 ppm de AuC pero sin H2O2, y un grupo de control de ligando de células a las que se les
afadieron 10 ppm de ligando y 105 uM de H,O; pero sin AuC o nanoparticulas de oro.

Los resultados experimentales de nanoparticulas de oro o AuC modificados con L-NIBC, por ejemplo, se muestran en
la figura 13. Los resultados indicaron que después de cultivo durante 24 horas, la viabilidad celular del grupo de control
de AuC al que se le afiadieron 100 ppm de AuC, pero no se traté con HO» aumenté hasta el 111,5 + 6,2% en relacion
con el grupo de control de blanco (establecido para ser el 100%) (P <0,05), lo que sugirié que los AuC no eran toxicos.
La viabilidad celular del grupo de control del modelo al que se le afiadié H>O2 100 uM pero sin AuC o nanoparticulas
de oro disminuyd hasta el 43,0 +7,8% (en relacion con el grupo de control de blanco, P <0,005), y la viabilidad celular
del grupo de control de ligando al que se le afiadieron 10 ppm de L-NIBC y H202 100 uM, pero sin AuC o nanoparticulas
de oro fue del 47,5 +6,6% (en relacion con el grupo de control de blanco, P <0,01; y el grupo de control del modelo,
P> 0,05), lo que sugirié que el ligando solo no aumentd la viabilidad celular del modelo de células con lesion por H20o.
Mientras que la viabilidad celular del grupo de administracion al que se le afiadieron 0,1 ppm, 1 ppm y 10 ppm de los
AuC aumento hasta el 69,8 + 9,5% (en relacion con el grupo de control del modelo, P <0,05), el 83,3 £6,1% (en relacion
con el grupo de control del modelo, P <0,01) y el 86,8 +7,4% (en relacion con el grupo de control del modelo, P <0,01),
respectivamente. Por otro lado, las nanoparticulas de oro del ligando correspondiente de un tamafio promedio de
6,0 nm a tres concentraciones experimentales no tenian diferencias evidentes con respecto al grupo de control del
modelo en términos de viabilidad celular (P> 0,05).

Los resultados anteriores indicaron que los AuC modificados con ligando proporcionados en la presente invencion
podian aumentar significativamente la viabilidad celular en el modelo de células RGC con lesion por H2O2, lo que
sugirié que podian resistir la apoptosis de RGC desencadenada por estrés oxidativo, mientras que L-NIBC no tuvo un
efecto evidente contra la apoptosis de RGC desencadenada por estrés oxidativo, y este efecto fue de los AuC mas
que del ligando. Las nanoparticulas de oro modificadas con el mismo ligando pero de mayor tamafio no tenian un
efecto evidente contra la apoptosis de RGC desencadenada por estrés oxidativo, lo que sugirié que las nanoparticulas
de oro no podian usarse como farmacos para prevenir y tratar el glaucoma.

Las nanoparticulas de oro o los AuC se modificaron con diferentes ligandos enumerados en la tabla 1, se adoptaron
las mismas etapas para llevar a cabo el experimento. Los efectos fueron similares, de modo que no se describiran con
detalle en el presente documento.

Realizaciéon 5: Experimento del modelo de excitotoxicidad de células RGC-5 inducida por acido N-metil-D-asparagico

(NMDA)

Esta realizacién uso la tasa de supervivencia celular como indice. El resultado de la prueba del método de cck-8 reflejo
el efecto de AuC modificados con ligando contra la citotoxicidad inducida por NMDA para mostrar que los AuC tenian
un efecto neuroprotector sobre el mecanismo de lesion excitotdxica por neurotransmisores.

Se diluyeron células RGC-5 en fase de crecimiento logaritmico con medio completo para obtener una suspension
celular en una densidad de 5x10*/ml. Se inoculd la suspension a 100 pl por pocillo en una placa de 96 pocillos y se
cultivé en un incubador con el 5% de CO, a 37°C. Uno de los modos de administracion en un grupo experimental es:
se retiré el medio de cultivo original cuando se adhirieron las células a los pocillos y se afiadieron 50 pl de disoluciones
de sustancias de prueba (las sustancias de prueba fueron: tres clases de AuC modificados con L-NIBC de tamarios
de particula de 2,6 nm, 1,8 nm o 1,1 nm, o cuatro clases de nanoparticulas de oro modificadas con L-NIBC de tamarios
de particula de 18,2 nm, 10,1 nm, 6,0 nm o 3,6 nm, o moléculas de L-NIBC no unidas con AuC o nanoparticulas de
oro como referencia) en diferentes concentraciones preparadas mediante medio de mantenimiento a diferentes
pocillos para hacer que la concentracion final fuese de 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5y 10 ppm, respectivamente, luego se
afadieron 50 ul de NMDA (la concentracion final fue 250 uM) al grupo de administracién y grupo del modelo después
de pretratamiento durante 2 horas. Se incubaron las células durante 24 h, luego se afiadié CCK-8 al 10% a cada pocillo
y se incub6 durante 4 h. Se midi6 el valor de absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda de 450 nm para
evaluar el efecto protector previo de los AuC sobre la lesion por NMDA. Los otros modos de administracién en un
grupo experimental son: se retird el medio de cultivo original cuando las células unidas a los pocillos, se afiadieron
50 pl de disolucion de NMDA preparada mediante medio de mantenimiento (la concentracion final fue de 250 uM), y
se incubo durante 4 h, 8 h, 12 h y 24 h, respectivamente, y luego se afiadieron 50 ul de disolucion de sustancia de
prueba preparada mediante medio de mantenimiento a diferentes concentraciones para hacer que la concentraciéon
final fuese de 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5y 10 ppm, luego se incubd durante 24 h, respectivamente. Luego se afiadié
CCK-8 al 10% a cada pocillo y se incubd durante 4 h. Se midio el valor de absorbancia de cada pocillo a una longitud
de onda de 450 nm para evaluar el efecto curativo de los AuC sobre la lesiéon por NMDA. En el experimento anterior,
se establecieron un grupo de control de blanco sin células, un grupo de control sin tratar las células y un grupo de
control de lesion con células tratadas con NMDA 250 uM.
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Los resultados mostraron que los AuC modificados con ligando proporcionados en la presente invencion podian
aumentar significativamente la viabilidad celular de la lesién excitotdxica inducida por NMDA en el modelo de células
RGC, lo que indico que podian inhibir la apoptosis de RGC excitadora mediada por neurotransmisores. En
comparacion, las nanoparticulas de oro modificadas con el mismo ligando pero de mayor tamafio no tuvieron un efecto
bueno u evidente sobre la apoptosis de RGC excitadora mediada por neurotransmisores, y L-NIBC no tuvo un efecto
evidente sobre la apoptosis de RGC excitadora mediada por neurotransmisores. Los AuC modificados con diferentes
ligandos tuvieron un efecto similar, mientras que los ligandos correspondientes per se no tuvieron un efecto evidente,
lo que indico que este efecto se origind a partir de los AuC, mas que del ligando.

Realizacién 6: Experimento del modelo de apoptosis de RGC-5 inducida por nitroprusiato de sodio (SNP)

Se uso la viabilidad celular como indice en el experimento de esta realizacion. El resultado de prueba del método de
CCK-8 reflejo los efectos de los AuC modificados con ligando sobre la citotoxicidad inducida por SNP y mostré que
los AuC modificados con ligando tenian un efecto neuroprotector sobre la apoptosis de RGC-5 inducida por SNP.

Experimento 1:

Se diluyeron células RGC-5 en fase de crecimiento logaritmico con medio completo para obtener una suspension
celular en una densidad de 5x10*/ml. Se inoculd la suspension a 100 pl por pocillo en una placa de 96 pocillos y se
cultivé en un incubador con el 5% de CO, a 37°C. Uno de los modos de administracion en un grupo experimental es:
se retiré el medio de cultivo original cuando se adhirieron las células a los pocillos y se afiadieron 50 pl de disoluciones
de sustancias de prueba (las sustancias de prueba fueron: tres clases de AuC modificados con L-NIBC de tamarios
de particula de 2,6 nm, 1,8 nm o 1,1 nm, o cuatro clases de nanoparticulas de oro modificadas con L-NIBC de tamarios
de particula de 18,2 nm, 10,1 nm, 6,0 nm o 3,6 nm, o moléculas de L-NIBC no unidas con AuC o nanoparticulas de
oro como referencia) en diferentes concentraciones preparadas mediante medio de mantenimiento para hacer que la
concentracion final fuese de 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5 y 10 ppm, respectivamente, luego se anadieron 50 ul de
disolucién de SNP (la concentracion final fue de 750 uM) preparada mediante medio de mantenimiento al grupo de
administracion y grupo del modelo después de pretratamiento durante 2 horas. Se incubaron las células durante 24 h,
luego se afiadi6 CCK-8 al 10% a cada pocillo y se incub6 durante 4 h. Se midio el valor de absorbancia de cada pocillo
a una longitud de onda de 450 nm para evaluar el efecto protector previo de los AuC sobre la lesion por SNP. Los
otros modos de administracion en un grupo experimental son: se retird el medio de cultivo original cuando se adhirieron
las células a los pocillos, se afiadieron 50 pl de disolucion de SNP preparada mediante medio de mantenimiento (la
concentracion final fue de 750 uM), y se incub6 durante 4 h, 8 h, 12 h y 24 h, respectivamente, y luego se afiadieron
50 pl de disolucion de sustancia de prueba preparada mediante medio de mantenimiento a diferentes concentraciones
para hacer que la concentracion final fuese de 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5y 10 ppm, luego se incubd durante 24 h,
respectivamente. Luego se afiadi6 CCK-8 al 10% a cada pocillo y se incub6 durante 4 h. Se midié el valor de
absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda de 450 nm para evaluar el efecto curativo de los AuC sobre la
lesion por SNP. En el experimento anterior, se establecieron un grupo de control de blanco sin células, un grupo de
control sin tratar las células y un grupo de control de lesiéon con células tratadas con SNP 250 pM.

Los resultados mostraron que los AuC modificados con ligando proporcionados en la presente invencion podian
aumentar significativamente la viabilidad celular de células con lesién por SNP en el modelo de células RGC, lo que
indicé que tenian un efecto protector sobre la apoptosis de RGC inducida por isquemia e hipoxia cerebral. En
comparacion, las nanoparticulas de oro modificadas con el mismo ligando pero de mayor tamafio no tuvieron un efecto
protector bueno u evidente sobre la apoptosis de RGC inducida por isquemia e hipoxia cerebral, y L-NIBC no tuvo un
efecto protector evidente sobre la apoptosis de RGC inducida por isquemia e hipoxia cerebral. Los AuC modificados
con diferentes ligandos tuvieron un efecto similar, mientras que los ligandos correspondientes per se no tuvieron un
efecto evidente, lo que indicd que este efecto se origind a partir de los AuC, mas que del ligando.

Experimento 2:

Se diluyeron células RGC-5 en fase de crecimiento logaritmico con medio completo para obtener una suspension
celular en una densidad de 5x10*/ml. Se inoculd la suspension a 100 pl por pocillo en una placa de 96 pocillos y se
cultivé en un incubador con el 5% de CO, a 37°C. Uno de los modos de administracion en un grupo experimental es:
se retiré el medio de cultivo original cuando se adhirieron las células a los pocillos, y se afiadieron 50 pl de disoluciones
de AuC o nanoparticulas de oro a diferentes concentraciones preparadas mediante medio de mantenimiento para
hacer que la concentracion final fuese de 0,1, 1y 10 ppm, respectivamente, luego se afiadieron 50 pl de disolucion de
SNP (la concentracion final fue de 700 uM) preparada mediante medio de mantenimiento al grupo de administracion
y al grupo del modelo después de pretratamiento durante 2 horas. Se incubaron las células durante 24 h, luego se
afiadié CCK-8 al 10% a cada pocillo y se incubdé durante 4 h. Se midio el valor de absorbancia de cada pocillo a una
longitud de onda de 450 nm para evaluar el efecto protector previo de los AuC sobre la lesién por SNP. En el
experimento anterior, un grupo de control de blanco sin ningun tratamiento, un grupo de control del modelo de células
tratadas con SNP 700 uM, se establecieron al mismo tiempo un grupo de células de control de AuC a las que se les
afadieron 100 ppm de AuC pero sin SNP, y un grupo de células de control de ligando a las que se les afiadieron
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10 ppm de ligando y 700 uM de SNP pero sin AuC o nanoparticulas de oro.

Los resultados experimentales de nanoparticulas de oro o AuC modificados con L-NIBC, por ejemplo, se muestran en
la figura 14. Los resultados indicaron que después de cultivo durante 24 horas, la viabilidad celular del grupo de control
de AuC al que se les anadieron 100 ppm de AuC, pero no tratado con SNP, aumenté hasta el 115,4 + 4,8% en relaciéon
con el grupo de control de blanco (establecido para que sea el 100%). (P <0,05), lo que sugirié que los AuC no eran
toxicos. La viabilidad celular del grupo de control del modelo disminuy6 hasta el 56,7 + 6,0% (en relacién con el grupo
de control de blanco, P <0,001), y la viabilidad celular del grupo de control de ligando fue del 52,8 + 8,0% (en relacion
con el grupo de control de blanco, P <0,01; y el grupo de control del modelo, P> 0,05), lo que sugirié que el ligando
solo no aumentaba la viabilidad celular en el modelo de células con lesién por SNP. Mientras que la viabilidad celular
del grupo de administracion al que se le afiadieron 0,1 ppm, 1 ppm y 10 ppm de los AuC aumento hasta el 89,0 + 7,2%
(en relacion con el grupo de control del modelo, P <0,01), el 92,5 + 7,7% (en relacién con el grupo de control del
modelo, P <0,01) y el 83,5 + 5,2% (en relacion con el grupo de control del modelo, P <0,01), respectivamente. Por otro
lado, las nanoparticulas de oro del ligando correspondiente de un tamafio promedio de 6,0 nm a tres concentraciones
experimentales no tenian diferencias evidentes con respecto al grupo de control del modelo en términos de viabilidad
celular (P> 0,05).

Los resultados anteriores indicaron que los AuC modificados con ligando proporcionados en la presente invencion
podian aumentar significativamente la viabilidad celular en el modelo de células RGC con lesién por SNP, lo que
sugirié que podian resistir la apoptosis de RGC inducida por SNP, mientras que L-NIBC no tenia un efecto evidente
contra la apoptosis de RGC inducida por SNP, y este efecto fue de AuC mas que del ligando. Las nanoparticulas de
oro modificadas con el mismo ligando pero de mayor tamarfio no tuvieron un efecto evidente contra la apoptosis de
RGC inducida por SNP, lo que sugirié que las nanoparticulas de oro no podian usarse como farmacos para prevenir
y tratar el glaucoma.

Las nanoparticulas de oro o los AuC se modificaron con diferentes ligandos enumerados en la tabla 1, se adoptaron
las mismas etapas para llevar a cabo el experimento. Los efectos fueron similares, de modo que no se describiran con
detalle en el presente documento.

Realizacién 7: Experimento del modelo de rata con lesién por aplastamiento del nervio éptico

El modelo de rata con lesiéon por aplastamiento del nervio éptico es un modelo animal ampliamente usado para el
glaucoma sin presion intraocular elevada. El modelo es un modelo de lesion incompleto que se prepara pinzando el
nervio optico de la rata con pinzas inversas a una presion constante. Mantiene la integridad del epineuro del nervio
optico, es facil de operar, tiene buena reproducibilidad y se acerca a las caracteristicas clinicas del glaucoma. Es un
modelo animal maduro para la investigacion del dafio del nervio dptico y la funcidn de la retina relacionados con el
glaucoma. En particular, este modelo se usa ampliamente en el proceso patoldgico de muerte de RGC y en la
investigacion de farmacos para inhibir o ralentizar el dafio del nervio éptico y la apoptosis de RGC.

Experimento 1:
1) Preparacion del modelo de lesion por pinzamiento del nervio 6ptico de rata

Se anestesiaron 108 ratas Brown Norway macho adultas SPF, después de una semana de alimentacion adaptativa,
con hidrato de cloral al 5% mediante inyeccion intraperitoneal. Se desinfecté de manera rutinaria la piel alrededor del
ojo derecho de las ratas. Bajo el microscopio quirdrgico binocular, se abrieron mediante incision el canto lateral y la
conjuntiva, se forzo la apertura de la glandula de Hada y el tejido de la glandula lagrimal y se separaron a lo largo de
la pared escleral hasta el musculo recto externo. Se separé y dejé expuesto el nervio 6ptico. Se pinzé el nervio 6ptico
con un pinzamiento vascular no invasivo a 1 mm de manera posterior con respecto al globo ocular durante 10 s para
provocar una lesion del nervio 6ptico. Deben evitarse los vasos sanguineos durante el proceso de pinzamiento. Una
vez finalizado el pinzamiento, se suturo el extremo roto del musculo recto externo y las capas de tejido para restaurar
el saco conjuntival. Tras la operacion se observo el estado de los vasos del fondo de ojo de la retina, se aplicaron
colirios de tobradex y se suturd el parpado. El primer dia después de la operacién, se observo si el modelo de
pinzamiento del nervio optico de rata se habia preparado con éxito. Se consideré6 un modelo exitoso si no se
observaron complicaciones (tales como isquemia retiniana y hemorragia vitrea prerretiniana). Los modelos fallidos se
eliminaran del experimento. Los ojos izquierdos de todas las ratas no se trataron como control.

2) Experimento con animales: se dividieron 108 ratas del modelo de lesion por pinzamiento del nervio 6ptico en tres
grupos al azar segun el tiempo de dosificacion, a saber: grupos de muestreo del dia 7, el dia 14 y el dia 21, n = 36
ratas/grupo. Se dividié cada grupo adicionalmente al azar en 3 subgrupos, incluyendo el grupo de dosis alta
(concentracion de AuC: 5 g/l), el grupo de dosis baja (concentracion de AuC: 1 g/l) y el grupo de control (solucion
salina normal), n = 12 ratas/grupo. Desde el dia de la preparacion del modelo, se afiadieron gota a gota 20 pl/ojo de
la disolucién del compuesto de prueba al ojo derecho de las ratas del grupo de dosis alta y del grupo de dosis baja.
Desde el dia en que el modelo se prepard con éxito, se afiadieron gota a gota 10 ul/ojo de solucién salina normal al
ojo derecho de las ratas del grupo de control. Se afiadieron gota a gota 10 ul/ojo de solucién salina normal a los ojos
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izquierdos de las ratas (incluyendo el grupo de control, el grupo de dosis alta y el grupo de dosis baja) como control.
La frecuencia y el tiempo de adiciéon gota a gota fueron 3 veces/dia (7,00 a. m., 3,00 p. m. y 11,00 p. m.), durante 7
dias, 14 dias y 21 dias, respectivamente.

3) Indicadores de deteccién y métodos de deteccion

Fotografias del fondo de ojo: se tomaron fotografias del fondo de ojo de cada rata 7/14/21 dias antes y después de la
administracion. Después de la anestesia general de las ratas con hidrato de cloral al 5% mediante inyeccion
intraperitoneal, se cortaron los bigotes de las ratas, se realizé midriasis a las ratas con colirios de topiramina
compuestos, se ajustd la direccién de la lente con los ojos de rata expuestos hasta que los vasos sanguineos de la
retina diana fueran claramente visibles en la pantalla, y finalmente se tomaron fotografias en color del fondo de ojo.
Nota: En todo el proceso, se humedecio la cérnea con colirios de hipromelosa.

Deteccion de PEV (potencial evocado visual): se detectd el PEV de los dos ojos de cada rata 7/14/21 dias antes y
después de la administracion en referencia a la norma internacional de electrofisiologia clinica de la visién. Después
de la anestesia de los animales con hidrato de cloral al 5% mediante inyeccion intraperitoneal, se realizé midriasis a
las ratas mediante colirios de topiramina compuestos. Para reducir la resistencia a la interferencia, se eliminé el pelo
de la superficie corporal correspondiente a la fontanela anterior y la corteza visual de las ratas. Se mantuvieron las
ratas en una sala oscura y se adaptaron al entorno durante 30 min. Se adopté un estimulador de destellos de campo
completo (frecuencia del estimulo de 1,0 Hz; ancho de banda de frecuencia de 0,1 ~ 75Hz). El tiempo de analisis fue
de 250 ms, la frecuencia de muestreo fue de 2,7 Hz y se solapd 100 veces; se realizé la medicion al menos 3 veces
seguidas. El electrodo de registro en la piel fue de cloruro de plata en forma de disco de 7 mm, el electrodo de trabajo
se coloco en la superficie de la cérnea, se coloco el electrodo de referencia en la entrepierna ipsilateral y el electrodo
de tierra se coloco en el tejido subcutaneo de la cola. Cuando se revis6 un ojo, el otro ojo estaba cubierto por completo
con una mascara de ojos negra opaca. Se adopt6 el método de calibracion de ondas ab en la descripcion del PEV.
Para excluir otras interferencias de variacion de la latencia y amplitud, se usaron como indicadores de observacion
L5b y amplitud A5 segun la practica clinica. Cada vez se observaron y registraron 3 formas de onda estables, y se
usaron los valores promedio de L5b y A5 como valores de observacion.

Tincidon convencional con hematoxilina y eosina (tincion HE): se seleccionaron 6 ratas al azar de cada grupo y se
extirparon por completo los globos oculares y los nervios opticos orbitarios después de la anestesia con hidrato de
cloral al 5% mediante inyeccion intraperitoneal. Se enjuagaron con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y se
extirparon la cérnea, el cristalino y el cuerpo vitreo bajo un microscopio quirdrgico. Se sumergieron la copa ocular y el
nervio 6ptico en tampdén de paraformaldehido al 4% para fijarlos durante 24 h. Se extrajo el tejido, se enjuag6 con PBS
tres veces y se deshidraté con etanol en gradiente (etanol al 50% durante 90 min, etanol al 70% durante 90 min, etanol
al 85% durante 90 min, etanol al 95% durante 60 min, etanol al 100% durante 60 min). Se empap6 en una mezcla 1:1
de xileno y etanol durante 1 h, y luego se empap6 en xileno puro durante 1 h. Inmersion en parafina, incrustacion y
corte en secciones: se sumergio el tejido hialinizado en una mezcla 1:1 de parafina y xileno durante 90 min, luego se
coloco en parafina durante 120 min y se enfrié de una vez. Luego, se cortaron las muestras de copa ocular a 5 um en
rodajas de una vez y se calentaron en estufa a 60°C para uso futuro. Se sumergieron los portaobjetos en xileno durante
5 min y se repitio la operacion 3 veces. Se sumergieron los portaobjetos en etanol en gradiente por turnos (al 100%,
al 90% y al 70%) cada uno durante 5 min, y finalmente se lavaron las secciones con agua del grifo durante 5 min. Se
tifieron los portaobjetos con tincién de hematoxilina durante 5 min. Se retir6 por lavado con agua la tinciéon en exceso
en los portaobjetos antes de la separacion de 10 s del color con una disolucién etandlica de HCI al 75%, y se lavaron
los portaobjetos con agua del grifo hasta que se detectaron claramente el micronudcleo y la cromatina nuclear al
microscopio. Se tifid con disolucién de eosina al 0,5% durante 5 min y se deshidraté con etanol al 70%, al 85%, al
95% y al 100% por turnos durante 2 min. Se hialinizé con xileno dos veces durante 1 min cada vez. Se limpi6 el xileno
en exceso alrededor de las secciones (se observé que no deben estar secas), se afiadié gota a gota rapidamente una
cantidad adecuada de goma neutra, se cubrieron los portaobjetos antes de que se observaran cambios de morfologia
de la retina y de RGC con un microscopio 6ptico y fotografias de muestra.

Parche retiniano completo, tincién por inmunofluorescencia de Brn3a y analisis de imagenes por ordenador de las
RGC: se seleccionaron 6 ratas al azar de cada grupo, se extirparon por completo sus globos oculares después de la
anestesia con hidrato de cloral al 5% mediante inyeccion intraperitoneal y se enjuagaron con PBS. Se sumergieron
los globos oculares en tampén de paraformaldehido al 4% para fijarlos a temperatura ambiente durante 30 min. Luego
se extirparon la cérnea, el iris y el cristalino bajo un microscopio quirurgico, y volvié a sumergirse el tejido restante de
la copa ocular en tampén de paraformaldehido al 4% para fijarlos a temperatura ambiente durante 30 min. Se cortaron
4 incisiones radiales en la esclerética para aplanar la retina. La retina se despeg6 suavemente, se enjuagd con PBS
una vez; luego se colocé el cuerpo vitreo hacia arriba, y se retird el vidrio residual cuidadosamente con la punta de un
cepillo, y se prepard el parche retiniano y se seco a 4°C durante la noche. Se enjuago el parche retiniano con PBS
durante 5 min para un total de 3 veces, y se bloque6 toda la retina con Triton-X100 al 0,5% (preparado con PBS). Se
confino la disolucion de bloqueo a temperatura ambiente durante 15 min. Se enjuago la disolucién de bloqueo en
exceso con PBS durante 5 min para un total de 3 veces, y luego se incub6é con diluyente que contenia anticuerpo
primario Brn3a (se disolvieron albumina de suero bovino al 2% y Triton-X100 al 2% en PBS. El factor de dilucién del
anticuerpo era de 1:100) a 4°C durante la noche. Se enjuagé con PBS durante 5 min para un total de 3 veces. Se
afnadio el anticuerpo secundario preparado con diluyente (anticuerpo secundario anti-cabra de asno marcado con Cy3,
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factor de dilucion 1:200) y se incub6 a temperatura ambiente durante 2 h. Finalmente, se enjuagdé con PBS durante
10 min para un total de 3 veces, se bloqued, luego se colocé bajo un microscopio de fluorescencia, y se observo y
fotografié. Se usaron la camara y el software Adobe Photoshop para recopilar imagenes del parche retiniano de prueba
con papilas dpticas como el centro. Se usé el software de analisis de imagenes Scion (Scion Corp., Frederick, MD)
para contar el nimero total de células retinianas positivas para Brn3a en el campo visual (7.200 micrometros
cuadrados, aumento de 40X). Se contaron las RGC de 4-6 regiones diferentes con una distancia igual de las papilas
opticas bajo el microscopio. Se calcul6 el valor promedio para representar el parametro de comparacion del recuento
de células marcadas en la retina. Se adopto6 el software estadistico SPSS 21.0 (Chicago, IL) para realizar el analisis
estadistico de los datos. Se expresaron los datos experimentales con la media + desviacion estandar del experimento
(media £ EEM). Se analizaron los datos mediante la varianza y el analisis estadistico entre grupos se inspecciono
Anova de un factor. P <0,05 significé que la diferencia era estadisticamente significativa.

Los resultados mostraron que los AuC modificados con ligando proporcionados en la presente invencion podian reducir
el defecto del campo visual del ojo derecho de las ratas del modelo en el grupo de administracion, reducir la apoptosis
de las RGC, mejorar la estructura y disposicion de las células retinianas y desempefiar un papel importante en el alivio
de la disfuncién del ojo derecho de las ratas del modelo, lo que indicd que los AuC podian usarse para preparar
farmacos para prevenir y tratar el glaucoma.

Experimento 2:
1) Preparacion del modelo de rata con lesion por aplastamiento del nervio 6ptico

Se anestesiaron ratas Sprague Dawley (SD) macho adultas SPF, después de la adaptacion durante una semana, con
ketamina (50 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg) mediante inyeccién intraperitoneal. Se desinfectaron el pelo y la piel
alrededor de los ojos de las ratas con una disolucion de povidona yodada con un factor de dilucion 1:10 y se lavo el
saco conjuntival con solucion salina normal. Se corté mediante incision la conjuntiva desde la ubicacién a unos 2 mm
por encima del canto lateral para evitar la expansion de los vasos, y se realizd una diseccidon roma hacia atras a lo
largo de la direccion del musculo recto externo, y se levanté la conjuntiva bulbar y se empujé ligeramente el globo
ocular hacia adelante para exponer el nervio éptico. Entonces, se usaron pinzas hemostaticas para pinzar el nervio
optico unos 2 mm detras del globo ocular durante 30 s, se devolvié el globo ocular cuidadosamente al lugar original y
se aplicoé gel antibiodtico oftalmico al saco conjuntival operatorio. Volvieron a ponerse los animales en la jaula y se
observaron hasta que se recuperaron. El analgésico se administré 1-3 dias después de que se prepard el modelo.
Después de la operacién, se observo si el modelo de rata con aplastamiento del nervio éptico se habia preparado con
éxito. Se considerdé un modelo exitoso si no se observaron complicaciones (tales como isquemia retiniana y hemorragia
vitrea prerretiniana). Los modelos fallidos se eliminaran del experimento. Los ojos izquierdos de todas las ratas no se
trataron como control.

2) Experimento con animales: se adoptd el método aleatorio generado por ordenador para dividir 60 ratas SD adultas
SPF en 5 grupos (n = 12 ratas/grupo). Uno de los grupos de animales no se traté en absoluto como grupo de control
normal. Se usaron los ojos derechos de otros grupos de animales para preparar un modelo de aplastamiento del nervio
optico de rata mediante el método de pinzamiento. Fueron el grupo de control negativo, el grupo de dosis baja, el
grupo de dosis media y el grupo de dosis alta. El dia de preparacion del modelo se registré como el primer dia. Se
afnadieron gota a gota AuC modificados con L-NIBC 0,1 g/l, 0,2 g/l 0 0,5 g/l en solucién salina normal en el ojo derecho
de las ratas en los grupos de dosis baja, dosis media y dosis alta, respectivamente, tres veces al dia con 10 pl/ojo
desde el dia de la preparacion del modelo (el intervalo de dosificacion fue de 5 + 0,5 h). Se afiadié gota a gota solucion
salina normal al ojo derecho de las ratas en el grupo de control 3 veces al dia con 10 pl/ojo desde el dia de la
preparacion del modelo como control. Se midieron los PEVd (potenciales evocados visuales de destellos) de las ratas
de cada grupo el dia 7 y el dia 14, respectivamente. El dia 15, se sacrificaron todos los animales. Se les extrajo el ojo
derecho y se trataron adecuadamente, y se les realiz6 tincién con HE y tincién con inmunofluorescencia (n = 6/grupo).

3) Indicadores de detecciéon y métodos de deteccion

Potenciales evocados visuales de destellos (PEVd): se adoptaron los sistemas de diagnostico electrofisiolégico de
Roland Consult (RETIport VEP-ERG-AEP version 6.16.3.4, Alemania) para realizar la verificacion de PEVd de todos
los animales antes del experimento, y luego se llevo a cabo la verificacion de PEVd del ojo derecho de los animales
en cada grupo el dia 7 y el dia 14. Etapas principales: antes del examen, se permitid que los animales se adaptaran a
la oscuridad durante al menos 12 h. Se realizé midriasis a los animales con tropicamida al 1,0% y se anestesiaron los
animales con ketamina (50 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) mediante inyeccion intraperitoneal. Se colocaron los animales
en la plataforma elevadora en un estado postrado, se insert6 el electrodo de conexion a tierra en el tejido subcutaneo
en la raiz de la cola de la rata, se coloco el electrodo de referencia en la boca de la rata y se insert6 el electrodo de
prueba en el tejido subcutaneo de la tuberosidad occipital de la rata. Se comprob6 la resistencia de cada electrodo.
La recopilacion de sefales electrofisioldgicas comenzé (frecuencia del estimulo de 1,3 Hz; banda de frecuencia de 7,3
Hz) después de que se cumplieron los requisitos, la forma de onda de PEVd se describié mediante el método de
calibracion de ondas NP, se eligio el valor promedio de N2 y P2 como valor de observacion y se recogio repetidamente
la forma de onda estable de cada animal para 3 veces. Se adopt6 el software estadistico SPSS 21.0 (Chicago, IL)
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para realizar un analisis estadistico de los datos. Se expresaron los datos experimentales con la media + desviacion
estandar (media + EEM). Se analizaron los datos mediante la varianza y se inspecciond el andlisis estadistico entre
grupos mediante la prueba Anova de un factor. P <0,05 significo que la diferencia fue estadisticamente significativa.

Parche de retina completo y tincién por inmunofluorescencia de Brn3a: se seleccionaron 6 ratas al azar de cada grupo;
se extirparon los globos oculares derechos después del sacrificio, se perforaron algunos orificios en la unidn
corneoescleral con una aguja, se mantuvieron en paraformaldehido al 4% durante aproximadamente 20 min, luego se
extirparon los globos oculares y se extirparon la cornea y el cristalino. La retina se despegd con cuidado sobre una
superficie de hielo, se corté en forma de cuatro hojas y volvid a colocarse en paraformaldehido al 4% para fijarla
durante 5 min. Se enjuagd la retina con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) 0,01 mol/l durante 6 min. Se
afadi6 disolucion de bloqueo (reactivo de bloqueo UltraCruz®, n.° de producto: SC-516214, n.° de lote: C1317, Santa
Cruz Biotechnology, Inc.) y se agit6 en un agitador a temperatura ambiente durante 2 h, luego se aspird. Se afnadio
anticuerpo Brn-3a (14A6) (n.° de producto: SC-8429, n.° de lote B1216, Santa Cruz Biotechnology, Inc., usado después
de diluir con diluyentes a 1:50; diluyente: se afiadieron 2,5 ml de disolucién de bloqueo y 0,15 ml de TritonX-100 a
47,35 ml de PBS y se mezclaron bien). Se agité y se incubo en un agitador a 2-8°C durante aproximadamente 72 h.
Luego se extrajo y se equilibré hasta temperatura ambiente durante 30 min, y luego se lavé con PBS 5 veces. Se
afiadio M-IgGk BP-CFL 488 (n.° de producto: SC-516176, n.° de lote A1917, Santa Cruz Biotechnology, Inc., usado
después de diluir con diluyentes a 1:100), se agitd y se incubd en un agitador a 2-8°C durante la noche. Se lavd con
PBS 5 veces y se coloco sobre un portaobjetos. Luego, se selld el portaobjetos con medio de preparacion. Se usé un
microscopio de fluorescencia para observar y evaluar las células ganglionares positivas tefidas con Brn3a (células
ganglionares de la retina, RGC). Se fotografié el centro de cada hoja del parche retiniano de 4 hojas bajo un
microscopio confocal de 40x, se contaron las RGC en cada fotografia mediante ImagedJ equipado con el software
Java1.6.0_24 de 64 bits (intervalo de seleccion de dimension: 50-infinito), y se uso6 el valor promedio de 4 recuentos
como cantidad de RGC de este animal. Se adopto el software estadistico SPSS 21.0 (Chicago, IL) para realizar un
analisis estadistico de los datos. P <0,05 significé que la diferencia fue estadisticamente significativa.

Examen histopatoldgico (tincién con hematoxilina-eosina, tincion HE): se seleccionaron 6 ratas al azar de cada grupo,
cuyos globos oculares se obtuvieron después del sacrificio, se colocaron en disolucién de Davidson modificada para
fijarlos durante 24-72 h, y luego se transfirieron a disolucién de formalina tamponante neutra al 10%. Se extrajeron los
globos oculares antes de la tincion HE, se lavaron con PBS tres veces y se deshidrataron con etanol en gradiente
(etanol al 50% durante 90 min, etanol al 70% durante 90 min, etanol al 85% durante 90 min, etanol al 95% durante
60 min, etanol al 100% durante 60 min). Se empap6 en una mezcla 1:1 de xileno y etanol durante 1 h, y luego se
empap6 en xileno puro durante 1 h. Inmersién en parafina, incrustacion y corte en secciones: se sumergio el tejido
hialinizado en una mezcla 1:1 de parafina y xileno durante 90 min, luego se coloco en parafina durante 120 min y se
enfrid de una vez. Luego, se cortaron las muestras de copa ocular a 5 um en rodajas de una vez y se secaron en
estufa a 60°C para uso futuro. Se sumergieron los portaobjetos en xileno durante 5 min y se repitio el procedimiento 3
veces. Se sumergieron los portaobjetos en etanol en gradiente por turnos (al 100%, al 90% y al 70%) cada uno durante
5 min, y finalmente se lavaron los portaobjetos con agua del grifo durante 5 min. Se tifieron los portaobjetos con tincion
de hematoxilina durante 5 min. Se retird por lavado con agua la tincién en exceso en los portaobjetos antes de la
separacion de 10 s del color con una disolucién etandlica de HCI al 75%, y se lavaron los portaobjetos con agua del
grifo hasta que se detectaron claramente el micronucleo y la cromatina nuclear al microscopio. Se tifidé con disolucion
de eosina al 0,5% durante 5 min y se deshidraté con etanol al 70%, al 85%, al 95% y al 100% por turnos durante 2 min.
Se hialinizé con xileno dos veces durante 1 min cada vez. Se limpio el xileno en exceso alrededor de las secciones
(se observo que no deben estar secas), se afiadié gota a gota rapidamente una cantidad adecuada de goma neutra y
se cubrieron los portaobjetos. Se observaron las secciones patoldgicas bajo un microscopio 6ptico, se fotografiaron
bajo una lente o6ptica de 40x. Se fotografié cada diseccion seleccionando dos campos visuales en los dos lados del
nervio optico, luego se estird con marcos de recuento del mismo tamario (dimensiones de los marcos de recuento: L
18,00 cm x W 3,47 cm). Se conté la cantidad de RGC en los marcos de recuento de cada fotografia por 2 personas,
respectivamente. El valor promedio de los recuentos de las 2 personas se consideré como la cantidad de células en
cada fotografia. Al final, el valor promedio de 4 recuentos de cada ojo se consideré como la cantidad de RGC de este
animal. Se adopto el software estadistico SPSS 21.0 (Chicago, IL) para realizar un analisis estadistico de los datos. P
<0,05 significé que la diferencia fue estadisticamente significativa.

Los resultados experimentales fueron los siguientes:

1) Efectos de los AuC a diferentes dosis sobre el PEVd de ratas del modelo

En este experimento, se estableci6 un modelo de lesién del nervio éptico de rata mediante un método de
aplastamiento. Se evaluaron los efectos de los AuC en diferentes dosis sobre PEVd de ratas SD al administrarseles
gota a gota a los ojos durante 14 dias consecutivos, 3 veces al dia (intervalo de dosificacion de 5 + 0,5 h) con 10 pl/ojo
cada vez, PEVd el dia 7 y el dia 14, respectivamente. Después de que se aplasté el nervio éptico, una menor amplitud
de PEVd, una forma de onda mas ancha y una latencia mas larga significaron un dafio mas grave.

Latencia de N2 y P2: antes de la preparacion y administracion del modelo, los animales en el grupo de control normal,

el grupo de control negativo y los grupos de dosis baja, media y alta no tenian diferencias significativas en la latencia

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 886 943 T3

de N2y P2 (P> 0,05) (figura 15 y figura 16), lo que sugirié que la agrupacion de experimentos no afecté a los resultados
de los experimentos posteriores. El dia 7 y el dia 14 después de la preparacion y administracion del modelo, en
comparacioén con el grupo de control normal, la latencia de N2 y P2 de los animales en el grupo de control negativo y
los grupos de dosis baja, media y alta se alargé significativamente (P <0,0001) (figuras 15 y 16). Mostré que en este
experimento se estableciod con éxito un modelo de rata con aplastamiento del nervio dptico. El dia 7 y el dia 14 después
de la preparacion y administracion del modelo, en comparacion con el grupo de control negativo, la latencia de N2 y
P2 de los animales en los grupos de dosis baja, media y alta no tuvo una diferencia significativa (P> 0,05) (remitase a
las figuras 15y 16).

Amplitud de N2-P2: antes de la preparacion y administracion del modelo, los animales en el grupo de control normal,
el grupo de control negativo y los grupos de dosis baja, media y alta no tenian diferencias significativas en la amplitud
de N2-P2 (P> 0,05) (paneles Ay B de la figura 17), lo que sugiri6é que la agrupacion de experimentos no afecto a los
resultados de los experimentos posteriores. El dia 7 después de la preparaciéon y administracion del modelo, en
comparacion con el grupo de control normal (22,2 + 2,3 uV), la amplitud de N2-P2 (14,7 + 1,2 uV) del grupo de control
negativo disminuyé significativamente (se redujo en el 33,7 + 5,4%, P < 0,05), lo que indicé que la funcién visual y el
nervio optico de las ratas se vieron influenciados significativamente y se prepard con éxito en este experimento un
modelo de rata con aplastamiento del nervio éptico. En comparacion con el grupo de control negativo, la amplitud de
N2-P2 (22,0 £ 2,0 uV) del grupo de dosis alta aumentd significativamente (hasta en el 49,4 + 9,1%, P <0,05). En
comparacion con el grupo de control negativo, la amplitud de N2-P2 de los grupos de dosis baja y media aumentoé en
cierta medida (grupo de dosis baja: 20,2 + 1,6 uV, hasta el 37,6 + 7,3%; grupo de dosis media: 29,9 + 1,5 uV, hasta
en el 35,5 + 6,8%), pero no tuvieron una diferencia significativa (P> 0,05). El dia 14 después de la preparacion y
administracion del modelo, la amplitud de N2-P2 del grupo de control negativo (13,2 + 1,5 uV) fue significativamente
menor que la del grupo de control normal (19,7 + 1,2 uV) (disminuy6 en el 32,9 + 8,0%, P <0,05). En comparacion con
el grupo de control negativo, la amplitud de N2-P2 (22,4 + 1,7 uV) de la rata en el grupo de dosis alta de AuC aumenté
en un gran margen (hasta en el 69,0 £+ 8,5%, P <0,01), mientras que los grupos de dosis baja y de dosis media no
tuvieron un efecto significativo en la mejora de la amplitud de N2-P2 (grupo de dosis baja: 15,2 + 1,2 uV, hasta en el
14,5 + 6,2%, P> 0,05; grupo de dosis media: 17,6 + 1,4 uV, hasta en el 32,8 + 7,0%, P> 0,05). El resultado anterior
indicé que la administracién a corto y largo plazo de AuC podia aumentar significativamente la amplitud de N2-P2 de
las ratas SD vy este efecto fue dependiente de la dosis. Mientras tanto, la observacion al microscopio hallé que la
administracion de AuC podia mejorar significativamente el defecto del campo visual provocado por el modelo de lesion
por aplastamiento del nervio 6ptico, que también dependia de la dosis. Mostré que los AuC tenian un efecto de mejora
evidente sobre la lesion del nervio éptico de los animales.

2) Inmunotincién de Brn3a para verificar los efectos de la administracion continua de AuC durante 14 dias en diferentes
dosificaciones sobre las RGC de ratas SD

Brn3a tuvo un efecto importante sobre la supervivencia de las neuronas, la activacion de genes relacionados con la
diferenciacion, y la diferenciacion y supervivencia de las RGC y la extension de los axones durante el desarrollo de la
retina de roedores. Fue un marcador importante y altamente factible para las RGC. En la inmunotincién de Brn3a, un
mayor nimero de células positivas para Brn3a significa la supervivencia de mas RGC. Se muestran los resultados en
la figura 18. En comparacion con el grupo de control normal (panel A de la figura 18) (numero de células positivas
tefidas con Brn3a en un Unico marco de recuento: 126,5 + 7,0), el numero de células positivas para Brn3a (7,6 + 1,6)
en el grupo de control negativo (imagen B de la figura 18) fue sélo el 6,0 + 1,3% del del grupo de control normal (P
<0,01) (panel F de la figura 18), lo que sugirié que después del aplastamiento del nervio 6ptico, se perdieron muchas
células ganglionares de los animales. En comparacion con el grupo de control negativo, el nimero de células positivas
para Brn3a (50,8 + 22,9) en el grupo de dosis alta de AuC (panel E de la figura 18) aumento significativamente (hasta
5,6 veces, P <0,01) (panel F de Figura 18). En comparacioén con el grupo de control negativo, las cantidades de RGC
en el grupo de dosis baja (panel C de la figura 18) y el grupo de dosis media (panel D de la figura 18) de AuC
aumentaron en cierta medida (19,6 + 9,6 y 15,8 + 5,4, respectivamente), pero no tenian una diferencia estadistica (P>
0,05) (panel F de la figura 18). El resultado anterior respaldé los resultados experimentales de PEVd, lo que sugirio
que los AuC tenian un efecto protector evidente sobre la pérdida de células ganglionares después de que se dafiara
el nervio optico, y el efecto era dependiente de la dosis.

3) Tincion HE para verificar los efectos de la administracion continua de AuC durante 14 dias en diferentes
dosificaciones sobre la morfologia del tejido retiniano y la cantidad de RGC de ratas SD

Las secciones de los casos de retina de rata se tifieron con hematoxilina-eosina (tincion con hematoxilina-eosina,
tincion HE). De este modo, pudo observarse la morfologia del tejido retiniano desde otro angulo bajo un microscopio
y mientras tanto se contaba el nimero de RGC. Se muestran los resultados en la figura 19. En comparacién con el
grupo de control normal (panel A de la figura 19) (nimero de RGC en un unico marco de recuento: 27,1 + 0,9), la retina
en el grupo de control negativo (panel B de la figura 19) mostr6 un edema tisular evidente con un grosor desigual,
pérdida de RGC (15,5 + 0,5, un descenso del 44,8 + 1,8%, P <0,01) y una disposicion desigual evidente de las RGC.
En comparacion con el grupo de control negativo, la cantidad de RGC (19,1 + 1,2) en el grupo de dosis alta de AuC
(panel E de la figura 19) aumento significativamente (hasta en el 27,4 + 4,4%, P <0,05), la estructura del tejido retiniano
mejoré de manera evidente y se redujeron de manera evidente el edema tisular y la vacuolizacion. En comparacion
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con el grupo de control negativo, las cantidades de RGC del grupo de dosis baja (panel C de la figura 19) y del grupo
de dosis media (panel D de la figura 19) de AuC aumentaron en cierta medida (grupo de dosis baja: 16,5 + 0,6, hasta
en el 10,4 + 2,4%; grupo de dosis media 16,2 + 1,1, hasta en el 8,4 + 4,1%), pero no tuvieron una diferencia significativa
(P> 0,05)) (panel F de la figura 19). El resultado anterior correspondié al resultado del recuento de RGC inmunotefidas
por Brn3a, lo que sugirié que los AuC podian reducir la pérdida de RGC provocada por el dafio del nervio 6ptico, y
mejoraron significativamente la estructura de la retina y la disposicion de las RGC, y tuvo un efecto protector sobre el
nervio éptico, que fue dependiente de la dosis.

El resultado anterior indicé que los AuC podian aumentar significativamente la amplitud de N2-P2 de PEVd de las
ratas en el modelo de rata con lesién por aplastamiento del nervio éptico y redujeron significativamente la pérdida de
RGC, tuvieron un efecto protector contra el dafio del nervio 6ptico, defectos del campo visual y apoptosis de las RGC,
desempefiando un papel importante en la mejora de las estructuras del tejido del nervio dptico y de la retina y el alivio
de la disfuncién visual, y podian usarse como sustancias que contienen AuC para preparar farmacos que prevengan
o traten el glaucoma.

Los AuC modificados con otros ligandos enumerados en la tabla 1 tuvieron un efecto similar, de modo que no se
describirian con detalle en el presente documento.

Realizacién 8: Evaluacién de la seguridad biolégica

1. Se adopto la linea celular SH-sy5y para evaluar la seguridad bioldgica de las sustancias que contienen AuC a nivel
celular.

Método especifico: se recogieron células SH-sy5y en la fase de crecimiento logaritmico de las células (células en el
pase 6). Se ajustd la concentracion de la suspension celular y se afiadieron 100 pl en cada pocillo. Se sembraron en
placa las células y se ajusté la densidad celular a 1000-10000 por pocillo. Se pusieron las placas de cultivo celular (se
llenaron los pocillos marginales de las placas de 96 pocillos con medio de cultivo celular) en un incubador de células
y se incubaron en un entorno con el 5% de CO», a 37°C durante 24 h para que las células se adhieran a la pared. Se
extrajeron las placas de 96 pocillos y luego se pusieron en una cabina de seguridad biologica después de
desinfectarlas con alcohol. Se aspir6 el medio de cultivo celular original y luego se afiadieron disoluciones de AuC
modificados con ligando enumerados en la tabla 1, que se diluyeron con medio de cultivo celular para obtener una
concentracion final de 1 ppm, 10 ppm, 50 ppm, 100 ppm, 200 ppm y 500 ppm, respectivamente. Se afiadié un volumen
igual de medio de cultivo celular nuevo al grupo de control (sin AuC). Y se pusieron en un incubador de células, y se
incubd durante 48 h. Se establecieron 6 pocillos replicados para cada uno del grupo experimental y el grupo de control.
Después de 48 h de incubacion, se retiré el medio de cultivo por centrifugacion, luego se lavd con PBS 2-3 veces. Se
afadieron 100 pl de medio de cultivo nuevo y 20 ul de disolucién de metiltiazoliltetrazolio (MTT) (5 mg/ml, es decir,
MTT al 0,5%) a cada pocillo y se continué cultivando durante 4 h. Se terminé el cultivo, se extrajo la placa de 96
pocillos y se centrifugd (1000 r/min) durante 10 min. Se aspiro el sobrenadante y se afiadieron 200 ul de DMSO a cada
pocillo, se colocaron en una mesa de vibracion y se hizo oscilar a baja velocidad durante 10 min hasta que el color en
los pocillos fue uniforme y se disolvio el cristal por completo. Se midi6 la absorbancia de cada pocillo a 490 nm
mediante un lector de microplacas. Las operaciones anteriores deben realizarse en un entorno estéril. Excepto la
deteccion, se completaron todas las etapas en una cabina de seguridad bioldgica. Los suministros experimentales se
desinfectaron en un autoclave antes de su uso.

Se tomaron AuC modificados con L-NIBC en la realizacién 2, por ejemplo, se muestran los resultados en la figura 20
en la que los paneles A-C mostraron los efectos de AuC con tamafios de particula de 2,6 nm, 1,8 nmo 1,1 nmy en
concentraciones finales de 1 ppm, 10 ppm, 50 ppm, 100 ppm, 200 ppm o 500 ppm sobre la viabilidad de las células
SH-sy5y. Se indico que a una concentracion bastante alta (tal como: 100 ppm), la adicién de AuC modificados con L-
NIBC casi no tuvo ninguna influencia sobre la viabilidad celular. A una mayor concentracion (tal como: 200 y 500 ppm),
la adicion de AuC modificados con L-NIBC provocaria una leve lesion celular (la tasa de muerte celular es menor del
20%). Dado que 100 ppm era mucho mayor que la menor concentracion con efecto de los AuC (0,1 ppm o menos),
pudo concluirse que los AuC modificados con L-NIBC tenian una alta seguridad a nivel celular.

Otros AuC modificados con ligando con diferentes tamafios también tuvieron efectos similares. No se describiran con
detalle en este caso.

2. Adoptar un estudio de toxicidad aguda en ratones para evaluar la toxicidad aguda de sustancias que contienen AuC.

Método especifico: para diferentes AuC modificados con ligando enumerados en la tabla 1 (se tomaron AuC
modificados con L-NIBC con un diametro promedio de 1,8 nm en la realizacion 2, por ejemplo), se dividieron 60 ratones
adultos en cuatro grupos con 15 ratones en cada grupo, que fueron: un grupo de control y tres grupos experimentales.
En el grupo de control, se alimentaron los ratones normalmente, mientras que en los tres grupos experimentales, se
alimentaron los ratones con AuC mediante administracion oral (por sonda gastrica) a una dosis de 0,1 g/kg de peso
corporal, 0,3 g/kg de peso corporal y 1 g/kg de peso corporal al dia, respectivamente durante una semana en
condiciones de dieta normal. Se alimentaron los ratones normalmente durante 30 dias después de que se terminé la
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alimentacion con AuC. Se observaron respuestas anémalas de los ratones.

En el experimento con ratones, la ingestion de AuC de diferentes tamarios en tres concentraciones no influyé en la
supervivencia y actividad de los ratones. Aunque para una ingesta de dosis alta de 1 g/kg de peso corporal, los ratones
se mantuvieron sanos.

Otros AuC modificados con ligando enumerados en la tabla 1 también tuvieron resultados similares. No se describiran
con detalle en el presente documento. Basandose en los resultados anteriores, pudo concluirse que los AuC eran muy
seguros.

Realizacién 9: Distribucién metabdlica y en tejidos de AuC en ratones

Experimento 1:

Etapas operativas: se dividieron 80 ratones aleatoriamente en cuatro grupos, 20 ratones en cada grupo, y se
alimentaron con AuC modificados con ligando enumerados en la tabla 1 mediante administraciéon oral (por sonda
gastrica) a dosis de 100 mg/kg, 20 mg/kg, 5 mg/kg y 1 mg/kg, respectivamente en los grupos. Después de la
alimentacion de AuC, se dividieron los 20 ratones de cada grupo aleatoriamente en 4 subgrupos con 5 ratones en
cada subgrupo. Se sacrificaron en los puntos de tiempo de 2 h, 6 h, 24 h y 48 h, respectivamente después de la
alimentacion. Se tomaron por separado tejidos del corazon, higado, bazo, pulmon, rifién y cerebro. Se peso cada tejido
y se afadieron 2 ml de agua para homogeneizar, y luego se afiadieron 2 ml de agua regia y se mezcl6 en vortice, y
se hizo oscilar durante 72 h en un oscilador. Se afiadio una disolucién de acido nitrico al 2% en peso hasta un volumen
final de 10 ml y se centrifugd a 15000 rpm durante 15 min. Se aspiraron 4 ml de sobrenadante y se midi6 el contenido
del elemento oro en el fluido tisular mediante espectrometria de absorcién atomica.

Los resultados indicaron que los AuC podian atravesar la barrera hematoencefalica y llegar al cerebro. Podian
excretarse fuera del cuerpo con el tiempo, de modo que no tenian una acumulacioén evidente en el cuerpo. Por tanto,
las sustancias que contienen AuC proporcionadas en la presente invencion tenian buenas perspectivas en la
aplicacién de la preparacion de medicamentos para tratar el glaucoma.

Experimento 2:

Etapas operativas: se dividieron 80 ratones aleatoriamente en cuatro grupos con 20 ratones en cada grupo, y se les
inyecto por via intraperitoneal AuC modificados con ligando enumerados en la tabla 1. Las dosis de AuC (se tomaron
AuC modificados con L-NIBC con un diametro promedio de 1,8 nm, por ejemplo) en cada grupo fueron de 100 ppm,
20 mg ppm, 5 ppmy 1 ppm de peso corporal de ratén, respectivamente. Después de la inyeccion de AuC, se dividieron
los 20 ratones de cada grupo aleatoriamente en 4 grupos, 5 ratones en cada grupo. Se sacrificaron en puntos de
tiempo de 2 h, 6 h, 24 h y 48 h, respectivamente después de la administracion. Se tomaron por separado tejidos del
corazon, higado, bazo, pulmén, rifidén y cerebro. Se pesoé cada tejido y se afiadieron 2 ml de agua para homogeneizar,
luego se afiadieron 2 ml de agua regia y se mezclo en vortice, y se hizo oscilar durante 72 h en un oscilador. Se afiadio
una disolucion de acido nitrico al 2% en peso hasta un volumen final de 5 ml y se centrifugd a 15000 rpm durante
15 min. Se aspiré 1 ml de sobrenadante y se midié el contenido del elemento oro en el fluido tisular mediante
espectrometria de absorcion atémica.

Se adoptaron las etapas anteriores para llevar a cabo experimentos para AuC modificados con otros ligandos
enumerados en la tabla 1.

Los resultados indicaron que después de 2 h, el contenido del elemento oro en el cerebro alcanzé el 1% - 10% de la
concentracion inicial. Después de 6 h, el contenido en el cerebro podia mantenerse a un nivel similar. Después de
24 h, el contenido en el cerebro disminuyd significativamente. A las 48 horas, el contenido disminuyd hasta cerca o
por debajo del limite de deteccion, excepto para las muestras a una dosis de 100 ppm. Los resultados anteriores
indicaron que las sustancias que contienen AuC también tenian una buena seguridad biolégica a nivel animal, que
pueden atravesar la barrera hematoencefalica y no tenian una acumulacién evidente en el cuerpo.

En resumen, los resultados experimentales anteriores ilustraron los siguientes puntos (las “nanoparticulas de oro” y
los “AuC” mencionados a continuacion se refieren todos a los casos con modificacion de ligando):

(1) En el experimento (realizacion 3) para la agregacion de AB in vitro, se hallo que el efecto de las nanoparticulas
de oro sobre la cinética de agregacion de AB estaba relacionado con el tamafio. Cuando el diametro de particula
era mayor de o igual a 10,1 nm, la adicién de nanoparticulas de oro podia acelerar la agregacion de AB, y cuando
el tamaro de particula era menor de o igual a 6,0 nm, se inhibia la agregacion de A, pero no pudo lograrse la
inhibicion completa de la agregacion de AB. Sin embargo, cuando se usaron AuC (el diametro promedio es menor
de 3 nm), todos los AuC podian inhibir significativamente la agregacion de AB in vitro, y este efecto se relacion6
con la concentracion de AuC. Cuando la concentracion de AuC alcanzé 5-10 ppm, pudo inhibirse la agregacion
de AB por completo, y la concentracion minima requerida para la inhibicion completa se relacioné con el tipo de
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ligando y el diametro de AuC.

(2) En el experimento del modelo de lesidn de células ganglionares 6pticas RGC-5 (realizacién 4 - realizacion 6),
se hallé6 que los AuC modificados con diferentes ligandos y en diferentes tamafos (el diametro promedio era
menor de 3 nm) en la presente invencion, podian aumentar significativamente la viabilidad celular del modelo de
lesion de RGC-5, lo que sugirié que los AuC tenian una eficacia significativa a nivel celular. En comparacion, las
nanoparticulas de oro de mayor tamafio no tuvieron un efecto significativo o no tuvieron efecto. Como ninguno de
los ligandos tuvo un efecto sobre la agregacion de AB y un modelo diferente de lesion de células ganglionares
opticas RGC-5 (realizacion 3 - realizacion 6), pudo concluirse que la eficacia de los AuC procedia de los propios
AuC. Ofrecié un nuevo enfoque para la aplicacion de los AuC.

(3) Ademas, la presente invencién adopté el modelo de lesidn por pinzamiento del nervio 6ptico por glaucoma de
rata (realizacion 7) para verificar adicionalmente la eficacia de los AuC, lo que indicé que los AuC podian aumentar
significativamente la amplitud N2-P2 de PEVd de las ratas en el modelo de lesiéon por aplastamiento del nervio
optico y redujeron significativamente la pérdida de RGC, tuvieron un efecto protector evidente contra el dafio del
nervio optico, defecto del campo visual y apoptosis de RGC, desempeifiaron un papel evidente en la mejora de la
estructura y disposicion de las células de la retina. Indico que los AuC podian aliviar la disfunciéon visual
relacionada con el glaucoma y podian usarse para preparar farmacos para prevenir y/o tratar enfermedades
relacionadas.

(4) En el experimento para una evaluacion adicional de la seguridad bioldgica (realizacion 8), cuando se cultivaron
los AuC a una concentracion de 100 ppm en peso (las siguientes ppm se refieren al porcentaje en peso)
conjuntamente con células nerviosas, no tuvieron una influencia evidente en la viabilidad de las células; cuando
la concentracion super6 las 100 ppm (mucho mayor que la menor concentracion con efecto de los AuC),
disminuyo6 ligeramente la viabilidad celular. Como la menor concentracion con efecto de AuC (0,1-1 ppm) fue
mucho menor de 100 ppm, pudo concluirse que los AuC tenian una excelente seguridad bioldgica a nivel celular.
En la prueba de toxicidad aguda en ratones, se hall6 que una dosis de AuC de 1 g/kg de peso corporal (equivalente
a 1000 ppm) administrada una vez al dia durante siete dias consecutivos no provocaba efectos adversos. En el
estudio de la distribucion y la farmacocinética in vivo en ratones (realizacion 9), el contenido del elemento oro en
el cerebro alcanzé el 1% - 10% de la concentracion inicial después de 2 h. Después de 6 h, se mantuvo el
contenido en el cerebro en un nivel similar. Después de 24 h, el contenido en el cerebro disminuyo
significativamente. A las 48 h, el contenido disminuyd por debajo del limite de deteccidn excepto para las muestras
a una dosis de 100 ppm. Los resultados anteriores indican que una sustancia que contiene AuC también tiene
una buena seguridad biolodgica a nivel animal, podria atravesar la barrera hematoencefalica y no tiene una
acumulacién evidente en el cuerpo, de modo que tenia una buena perspectiva en la aplicacion en la preparacion
de medicamentos que tratan el glaucoma.

(5) En comparacioén con la tecnologia actual, los ligandos usados en la presente invencién no se disefiaron
especificamente para los comportamientos de agregacion de AB, y el experimento de contraste indicé que los
ligandos usados no tenian un efecto evidente sobre la agregacion de A (realizacion 3). Pero dado que el tamafio
de los AuC era menor que el tamafo de la proteina Af en si misma, la agregacion de AB podria inhibirse en gran
medida por la combinacién del efecto de tamafio y las interacciones moleculares débiles. Las excelentes eficacias
en el modelo de lesidn de células ganglionares 6pticas RGC-5 y el modelo de lesién por pinzamiento del nervio
optico de glaucoma de rata confirmaron adicionalmente la viabilidad de los AuC en la preparacion de
medicamentos para prevenir o tratar el glaucoma.

Aplicabilidad industrial

La presente invencién proporciona la aplicacion de sustancias que contienen AuC en la preparacion de farmacos que
previenen y/o tratan el glaucoma. Las sustancias que contienen AuC pueden reducir significativamente la pérdida de
RGC de las ratas en el modelo de rata con lesién por aplastamiento del nervio éptico de glaucoma, y tienen un efecto
protector evidente sobre el dafio del nervio optico, y pueden estrechar el defecto del campo visual y reducir la apoptosis
de RGC, y desempefiar un papel significativo papel en la mejora de las estructuras del tejido del nervio éptico y de la
retina y el alivio de la disfuncion visual, y tienen una buena biocompatibilidad a nivel animal, y pueden usarse como
nuevos farmacos para prevenir y/o tratar el glaucoma. Son adecuados para la aplicacion industrial.
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REIVINDICACIONES

Cluster de oro (AuC) o sustancias que contienen AuC para su uso en un método de prevencion y/o tratamiento
del glaucoma, en los que los AuC o las sustancias que contienen AuC comprenden AuC y el ligando Y que
recubre los AuC externamente, en los que el diametro del nucleo de oro de los AuC es menor de 3 nm, en
los que el ligando Y incluye sin limitacién uno o mas de L(D)-cisteina y sus derivados, oligopéptidos que
contienen cisteina y sus derivados, y otros compuestos que contienen tiol, en los que:

a) la L(D)-cisteina y sus derivados se seleccionan de L(D)-cisteina, N-isobutiril-L(D)-cisteina (L(D)-NIBC) o
N-acetil-L(D)-cisteina (L(D)-NAC); y

b) los oligopéptidos que contienen cisteina y sus derivados se seleccionan de L-arginina-L-cisteina (RC), L-
cisteina-L-arginina (CR), dipéptido de L-cisteina-L-histidina (CH), dipéptido de L-histidina-L-cisteina (HC), L-
glutation (GSH), tripéptido de L-lisina-L-cisteina-L-prolina (KCP), tripéptido de L-prolina-L-cisteina-L-arginina
(PCR), tripéptido de glicina-L-cisteina-L-arginina (GCR), tetrapéptido de glicina-L-serina-L-cisteina-L-arginina
(GSCR) o tetrapéptido de glicina-L-cisteina-L-serina-L-arginina (GCSR).

AuC o sustancias para su uso en un método segun la reivindicacion 1, en los que se seleccionan otros
compuestos que contienen tiol de 1-[(2S)-2-metil-3-tiol-1-oxopropil]-L-prolina (Cap), acido tioglicolico,
mercaptoetanol, tiofenol, D-3-trolovol, N-(2-mercaptopropionil)-glicina o dodecilmercaptano.

AuC o sustancias para su uso en un método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que las sustancias que
contienen AuC estan en disolucion, polvo o fléculo.

AuC o sustancias para su uso en un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en los que
el diametro del nucleo de oro de los AuC es de 0,5-2,6 nm o 1,1-2,6 nm, preferiblemente 0,5-2,6 nm.

AuC o sustancias para su uso en un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en los que
los AuC se madifican con diferentes ligandos, que pueden ser principios activos o inactivos para el glaucoma.

AuC o sustancias para su uso en un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en los que
los AuC se modifican con ligando de N-isobutiril-L-cisteina (L-NIBC), N-isobutiril-D-cisteina (D-NIBC), L-
cisteina-L-arginina (CR), L-arginina-L-cisteina (RC), N-acetil-L-cisteina (L-NAC), N-acetil-D-cisteina (D-NAC),
L-glutation (GSH), 1-[(2S)-2-metil-3-tiol-1-oxopropil]-L-prolina (Cap), L-cisteina o D-cisteina.

AuC o sustancias para su uso en un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en los que el
método para preparar las sustancias que contienen AuC comprende las siguientes etapas:

(1) disolver HAuCls en uno de metanol, agua, etanol, n-propanol y acetato de etilo, obteniéndose una
disolucién A en la que la concentracion de HAuCl, es de 0,01~0,03 M;

(2) disolver el ligando Y en un disolvente, obteniéndose una disolucién B en la que la concentracion de ligando
Y es de 0,01~0,18 M;

(3) mezclar la disolucion A en la etapa (1) con la disoluciéon B en la etapa (2) en las que la razén molar de
HAuCIl, y el ligando Y es de 1:0,01~1:100, agitar la mezcla en un bafio de hielo durante 0,1~12 h, afiadir
disolucién de NaBH, 0,025~0,8 M, y luego agitar el sistema de reaccion en un bafio de hielo durante 0,1~12 h,
en los que la razén molar de NaBH, y el ligando Y es de 1:0,01~1:100 para obtener las sustancias similares
a una disolucién que contienen AuC.

Sustancias para su uso en un método segun la reivindicacion 7, en las que el disolvente en la etapa (2) es
uno o mas de metanol, acetato de etilo, agua, etanol, n-propanol, pentano, acido férmico, acido acético, dietil
éter, acetona, anisol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol, 2-butanol, pentanol, etanol, acetato de buitilo, tributil
metil éter, acetato de isopropilo, dimetilsulféxido, acetato de etilo, formiato de etilo, acetato de isobutilo,
acetato de metilo, acetato de metilo, 2-metil-1-propanol y acetato de propilo.

Sustancias para su uso en un método segun la reivindicacion 7 u 8, en las que las sustancias similares a una
disolucion que contienen AuC obtenidas en la etapa (3) se dializan y liofilizan a su vez para obtener sustancias
pulverulentas o floculantes que contienen AuC; preferiblemente, la didlisis indica especificamente que las
sustancias similares a una disolucion que contienen AuC se colocan en una bolsa de dialisis y se dializan en
agua a temperatura ambiente durante 1~7 dias.
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