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ES 2716049 T3

DESCRIPCION
Un método para inhibir la fosforilacion de tau
CAMPO TECNICO

La presente invencion contempla un método de tratamiento del sistema nervioso central (SNC) para inhibir
la formacién de la proteina tau hiperfosforilada y el uso de un compuesto contemplado en la fabricacion de un
medicamento para inhibir la hiperfosforilacion de la proteina tau que puede llevar a la formacion patolégica de ovillos
neurofibrilares (NFT). El método y el uso también llevan a la mejora de la funciéon de uno o mas del receptor de
acetilcolina alfa-7 nicotinico (a7nAchR), el receptor de insulina y el receptor N -metil-D-aspartato.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

La proteina tau asociada a los microtubulos (MAPT) se encuentra principalmente en los axones y en
cantidades menores en los astrocitos y oligodendrocitos, y estabiliza los microtubulos neuronales para su papel en el
desarrollo de los procesos celulares, estableciendo la polaridad celular y el transporte intracelular. Un solo gen
codifica una proteina tau con un marco de lectura abierto que puede codificar 758 residuos de aminoacidos. La tau
se enumera en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot con la designacion P10636. Se reconocen por lo menos
nueve isoformas de corte y empalme alternativas en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot.

Los primeros trabajos de Goedert y colaboradores identificaron seis isoformas que contienen de 352 a 441
residuos de aminoacidos [Mandelkow et al., Trends in Cell Biology, 8:425-427 (1998); ver también, Johnson et al., J.
Cell Sci, 117(24): 5721-5729 (2004)]. La numeracion de la secuencia de residuos de aminoacidos y las posiciones
de fosforilacion a las que se hace referencia en la presente se realiza de acuerdo con la isoforma de tau humana
denominada "htau 40" en Goedert et al., Neuron 3: 519-526 (1989). Esa isoforma tau de 441 residuos también se
conoce como Tau-4 o Tau-F en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot en la que se le da la designacion P10636-8.
La secuencia de residuos de aminoacidos de TAU-4 (P10636-8, htau 40) se muestra en la SEQ ID NO: 2.

Tau es un sustrato para una serie de enzimas quinasas [Johnson et al., J Cell Sci, 117 (24): 5721-5729
(2004)]. Se encuentra frecuentemente fosforilacion en los residuos de serina y treonina en los motivos S-P o T-P por
las proteinas quinasas dirigidas por la prolina (PDPK1: CDK1, CDK5, GSK3, MAPK) y en los residuos de serina en
los motivos K-X-G-S por laquinasa reguladora de la afinidad MAP/microtibulos (MARK1 o MARK2).

Una enzima de ese grupo, la glucogeno sintasa quinasa 33 (GSK3[B), puede ser una tau quinasa
predominante [Cho et al., J. Neurochem, 88:349-358 (2004)]. GSK3[ puede fosforilar los sitios no cebados que se
encuentran en regiones ricas en prolina (Thr-181, Ser-184, Ser-262, Ser-356 y Ser-400) o sitios no cebados (Ser-
195, Ser-198, Ser-199, Ser-202, Thr-205, Thr-231, Ser-235, Ser-262, Ser-356 y Ser-404) donde una serina o
treonina esta preposforilada por otra proteina quinasa (por ejemplo, A-quinasa) en un sitio que esta localizado cuatro
residuos de aminoacidos C-terminales al sitio GSK3p [Cho et al., J. Neurochem, 88:349-358 (2004); Wang et al.,
FEBS Lett, 436:28-34 (1998)].

La forma normofosforilada de la proteina es una proteina asociada a los microtubulos que estimula y
estabiliza el ensamblaje de los microtubulos. Esa forma normofosforilada contiene tipicamente dos o tres moles de
fosfato por mol de proteina [Kickstein et al., Proc Natl Acad Sci, USA, 107(50):21830-21835 (2010)].

Las proteinas tau fosforiladas multiplicadas (hiperfosforiladas); es decir, las proteinas tau que contienen
mas del numero normofosforilado de grupos fosfato, pueden dar lugar a la formacion de ovillos neurofibrilares que
estan asociados con varias afecciones patoldgicas que son referidas colectivamente como tauopatias. Por ejemplo,
los niveles de fosforilacion de tau en pacientes con enfermedad de Alzheimer son de tres a cuatro veces mas altos
que el nimero de grupos fosfato presentes en la molécula normofosforilada [Kickstein et al., Proc Natl Acad Sci,
USA, 107(50):21830-21835 (2010)].

La evidencia creciente sugiere que la neuroinflamacién es una caracteristica comun de las tauopatias. Por
tanto, se encuentran microglia activadas en los tejidos cerebrales postmortem de diversas tauopatias humanas,
incluyendo la enfermedad de Alzheimer (EA), la demencia frontotemporal (DFT), la paralisis supranuclear progresiva
y la degeneracioén corticobasal [Gebicke-Haerter, Microsc Res Tech, 54:47-58 (2001); Gerhard et al., Mov Disord,
21:89-93 (12006); Ishizawa et al., JNeuropathol Exp Neurol, 60:647-657 (2001)].

La induccién de la inflamacion sistémica mediante la administracion del ligando del receptor tipo Toll 4
(TLR4), lipopolisacarido (LPS), induce significativamente la hiperfosforilacién de MAPT (tau) en un modelo de raton
transgénico triple de EA [Kitazawa et al., J Neurosci, 25:8843 -8853 (2005)]. El farmaco inmunosupresor FK506
(tacrolimus) atenud la activacion microglial y extendid la vida util del modelo de ratén transgénico P301S de FTD
[Yoshiyama et al., Neuron 53:337-351 (2007)]. Ademas, un numero creciente de estudios sugiere que las citoquinas
proinflamatorias, como la interleucina-1 (IL-1), la interleucina-6 (IL-6) y el 6xido nitrico liberado por los astrocitos
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pueden acelerar la patologia de la MAPT vy la formacién de ovillos neurofibrilares (NFT) in vitro [Li et al., J Neurosci,
23:1605-1611 (2003); Quintanilla et al., Exp Cell Res, 295:245-257 (2004); Saez et al., In Vivo, 18:275-280 (2004)].

Los receptores tipo toll (TLR) son un grupo de receptores transmembrana cuyas porciones citoplasmicas
son muy similares, y tienen una gran similitud con el receptor de interleucina-1 (IL-1). Esa porcion citoplasmica es
referida ahora como el dominio del receptor Toll/IL-1 (TIR). Las porciones extracelulares no estan relacionadas
estructuralmente. Los TLR reconocen componentes patégenos. [Takeda et al., Seminars in Immunology, 16:3-9
(2004).]

El TLR4 desempefia un papel fundamental en el reconocimiento de patégenos al reconocer el
lipopolisacarido (LPS) que se encuentra en la mayoria de las bacterias gram-negativas, asi como en otras
moléculas. Este receptor también desempefia un papel en la activacion de la inmunidad innata. La activacion de la
via de TLR4 puede ser un indicador de una infeccion.

El TLR4 se asocia tipicamente con la molécula adaptadora, MD2, CD14 y la molécula de unién a
lipopolisacaridos (LPB) cuando se asocia con LPS. La sefalizacion se produce a través de una serie de moléculas
citoplasmicas en lo que se conoce como la via dependiente del factor de diferenciacion mieloide 88- (MyD88-)
comun a todos los TLR, y la via independiente de MyD88 compartida por TLR3 y TLR4. EI TLR3 reconoce el ARN de
cadena doble y su activacion se produce bajo diferentes condiciones de la activacion de TLR4.

La sefializacion inducida por LPS a través de la via independiente de MyD88 lleva a la activacion del factor
de transcripcion IRF-3, y por lo tanto induce IFN-B. IFN-B, a su vez, activa Stat1, lo que lleva a la induccion de varios
genes inducibles por IFN. La activacion de NF-KB y JNK inducida por LPS parece ser independiente de la presencia
de MyD@88. [Takeda et al., Seminars in Immunology, 16:3-9 (2004).]

El TLR4 esta presente en las células del sistema inmunoldgico, como las células B, las células T y los
macrofagos, asi como las células del SNC. El TLR4 es un mediador importante de la respuesta inmune innata y
contribuye significativamente a la neuroinflamacion inducida por una lesion cerebral. La neuroinflamacion mediada
por TLR4 procede tipicamente a través de la via de sefalizacion de MyR88 de TLR4/proteina adaptadora anterior.

Mao et al., J Neurotrauma, 14 de mayo (2012) informaron de los posibles mecanismos neuroprotectores del
pretratamiento del polipéptido activador de la adenilato ciclasa de la pituitaria-(PACAP-) en un modelo de rata de
lesion cerebral traumatica (TBI). Se descubrié que el TBI indujo una regulacion por incremento significativa de TLR4
con un pico de expresion teniendo lugar 24 horas después del trauma.

El pretratamiento con PACAP mejord significativamente la disfuncion cognitiva y motora, atenud la
apoptosis neuronal y disminuyé el edema cerebral. Ese pretratamiento inhibio la regulacion por incremento de TLR4,
asi como la de sus moléculas de sefalizacion descendentes, MyD88, p-IkB y NF-kB, y suprimio6 los aumentos en los
niveles de los agentes inflamatorios descendentes, interleucina-1 (IL-1) y factor de necrosis tumoral a (TNF-a), en
el tejido cerebral que rodea la corteza lesionada y en el hipocampo. El tratamiento con PACAP ejercié por tanto un
efecto neuroprotector en este modelo de rata de TBI, potencialmente mediante la inhibicion de una respuesta
inflamatoria secundaria mediada por la via de sefalizacion de TLR4/MyD88/NF-«kB en la microglia y las neuronas,
reduciendo de este modo la muerte neuronal y mejorando el resultado después de una TBI.

La lesion cerebral traumatica (TBI) es una lesion "caracteristica”" de conflictos militares recientes y se asocia
con sintomas psiquiatricos y discapacidad cognitiva a largo plazo. La encefalopatia traumatica crénica (CTE), un
trastorno neurodegenerativo ligado a la proteina tau hiperfosforilada (tauopatia) informada en atletas con multiples
conmociones cerebrales, comparte caracteristicas clinicas con la TBI en personal militar expuesto a explosiones
explosivas. La CTE también comparte la patologia encontrada en los boxeadores que antes se conocia como
demencia pugilistica. [Gandy et al., Sci. Transl. Medicina. 4:1341-1343 (12 de mayo de 2012)].

Goldstein et al., Sci. Transl. Med. 4:134ra60 (2012), investigaron la conexién entre la TBl y la CTE en una
serie de cerebros postmortem de veteranos militares de los Estados Unidos con exposicién a explosiones y/o
lesiones por conmocion cerebral. Esos autores informaron de evidencia de neuropatologia de CTE en los cerebros
de veteranos de guerra que es similar a la observada en los cerebros de jugadores de futbol americano amateur
jovenes y un luchador profesional. Los investigadores desarrollaron un modelo de raton de neurotrauma explosivo
que imita las condiciones de explosion tipicas asociadas con la lesion por explosiones militar y descubrieron que los
ratones expuestos a explosiones también presentan neuropatologia de CTE, incluyendo la hiperfosforilacion de la
proteina tau, la axonopatia mielinizada, el dafio microvascular, la neuroinflamacion cronica y la neurodegeneracion.

Se ha informado que la neuropatologia del raton estaba acompafada de déficits funcionales, incluyendo
conduccion axonal ralentizada, plasticidad sinaptica a largo plazo dependiente de la actividad reducida y
aprendizaje espacial y memoria deteriorados que persistieron durante 1 mes después de la exposiciéon a una Unica
explosion. Luego, los investigadores demostraron que los déficits de aprendizaje y memoria inducidos por la
explosion en los ratones se redujeron al inmovilizar la cabeza durante la exposicion a la explosion.
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Los descubrimientos neuropatoldgicos en veteranos militares con exposicion a explosiones y/o lesiones por
conmocion cerebral y atletas adultos jéovenes con lesidon por conmocion repetitiva fueron consistentes con los
estudios de casos anteriores de CTE de esos autores [McKee et al., J Neuropathol Exp Neurol 68:709-735 (2009);
McKee et al., J Neuropathol Exp Neurol 69:918-929 (2010)], y se informdé que se diferenciaron faciimente de la
neuropatologia asociada con la enfermedad de Alzheimer, la demencia frontotemporal y otros trastornos
neurodegenerativos relacionados con la edad.

La apolipoproteina E (ApoE) es una clase de apolipoproteina que se encuentra en el quilomicréon y la
lipoproteina de densidad intermedia (IDL) que se une a un receptor especifico en las células hepaticas y las células
periféricas. La ApoE se ha estudiado por su papel en varios procesos biolégicos no relacionados directamente con el
transporte de lipoproteinas, su funcidon mas estudiada, incluida la enfermedad de Alzheimer, la inmunorregulacion y
la cognicion.

La ApoE tiene 299 aminoacidos de largo y transporta lipoproteinas, vitaminas liposolubles y colesterol al
sistema linfatico y luego a la sangre. Se sintetiza principalmente en el higado, pero también se ha encontrado en
otros tejidos como el cerebro. En el sistema nervioso, los tipos de células no neuronales, sobre todo la astroglia y la
microglia, son los principales productores de ApoE, mientras que las neuronas expresan preferentemente los
receptores para ApoE.

Hay siete receptores de mamiferos identificados actualmente para ApoE que pertenecen a la familia de
genes del receptor de lipoproteinas de baja densidad conservados evolutivamente. ApoE es un gen polimoérfico con
tres isoformas principales, ApoE2, ApoE3, ApoE4, que se traducen de tres alelos del gen, de los cuales ApoE-€3 es
el alelo "normal", y ApoE-€2 y ApoE-¢4 son alelos disfuncionales.

La ApoE4 se ha implicado en la aterosclerosis y la enfermedad de Alzheimer, la funcion cognitiva alterada y
el crecimiento de neuritas reducido. La variante de ApoE4 es el mayor factor de riesgo genético conocido para la
enfermedad de Alzheimer (EA) esporadica de inicio tardio en una variedad de grupos étnicos. Los portadores
caucasicos y japoneses de dos alelos E4 tienen entre 10 y 30 veces mas riesgo de desarrollar EA a los 75 afios de
edad, en comparacién con los que no tienen alelos E4.

Aunque el 40-65% de los pacientes con EA tienen por lo menos una copia del alelo 4, La ApoE4 no es un
determinante de la enfermedad. Por lo menos un tercio de los pacientes con EA son ApoE4 negativos y algunos
homocigotos ApoE4 nunca desarrollan la enfermedad. Sin embargo, aquellos con dos alelos E4 tienen hasta 20
veces mas riesgo de desarrollar EA.

Ademas, la sobreexpresion de ApoE4 en neuronas de ratén dio como resultado una hiperfosforilacion de
tau y el desarrollo de problemas motores, acompafiados de pérdida de masa muscular, pérdida de peso corporal y
muerte prematura. [Tesseur et al., Am J Pathol, 156(3):951-964 (2000).] Por otro lado, el tratamiento de las neuronas
con isoformas de ApoE (E2 o E4) suministradas exdgenamente afecta varias cascadas de sefalizacion
descendentes en las neuronas: disminuyé La fosforilacion de tau quinasa y la inhibicién de la fosforilacion de tau en
los epitopos Thr171 y Ser202/Thr205 en el cultivo neuronal primario. La ApoE puede alterar los niveles de tau
quinasas y epitopos de fosfo-tau, afectando potencialmente a los cambios neuropatolégicos de tau observados en
cerebros con EA. [Hoe et al., Molecular Degeneration, 1:8 (2006).]

Eisenberg y sus colaboradores han estudiado la formacion de fibrillas de lamina beta a partir de la proteina
tau autoagregante, y descubrieron que un hexapéptido particular puede inhibir su formacion interfiriendo con la
"cremallera estérica" de la fibrilla de lamina beta. Sin embargo, el péptido inhibidor es demasiado grande para
penetrar profundamente en el cerebro y no parece que penetre en las células cerebrales en las que se forman las
fibrillas de tau. Ver, Sawaya et al., Nature, 447:453-457 (2007); Landau et al., PLoS Biology, 9(6):e1001080 (2011); y
Sievers et al., Nature, DOI: 10.1038/nature10154 (2011). Por lo tanto, seria beneficioso si se pudiera encontrar un
inhibidor de la formacion de NFT que contengan tau que penetre en el cerebro y otras estructuras del SNC, asi como
en las células de esas estructuras.

La enfermedad de Alzheimer (EA) plantea una gran necesidad médica no satisfecha, con una estimacion de
35 millones de pacientes actuales en todo el mundo y ningun tratamiento modificador de la enfermedad disponible.
Las dos clases de farmacos que se usan actualmente para la EA, los inhibidores de colinesterasa y memantina, solo
mejoran de forma transitoria la funcién cognitiva en estos pacientes.

Se acepta generalmente que el agente causante en la patologia de la EA es el amiloide-3 (AB), AB42. EI AR
es un producto de proteolisis de 39-42 residuos de la proteina precursora de amiloide (APP) que es una proteina de
membrana integral expresada en muchos tejidos y concentrada en las sinapsis de las neuronas.

Los animales transgénicos con niveles de AB aumentados pueden modelar la AD, y los niveles de AB en

cerebros con EA postmortem se correlacionan con el grado de deterioro cognitivo y neuropatologia [Tanzi et al., Cell
120:545-555 (2005)]. Esta correlacion es mayor para el Af soluble que para las placas ricas en AB, lo que implica el
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AP soluble en la patogénesis de la EA [Naslund et al., J Am Med Assoc, 283:1571-1577 (2000)].

Se cree que el papel patdgeno critico de la AB soluble es la sefializacion toxica a través del receptor de
acetilcolina nicotinico a-7 (a7nAChR), como se demostré hace una década. La A se une a este receptor con alta
afinidad [Wang et al., J Biol Chem 275:5626-5632 (2000); Wang et al., J Neurochem 75:1155-1161 (2000)],
activando ERK2, que fosforila la proteina tau [Wang et al., J Biol Chem 278:1547-31553 (2003)]. ERK2 también se
conoce como proteina quinasa 1 activada por mitégenos (MAPK1) indicada anteriormente.

La hiperfosforilacion anormal persistente de las proteinas tau da como resultado ovillos neurofibrilares
(NFT), una caracteristica neuropatoldgica prominente en el cerebro con EA, y la magnitud de estas lesiones se
correlaciona con la gravedad de los sintomas de la EA [Delacourte et al., Neurology 52:158-1165 (1999); Delacourte
et al., Neurology 43:93-204 (1998).] Los NFT son inicialmente intracelulares y se convierten en ovillos fantasmas
extracelulares después de la muerte de la neurona [Mandelkow et al., Trends in Cell Biology, 8:425-427 (1998)].

Se ha demostrado que el péptido AR induce la fosforilacién de tau en varios sistemas experimentales in
vitro [Johnson et al., J. Alzheimers Dis 1:29-351 (1999)], y se ha demostrado que la fosforilaciéon de tau inducida por
AB es dependiente de a7nAChR, ya que el pretratamiento de tejidos con antagonistas de a7nAChR o con AR12-2s,
que inhiben la interaccion AR 42 - a7nAChR, reduce la fosforilacion de tau inducida por A4z [Wang et al., J Biol Chem
278:547-31553 (2003)].

La fosforilacion de algunos sitios parece regular las propiedades de unidén a microtubulos (por ejemplo,
Ser262 y Ser356) [Mandelkow et al., Trends in Cell Biology, 8:425-427 (1998)]. Por otro lado, la fosforilacién en uno
o mas de 202Ser, 231Thr y 181Thr se encuentra en los NFT que contienen tau [Wang et al., J Biol Chem 278:31547-
31553 (2003); Wang et al., Biol Psychiatry 67:522-530 (2010)].

El papel critico de a7nAChR en la mediacién de la patologia neurofibrilar esta respaldado por al menos dos
hallazgos: 1) la incubacion prolongada de ABs2 con células SK-N-MC que sobre-expresan NFT promotores de
a7nAChRs y 2) oligonucleétidos antisentido-a7nAChR que reducen los niveles de a7nAChR suprimen lesiones
neurofibrilares inducidas por AB42 [Wang et al., J Biol Chem 278:31547-31553 (2003)]. Estos datos sugieren que la
perturbacion crénica de los a7nAChRs con AB42 en cerebros con EA produce lesiones que contienen tau fosforiladas
neurofibrilares.

Geerts et al. (1996) Neurobiol. Aging 17, 573-581 informa que el sabeluzol estabiliza el citoesqueleto
neuronal.

Mohr et al. (1997) Clin. Neurofarmacol. 20, 338-345 describe un estudio que investiga el efecto del
sabeluzol en pacientes con enfermedad de Alzheimer probable.

Wang et al. (18 de julio de 2012) J. Neurosci. 32, 9773-9784 y Wang et al. (19 de julio de 2012) Alzheimer's
& Dementia 8, 259-260 informan de los efectos del compuesto PTI-125.

La WO 2010/084499 A2 describe compuestos espiro heterociclicos biciclicos para el tratamiento de
enfermedades y afecciones que son susceptibles a la modulacion del receptor muscarinico M1.

Tran et al. (2012) J. Neuropath. Exp. Neurol. 2, 116-129 describe un estudio que investiga los mecanismos
responsables de la fosforilacion y acumulacion de tau aumentadas después de un trauma cerebral.

Como se trata con mas detalle en la presente a continuacion, la presente divulgacion proporciona un
método para inhibir la hiperfosforilacién inducida por ABs. de las proteinas tau inhibiendo una o mas vias de
sefializacion que utilizan el andamiaje de sefalizacion, filamina A (FLNA). En una via, AB y a7nAChR interactian, lo
que lleva al reclutamiento de FLNA. En otra via, TLR4 se activa mediante AB42 0 su ligando analogo, LPS por
ejemplo, y la sefializacion mediada por TLR4 se activa a través del reclutamiento de FLNA al receptor TLR4. La AB42
induce el reclutamiento de FLNA a a7nAChR o TLR4, asi como la fosforilacién de tau que puede observarse
incubando 250.000 células en 250 pl de Kreb's-Ringer oxigenado con 1 nM de AB42. Se descubrié que este efecto
mediado AB4; se estabilizé a 100 nM.

El enfoque de tratamiento divulgado a continuacion esta dirigido a inhibir la hiperfosforilacion de proteinas
tau mediada por FLNA usando un compuesto que se une a FLNA con alta afinidad. Se cree que esta union altera la
conformacion de FLNA y evita que interactiie con otras moléculas de sefalizacion, como a7nAChR, inhibiendo de
esta manera la hiperfosforilacion de la proteina tau.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién es como se define en las reivindicaciones. La presente divulgacion contempla un
método para inhibir la hiperfosforilacion [fosforilacion en una o mas de serina-202 (también 202Ser y S2°2), treonina-
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231 (también 231Thr y T?3") y treonina-181 (también 181Thr y T'®') ademas de la fosforilacién que puede estar
presente en cualquier otro sitio] de la proteina tau que comprende los pasos de administrar a las células del sistema
nervioso central con necesidad reconocida (diagnosticada) de ello de una cantidad eficaz de un compuesto o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo que se une a a filamina A (FLNA) o se une a un pentapéptido de filamina A
de la SEQ ID NO: 1 como se describe en el Ejemplo 1, por ejemplo, inhibe por lo menos aproximadamente el 60 por
ciento y mas preferiblemente aproximadamente el 70 por ciento de la unién de naloxona marcada con FITC cuando
esta presente a una concentracion de 10 uM y usando naloxona no marcada como inhibidor de control a la misma
concentracion. El compuesto es de la Serie C-2 como se describe en la presente a continuacion, y preferiblemente
contiene por lo menos de cuatro de los seis farmacoéforos de las Figs. 35-40. La administracion se lleva a cabo en
ausencia de una cantidad eficaz de union al receptor opioide mu (MOR) de una molécula agonista o antagonista de
MOR separada.

También se contempla el uso de un Unico estereocisdmero o mezcla de estereoisémeros, o una sal
farmacéuticamente aceptable de un compuesto contemplado. La administracion contemplada puede tener lugar in
vivo o in vitro, y se repite tipicamente durante un periodo de dias o meses cuando se administra in vivo. La
divulgaciién contempla un método para inhibir una respuesta inmune mediada por TLR4 como la inflamacién de las
células del SNC. Un método contemplado comprende administrar a células que contienen TLR4 con una necesidad
reconocida de ello (diagnosticada) una cantidad eficaz de un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo que se una a la filamina A o se una a un pentapéptido de filamina A (FLNA) de la SEQ ID NO: 1 como se
describe en el Ejemplo 1, inhiba por lo menos aproximadamente el 60 por ciento y mas preferiblemente
aproximadamente el 70 por ciento de la unién de naloxona marcada con FITC cuando esta presente a una
concentracion de 10 uyM y usar naloxona no marcada como el inhibidor de control a la misma concentracion. Un
compuesto contemplado es de la Serie C-2 como se describe en la presente, y preferiblemente contiene por lo
menos cuatro de los seis farmacdéforos de las Figs. 35-40. La administracion se lleva a cabo preferiblemente en
ausencia de una cantidad eficaz de union al receptor opioide mu (MOR) de una molécula agonista o antagonista de
MOR separada.

También se contempla el uso de un Unico estereocisdmero o mezcla de estereoisémeros, o una sal
farmacéuticamente aceptable de un compuesto contemplado. La administracion contemplada puede tener lugar in
vivo o in vitro, y se repite tipicamente durante un periodo de dias o meses cuando se administra in vivo a las células
de un animal huésped tal como un humano.

En un aspecto de un método anterior, la hiperfosforilacion de tau de uno o mas de S22, 723"y T'® tiene
lugar a través de la interaccion de AR y a7nAChR a través de la proteina de andamiaje filamina A (FLNA). En otro
aspecto de un método contemplado, tal hiperfosforilacion de tau tiene lugar a través de una respuesta inmune
mediada por TLR4 en un mecanismo actualmente desconocido que también implica la intermediacion de FNLA.

Actualmente se cree que cada una de las vias anteriores, AB - a7nAChR y TLR4, pueden operar al mismo
tiempo y también independientemente. Las condiciones del SNC ilustrativas que muestran una o ambas
fosforilaciones de tau mediadas por AR - a 7nAChR y/o mediadas por TLR4 de uno o mas de S202, T33! y T181
incluyen las de personas y otros animales cuyas células del SNC muestran una respuesta inmune como inflamacion
inducida por lesion cerebral como la lesidon cerebral traumatica (por ejemplo, conmocion cerebral), la encefalopatia
traumatica crénica, aquellas que tienen sintomas de la enfermedad de Alzheimer (EA), la demencia frontotemporal
(FTD), la paralisis supranuclear progresiva, la demencia pugilistica y la degeneracién corticobasal y también la
infeccion por uno o ambos de bacterias Gram positivas y Gram negativas.

La inhibicién de la unién a un pentapéptido de la SEQ ID NO: 1 mediante un compuesto contemplado se
determina como se trata en el Ejemplo 1. Un compuesto contemplado esta sustancialmente libre de unién con
cualquier otra porcién de FLNA a la concentracién del compuesto contemplado usado. La libertad sustancial de
union a cualquier otra porcién de FLNA puede determinarse usando un ensayo de titulacion como el que se muestra
en la Fig. 48A en la presente [Fig. 3 de Wang et al., PLoS One. 3(2):e1554 (2008)], que en esa figura indica la
presencia de dos regiones de sitio de union por los dos puntos de inflexion mostrados en el grafico, mientras que la
presencia de un unico sitio de unién se indica por la presencia de un solo punto de inflexién en dicho grafico (Fig.
48D). La libertad sustancial de union con cualquier otra porcion de FLNA también se puede inferir a partir de datos
funcionales como un ensayo de liberacion de citoquinas ilustrado posteriormente que indica que los compuestos
contemplados no se unen al segundo sitio en FLNA porque los compuestos son eficaces sobre un amplio intervalo
de concentraciones, a diferencia de aquellos compuestos tales como naloxona y naltrexona que se unen a dos sitios
de unioén en FLNA.

En el aspecto actualmente preferido, la presente divulgacion contempla un método para inhibir la
fosforilacion de la proteina tau en uno o mas de S22, T23' y T'81 que comprende el paso de administrar a células del
sistema nervioso central con una necesidad de ello reconocida (diagnosticada), como células cerebrales, una
cantidad eficaz de un compuesto de uno o mas de la Serie C-2, un estereoisémero o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo. Las células, in vivo o in vitro, como las células cerebrales con necesidad de ello reconocida
(diagnosticada) son células en quellos tejidos u érganos de un sujeto mamifero que muestran una respuesta inmune,

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2716049 T3

como inflamacién inducida por una lesién cerebral como una lesion cerebral traumatica, encefalopatia traumatica
cronica, aquellas con sintomas de la enfermedad de Alzheimer (EA), demencia frontotemporal (FTD), paralisis
supranuclear progresiva, demencia pugilistica y degeneracion corticobasal y también infeccion por una o ambas
bacterias Gram positivas y Gram negativas.

La administracion se lleva a cabo preferiblemente en ausencia de una cantidad eficaz de unién a MOR de
una molécula agonista o antagonista de MOR separada, y a menudo se lleva a cabo una pluralidad de veces durante
un periodo de dias o meses.

También se contempla el uso de un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en la
fabricacion de un medicamento para inhibir la fosforilacién de la proteina tau en células del sistema nervioso central
que tienen necesidad reconocida de tratamiento. Dicho compuesto o su sal se une a un pentapéptido de filamina A
de la SEQ ID NO: 1, inhibe por lo menos aproximadamente el 60 por ciento y mas preferiblemente aproximadamente
el 70 por ciento de la unién de naloxona marcada con FITC cuando esta presente a una concentraciéon de 10 uM y
usa naloxona sin marcar como el inhibidor de control a la misma concentracién. Este uso contempla la fabricacion de
un medicamento que inhibe la hiperfosforilacion de tau (fosforilacion) a través de la interaccion de AR y a7nAChR a
través de la proteina de andamiaje filamina A (FLNA), asi como dicha hiperfosforilacion de tau que se produce a
través de una respuesta inmune mediada por TLR4 que también se cree que implica la intermediacion de FNLA
como se ha indicado anteriormente.

La estructura general del compuesto se muestra a continuacion, seguida por divulgaciones mas especificas
para las varias letras y grupos R.

R8

También se contemplan isémeros 6pticos individuales y mezclas de isémeros 6pticos de compuestos de la
Férmula anterior, como los son sales farmacéuticamente aceptables de esos compuestos.

Un compuesto contemplado descrito anteriormente o su sal farmacéuticamente aceptable se administra
tipicamente en una cantidad eficaz disuelta o dispersada en una composiciéon farmacéutica. Esa composicion
farmacéutica puede estar en forma soélida o liquida.

La divulgacion también contempla un método de:

a) inhibir la asociacion a7nAChR-FLNA (formacién de complejos);

b) inhibir la sefalizacion mediada por a7nAChR inducida por AR de la quinasa 2 regulada por sefial
extracelular [ERK2; también conocida como proteina quinasa 1 activada por mitégenos (MAPK1)];

c) inhibir la asociacion inducida por A4z de TLR4 con FLNA;

d) inhibir el deterioro inducido por AB42 en funcién de a7nAChR, por ejemplo, afluencia de calcio, después de
la estimulacion de a7nAChR;

e) restablecer el deterioro inducido por ABs42 en funcion del receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA)
(NMDAR), por ejemplo, la afluencia de calcio después de la estimulacion de NMDAR con co-agonistas NMDA
y glicina;

f) restablecer el deterioro inducido por AB.» en funcion del receptor de insulina (IR) medido por una o ambas
de la fosforilacion de la subunidad IR y la asociacion con la molécula de sefalizacion IRS-1;

g) inhibir el deterioro inducido por ABa4. de la afluencia de calcio celular provocada por K*;

h) reducir la formacion de NFT que contienen tau y también agregados deAB 4. (placas neuriticas) en
presencia de ABsz; y
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i) inhibir la produccion de citoquinas inflamatorias inducida por ABs2. Cada uno de esos métodos se lleva a
cabo administrando a las células del sistema nervioso central, como las células cerebrales, una cantidad
eficaz de un compuesto descrito anteriormente que se une al pentapéptido FLNA de la SEQ ID NO: 1. La
administracion se lleva a cabo en ausencia de una cantidad eficaz de unién a MOR de una molécula agonista
o antagonista de MOR separada.

Un aspecto adicional mas de esta divulgacion contempla un método para promover la reparacion del
cartilago en un mamifero que tiene osteoartritis, como el inducido por colagenasa y/o cirugia u otras causas. Este
método comprende los pasos de administrar a células madre mesenquimales multipotentes en un mamifero con
necesidad de ello reconocida (diagnosticada) una cantidad eficaz de un compuesto o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo que se une a la filamina A o se une a un pentapéptido de filamina A (FLNA) de la SEQ ID NO: 1
como se describe en el Ejemplo 1, por ejemplo, inhibe por lo menos aproximadamente el 60 por ciento y mas
preferiblemente aproximadamente el 70 por ciento de la unién de naloxona marcada con FITC cuando esta presente
a una concentracion de 10 yM y se usa naloxona no marcada como inhibidor de control a la misma concentracion El
compuesto es de la Serie C-2 como se describe en la presente y preferiblemente contiene por lo menos cuatro de
los seis farmacoforos de las Figs. 35-40. La administracion se lleva a cabo en ausencia de una cantidad eficaz de
union al receptor opioide mu (MOR) de una molécula agonista o antagonista de MOR separada.

También se contempla el uso de un Unico estereocisdmero o mezcla de estereoisémeros, o una sal
farmacéuticamente aceptable de un compuesto estereoisométrico contemplado. La administracién contemplada
puede tener lugar in vivo o in vitro, y se repite tipicamente cuando se administra in vivo.

La presente divulgacion tiene varios beneficios y ventajas.

Un beneficio es que un método contemplado inhibe la sefalizacién de AR a través de a7nAChR que se cree
superior a dirigir el receptor en si. Deshabilitar la sefializacion de a7nAChR inducida por AR sin afectar directamente
a a7nAChRs evita alterar la sensibilidad o el nivel de la superficie celular de los receptores, un problema insidioso
con el uso de agonistas o antagonistas de receptores cronicos.

Una ventaja de esta divulgacion es que este enfoque parece afectar selectivamente el aumento robusto en
el reclutamiento de filamina por AR a la vez que se conserva el acoplamiento basal, lo que sugiere que los
compuestos usados en el método reducen la sefializacion patoldgica por AB, a la vez que retienen la sefializacién de
a7nAChR fisiolégica.

Otro beneficio de la divulgacion es que la administracion de un compuesto contemplado inhibe la
fosforilacion in vitro e in vivo de la proteina tau.

Otra ventaja de la divulgacién es que cuando un compuesto contemplado se administra in vivo, la
administracion inhibe la formacion de NFT en el cerebro de un mamifero sujeto al que se administra un compuesto
contemplado.

Otro beneficio mas de la divulgacion es que la administracion de un compuesto contemplado puede
proporcionar los beneficios de uno o mas de los métodos enumerados anteriormente mediante la unién de ese
compuesto al pentapéptido FLNA de la SEQ ID NO: 1 interrumpiendo uno o mas de las recién descubiertas
interacciones de FLNA.

Otra ventaja mas de la divulgacion es que su uso puede disminuir los efectos de la fosforilacion de tau en
personas u otros animales con lesiones en la cabeza y la inflamacién mediada por TLR4 resultante.

Mas beneficios y ventajas adicionales seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de las
divulgaciones que siguen.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
En los dibujos que forman parte de esta divulgacion,

La Fig. 1 muestra una asociacion de a7nAChR - FLNA elevada en la corteza frontal de ratones transgénicos
con EA y pacientes con EA. Se analizaron los sinaptosomas corticales frontales de ratones transgénicos/de
tipo salvaje de 6 meses de edad con EA (n=4) y 4 pares de humanos de EA/control correspondientes para
sus contenidos del complejo a7nAChR-FLNA de referencia. Los complejos a7nAChR-FLNA en los
sinaptosomas corticales frontales solubilizados se inmunoprecipitaron con anti-FLNA y los niveles de
a7nAChR en el inmunoprecipitado anti-FLNA se determinaron mediante transferencia Western con
anticuerpos anti-a7nAChR. Luego se eliminaron las transferencias y se volvieron a sondar con anti-FLNA
como control de carga. Se uso escaneo densitométrico para la cuantificacion.

La Fig. 2 en dos paneles como la Fig. 2A y la Fig. 2B, ilustra que compuestos de unién a FLNA de alta
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afinidad reducen la asociacion a7nAChR-FLNA. Se trataron los sinaptosomas corticales frontales de ratas de
2 meses de edad (n=4) con concentraciones de 0,1 o 1 nM de compuestos [A0033, A0040, A0053, A0068,
B0055, C0105M, C0114M, C0137M y C0138M] o simultaneamente (Sim) con o 10 minutos antes (10" pr) a
AB42 y se analizaron para determinar su contenido de complejo a7nAChR-FLNA. Los complejos a7nAChR-
FLNA en los sinaptosomas solubilizados se inmunoprecipitaron con anti-FLNA inmovilizado y los niveles de a
7nAChR y FLNA en los inmunoprecipitados anti-FLNA se determinaron mediante transferencia Western (Fig.
2A) y se cuantificaron por densitometria (Fig. 2B). n=3. Los datos son medias + SEM. **p<0.05, *p<0.01
frente a AB42 solo. La designacion de la letra "M" que acomparia a muchos de los compuestos de la "serie C"
se omite de la Fig. 2, las figuras restantes y la mayoria de las exposiciones de las figuras y compuestos
posteriores para facilitar su expresion. Las formulas estructurales de los compuestos usados en esta y en las
otras figuras se proporcionan mas adelante.

La Fig. 3 en dos paneles como la Fig. 3A y la Fig. 3B, ilustra que los compuestos de unién a FLNA reducen la
sefalizacion de ERK2 mediada por a7nAChR inducida por AB. En los mismos sinaptosomas tratados usados
en la Fig. 2, los niveles de ERK2 fosforilados (activados) se midieron en inmunoprecipitados de ERK2. AB42
activd fuertemente la quinasa 2 regulada por sefiales extracelular [ERK2; también conocida como proteina
quinasa 1 activada por mitégenos (MAPK1)], y todos los compuestos estudiados redujeron esta activacion
con 10 minutos de pretratamiento. El compuesto C0105 también redujo pERK2 con administracion
simultanea. Los inmunoprecipitados se determinaron mediante transferencia de Western (Fig. 3A) y se
cuantificaron para cuatro compuestos por densitometria (Fig. 3B). n=3. Los datos son medias + SEM.
**p<0,05, *p<0,01 frente a APa42 solo.

La Fig. 4 en cuatro paneles como las Figs. 4A-4D, ilustra que los compuestos de union a FLNA reducen la
fosforilacion de tau en los tres sitios de fosforilacién. En los mismos sinaptosomas tratados usados en las
Figs. 2 y 3, los niveles de proteina tau fosforilada en S2%2, T23! y T'8' se midieron en inmunoprecipitados
usando un anticuerpo anti-tau que no distingue su estado de fosforilacion. Los tres fosfoepitopos de tau se
detectaron en inmunoprecipitados usando anticuerpos especificos. ABs promueve fuertemente la
fosforilacion de tau en los tres sitios, y todos los compuestos redujeron esta fosforilacion con un tratamiento
previo de 10 minutos. EI compuesto C0105 también redujo la fosforilacion de tau con la administracion
simultanea. Los inmunoprecipitados se determinaron mediante transferencia Western (Figs. 4A-4C) y se
cuantificaron por densitometria (Fig. 4D). Los datos son medias + SEM. **p<0,05, *p<0,01 frente a AB42 solo.
La Fig. 5 en tres paneles ilustra que los compuestos C0105 y C0114 reducen los aumentos inducidos por
AB42 en asociacion de FLNA con a7nAChR y TLR4. Los sinaptosomas se prepararon a partir de cultivos de
cortes de FCX organotipicos tratados con concentraciones de 0,1 o 1 nM de compuestos simultaneamente
con AB42 y se analizaron para determinar sus contenidos de complejo a7nAChR-FLNA. La extension de la
asociacion de FLNA con a7nAChR, TLR4, IR y MOR se evalud en los sinaptosomas solubilizados mediante
inmunoprecipitacion con anti-FLNA inmovilizado y deteccion por transferencia de Western (Fig. 5A) usando
anticuerpos especificos para cada receptor. Las transferencias se analizaron por cuantificacion
densitométrica (Fig. 5B). Aunque AB4, aumentd considerablemente la asociacion de a7nAChR y TLR4 con
FLNA, los niveles de asociacion de IR y OR con FLNA se mantuvieron sin cambios. C0105 y C0114
disminuyeron estos aumentos inducidos por AR4,. El porcentaje de inhibicién se representa en la Fig. 5C.
n=3. Los datos son medias + SEM. **p<0,05, *p<0,01 frente a AB42 solo; #p<0,01 frente a vehiculo.

La Fig. 6 ilustra en tres paneles que el contacto de los sinaptosomas con los compuestos C0105 (0,1, 1y 10
nM) y C0114 (1 y 10 nM) redujo la fosforilacion de tau en los tres sitios de fosforilacion. En los mismos
sinaptosomas tratados usados en la Fig. 5, los niveles de proteina tau fosforilada en S202, T33! y T18" ge
midieron en inmunoprecipitados usando un anticuerpo anti-tau que no distingue su estado de fosforilacion.
Los tres fosfoepitopos de tau se detectaron en inmunoprecipitados usando anticuerpos especificos. ABa2
promueve fuertemente la fosforilacion de tau en los tres sitios, y ambos compuestos redujeron
significativamente esta fosforilacién. Se analizaron transferencias Western (Fig. 6A) por cuantificacion
densitométrica (Fig. 6B). El porcentaje de inhibicion se representa en la Fig. 6C. n=3. Los datos son medias *
SEM. **p<0,05, *p<0,01 frente a AB4. solo; #p<0,001, ##p<0,007, ##Hp<0,003 frente al grupo de vehiculo
libre de ABaa.

La Fig. 7 ilustra que cada uno de los Compuestos C0105 y C0114 restaura el deterioro inducido por ABs2 en
la funcién de a7nAChR. En los mismos sinaptosomas de los cultivos de FCX tratados, AP4, deteriora
significativamente la afluencia de calcio después de la estimulacion con PNU282987, un agonista completo
de a7nAChR, y los Compuestos C0105 y C0114 previenen cada uno este deterioro. n=3. Los datos son
medias £ SEM. *p<0,01 frente a vehiculo; #p<0,01 frente a ABa42 solo.

La Fig. 8 ilustra que cada uno de los Compuestos C0105 y C0114 restaura el deterioro inducido por ABs2 en
la funcion de NMDAR. AB42 deteriora significativamente la afluencia de calcio después de la estimulacion con
NMDA vy glicina, los agonistas de NMDAR, y los Compuestos C0105 y C0114 previenen este deterioro. n=3.
Los datos son medias + SEM. *p<0,01 frente a vehiculo; ##p<0,05, #p<0,01 frente a AB42 solo.

La Fig. 9 ilustra en dos paneles que cada uno de los compuestos C0105 y C0114 restaura los niveles de las
moléculas de sefializacion asociadas a NMDAR. La funcién de sefializacion de NMDAR también se evalu6
midiendo los niveles de seis moléculas de sefalizacion diferentes co-inmunoprecipitantes con NR-1, la
subunidad obligatoria de NMDAR, después de la co-estimulacién con glicina y NMDA (Fig. 9A). AB42 suprimio
los niveles de asociacion de los seis componentes de sefializacién con NR-1 confirmando la disfuncién de
NMDAR ilustrada en la Fig. 8 (Fig. 9B). n=3. Los datos son medias + SEM. **p<0,05, *p<0,01 frente a ABa42
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solo; #p<0.01 frente a vehiculo.

La Fig. 10 en dos paneles C0105 y C0114 ilustra que cada uno de los Compuestos C0105 y C0114 restaura
el deterioro en la funcién de IR inducida por ARs2. AB42 deteriord la sefializacion de IR medida por la
fosforilacion de IRB y su asociacion con la molécula de sefializacion IRS-1 como se muestra por
transferencias Western (Fig. 10A) y mediciones densitométricas (Fig. 10B). *p<0,01 frente a AB42 solo;
#p<0,01 frente a vehiculo.

La Fig. 11 ilustra que cada uno de los compuestos C0105 y C0114 puede reducir la muerte celular como se
indica por la afluencia de calcio provocada por K* reducida. AB4, redujo la afluencia de Ca*? provocada por K*
indicando células moribundas o no funcionales. Poner en contacto las células con cualquiera de los
compuestos C0105 y C0114 previene el deterioro inducido por ABs2. n=3. Los datos son medias + SEM.
**p<0,05, *p<0,01 contra vehiculo; #p<0,01 frente a AB42 solo.

La Fig. 12 en dos conjuntos de tres paneles ilustra que la administracion del compuesto C0105 a cultivos de
cortes de cerebro frontocorticales previene los NFT inducidos por AB... La incubacion con ABsz produjo NFT
como se visualizé mediante inmunoreactividad de tau fosforilada (pTau) (Fig. 12A). La incubacién conjunta de
AB42 con el compuesto C0105 previno esta neuropatologia (Fig. 12B). Los cortes tratados con vehiculo se
representan en la Fig. 12C. Los paneles inferiores son de mayor aumento.

La Fig. 13 en dos conjuntos de tres paneles ilustra que la administracion del compuesto C0105 a cultivos de
cortes cerebrales frontocorticales reduce drasticamente la inmunotincion de agregados de ARs. La
incubacion con ABa42 produjo depdsitos amiloides como se visualizé mediante inmunoreactividad de ABa2 (Fig.
13A), y la incubacion conjunta con AB42 y el Compuesto C0105 previno esta neuropatologia (Fig. 13B). Los
cortes tratados con vehiculo se representan en la Fig. 13C. Los paneles inferiores son de mayor aumento.

La Fig. 14 ilustra en tres partes que la administracion sistémica del Compuesto C0105 a ratones disminuyo la
asociacion de FLNA inducida por AB42 tanto con a7nAChR como con el receptor 4 tipo toll (TLR4). Por tanto,
se analizaron las sinaptosomas preparadas a partir de la corteza prefrontal y el hipocampo de ratones que
recibieron infusion intracerebroventricular (ICV) continua de AB42 0 vehiculo e inyecciones dos veces al dia
del Compuesto C0105 o vehiculo para sus interacciones FLNA - a7nAChR/TLR4. La extensién de la
asociacion de FLNA con a7nAChR o TLR4 se evalué en los sinaptosomas solubilizados mediante
inmunoprecipitacion con anti-FLNA inmovilizado y deteccion de transferencia Western (Fig. 14A) usando
anticuerpos especificos para cada receptor. Los numeros fuera y a la izquierda de las transferencias son
posiciones de pesos moleculares dentro de las transferencias. Las transferencias se analizaron por
cuantificacion densitométrica (Fig. 14B). AB42 aumentd considerablemente la asociacion de a7nAChR y TLR4
con FLNA, y el Compuesto C0105 disminuy6 estos aumentos inducidos por AB4.. El porcentaje de inhibicion
se representa en la Fig. 14C. n=3. Los datos son medias + SEM. *p<0,01 frente a simulacioén, vehiculo;
#p<0,01 frente a AB42, vehiculo.

La Fig. 15 ilustra en tres partes que la administracion del Compuesto C0105 a ratones reduce la fosforilacion
de tau en los tres sitios de fosforilacién. En los mismos sinaptosomas tratados usados en la Fig. 14, los
niveles de proteina tau fosforilada en S292, T23' y T'® ge midieron en inmunoprecipitados usando un
anticuerpo anti-tau que no distingue su estado de fosforilacion. Los tres fosfoepitopos de tau se detectaron en
inmunoprecipitados usando anticuerpos especificos. A4, promueve fuertemente la fosforilacién de tau en los
tres sitios, y ambos compuestos reducen significativamente esta fosforilacion.Se analizaron transferencias
Western (Fig. 15A) mediante cuantificacion densitométrica (Fig. 15B). Los numeros fuera y a la izquierda de
las transferencias de la Fig. 15A son las posiciones de peso molecular dentro de las transferencias. El
porcentaje de inhibicion se representa en la Fig. 15C. Los datos son medias + SEM. *p<0,01 fretne a
simulacién, vehiculo; #p<0,01 frente a A4z, vehiculo.

La Fig. 16 ilustra en tres partes que la administracion del Compuesto C0105 a ratones reduce los complejos
AB42-a7nAChR. El tratamiento dos veces al dia de ratones con el Compuesto C0105 redujo en gran medida el
nivel de complejos AB42-a7nAChR tanto en la corteza prefrontal como en el hipocampo, n=7 o n=8. Se
analizaron transferencias Western (Fig. 16A) mediante cuantificacién densitométrica (Fig. 16B). Los numeros
fuera y a la izquierda de las transferencias de la Fig. 16A son las posiciones de peso molecular dentro de las
transferencias. El porcentaje de inhibicion se representa en la Fig. 16C. Los datos son medias + SEM.
*p<0,01 frente a simulacion, vehiculo; #p<0,01 frente a ABa2, vehiculo.

La Fig. 17 ilustra que el tratamiento con el Compuesto C0105 reduce la disfunciéon de a7nAChR inducida por
AB42. El tratamiento dos veces al dia de ratones con el Compuesto C0105 normaliz6 el deterioro inducido por
AB42 en la afluencia de calcio tras la estimulacion con el agonista de a7nAChR completo PNU282987. n=7 o
n=8. Los datos son medias + SEM. *p<0,01 frente a simulacion, vehiculo; #p<0,01 frente a AB42, vehiculo;
+p<0,01 frente a grupos simulados tratados con vehiculo y compuesto C0105.

La Fig. 18 ilustra que el tratamiento con el compuesto C0105 de ratones reduce la disfuncion de NMDAR
inducida por AB42. ABa42 altera significativamente la afluencia de calcio después de la estimulacion con NMDA
y glicina, los co-agonistas de NMDAR y el Compuesto C0105 previenen este deterioro. n=7 o n=8. Los datos
son medias + SEM. *p<0,01 frente a simulacién, vehiculo; #p<0,01 frente a AB42, vehiculo;+p<0,01 frente a
los grupos simulados tratados con vehiculo y compuesto C0105.

La Fig. 19 ilustra que el tratamiento con el Compuesto C0105 de ratones reduce la muerte celular como se
mide por la afluencia de Ca*? provocada por K*. AB42 redujo la afluencia de Ca*? provocada por K*, indicando
células moribundas o no funcionales. EI Compuesto C0105 reduce este deterioro inducido por ABs2. Nn=7 o
n=8. Los datos son medias + SEM. *p<0,01 frente a simulacion, vehiculo; #p<0,01 frente a AB42, vehiculo;
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++p<0,05 frente a grupos simulados tratados con vehiculo y compuesto C0105.

La Fig. 20 ilustra en dos paneles que el tratamiento con el Compuesto C0105 de ratones normaliza los
deterioros de la sefializacion de NMDAR inducidos por AB42. La funcion de sefalizacion de NMDAR también
se evalud midiendo los niveles de seis moléculas de sefializacion diferentes (PLCy, nNOS, pY“02PyK2, PSD-
95, PKCy, pY#'8Src y NR1) co-inmunoprecipitando con NR-1, la subunidad obligatoria de NMDAR, después
de la co-estimulacion con glicina y NMDA (Fig. 20A). Los numeros fuera y a la izquierda de las transferencias
son como se ha tratado anteriormente. A4 suprimio los niveles de asociacion de los seis componentes de
sefializacion con NR-1 confirmando la disfunciéon de NMDAR ilustrada en la Fig. 18 (Fig. 20B). n=7 o n=8. Los
datos son medias + SEM.+p<0,01 frente al nivel basal en el grupo de vehiculo de control; *p<0,01 frente a
nivel estimulado con NMDA/glicina en el grupo de vehiculo simulado; #p<0,01 frente a nivel estimulado con
NMDA/glicina en ICV A4z, vehiculo.

La Fig. 21 ilustra en dos paneles que el tratamiento con el Compuesto C0105 de ratones normaliza los
deterioros de sefializacion del receptor de insulina inducidas por AB42. AB42 deteriord la sefalizacion de IR
como se mide por la fosforilacion de IRB y su asociacién con la molécula de sefalizacion IRS-1. Los
inmunoprecipitados preparados usando anti-IRP inmovilizado se muestran en la Fig. 21A, en donde los
numeros fuera y a la izquierda de las transferencias son como se ha tratado antes. La Fig. 21B muestra los
resultados obtenidos después de la eliminacién de los anticuerpos, la transferencia a las membranas de
nitrocelulosa y la transferencia Western con anticuerpos a las especies anotadas en las ordenadas, seguido
de la cuantificacion usando densitometria. EI compuesto C0105 normalizé estos deterioros. n=7 o n=8. Los
datos son medias + SEM. *p<0,01 frente al nivel de insulina estimulada en grupo simulado, vehiculo; #p<0,01
frente a nivel estimulado por insulina en ICV A4z, grupo de vehiculo.

La Fig. 22 ilustra que el tratamiento con el Compuesto C0105 de ratones casi elimina la produccion de
citoquinas inducida por AB42. ABs2 aumentd los niveles de citoquinas IL-6, TNFa e IL-18 medidas por un
ensayo ELISA de fluorescencia usando FITC. EI compuesto C0105 casi elimind la produccién de estas 3
citocinas. n=7 o n=8. Los datos son medias + SEM. *p<0,01 frente al nivel de citoquinas respectivo en grupo
de vehiculo simulado; #p<0,01 frente al nivel de citoquinas respectivo en ICV AB4z, grupo de vehiculo.

La Fig. 23 contiene en dos paneles fotomicrografias que ilustran que el tratamiento con el Compuesto C0105
de ratones reduce drasticamente la inmunotincién de NFT. Secciones representativas inmunotenidas con un
anticuerpo anti-fosfo-tau (Fig. 23A) muestran claramente que el tratamiento con el Compuesto C0105 redujo
en gran medida la inmunorreactividad de NFT en tanto la corteza prefrontal (FCX) como en el hipocampo
(HP) de ratones que recibieron infusiones de ICV AB4,. La cuantificacion de la densidad optica en todos los
animales (Fig. 23B) muestra que el Compuesto C0105 redujo significativamente la inmunorreactividad de
NFT inducida por AB42 en ambas regiones. #p<0,01 A2 frente a AB42+C0105, *p<0,01 frente a simulado.

La Fig. 24 contiene en dos paneles fotomicrografias que ilustran que el tratamiento con Compuesto C0105 de
ratones reduce drasticamente la inmunotinciéon de agregados de AR4,. Las secciones representativas
inmunotefidas para agregados de AB42 (Fig. 24A) muestran claramente que el tratamiento con el Compuesto
C0105 redujo en gran medida la inmunotincion de agregados de AB4. tanto en la corteza prefrontal (FCX)
como en el hipocampo (HP) de ratones que recibieron infusiones de ICV AR4. La cuantificacion de la
densidad optica en todos los animales (Fig. 24B) muestra que el Compuesto C0105 redujo significativamente
la inmunorreactividad de NFT inducida por ABs, en ambas regiones. #p<0,01 AB42 frente a AB42+C0105,
*p<0,01 frente a simulado.

La Fig. 25 ilustra en cinco paneles que el Compuesto C0105 disminuyd la asociacion de FLNA inducida por
AB42 tanto con a7nAChR como con TLR4 en EA postmortem humana y el tejido cerebral de control. Los
cortes de cerebro de EA y de control de la misma edad se trataron con concentraciones de 0,1 o 1 nM del
Compuesto C0105, y los cortes de cerebro de control se trataron simultaneamente con AB4,. La extension de
la asociaciéon de FLNA con a7nAChR o TLR4 se evalué en los sinaptosomas solubilizados mediante
inmunoprecipitacion con anti-FLNA inmovilizado y deteccion de transferencia Western (Fig. 25A) usando
anticuerpos especificos para cada receptor, y en donde los numeros fuera y a la izquierda de las
transferencias son como se ha tratado anteriormente. Las transferencias se analizaron mediante
cuantificacion densitométrica (Figs 25B y Fig. 25D). El tejido de EA vy el tejido de control tratado con ARa42
mostraron una asociacion marcadamente aumentada de a7nAChR y TLR4 con FLNA, y el Compuesto C0105
redujo estas asociaciones. El porcentaje de inhibicion se representa en la Fig 25C y la Fig. 25E. n=11. Los
datos son medias + SEM. *p<0,01 frente al control tratado con vehiculo, #p<0,01 frente al control tratado con
AB42 0 EA tratado con vehiculo.

La Fig. 26 ilustra en dos paneles que el Compuesto C0105 reduce los complejos AB42-a7nAChR en EA y
control tratado con ABs.. Los sinaptosomas solubilizados de la misma EA tratada y los cortes de cerebro de
control usados en la Fig. 25 se inmunoprecipitaron con anti-AB4. y se sondaron transferencias Western (Fig.
26A) de inmunoprecipitados con anti-a7nAChR y se analizaron mediante cuantificacion densitométrica (Fig.
26B). Los complejos AB42-a7nAChR se elevaron tanto en el tejido de control tratado con AB42 como en tejido
de EA, y el Compuesto C0105 (0,1 y 1 nM) redujo esta interaccion. n=11. Los datos son medias + SEM.
*p<0,01 frente al control tratado con vehiculo, #p<0,01 frente al control tratado con AB42 0 EA tratado con
vehiculo.

La Fig. 27 ilustra en dos paneles que el Compuesto C0105 reduce la afinidad de la interaccion ARasz-
a7nAChR. En el tejido de control postmortem, la incubacion del Compuesto C0105 reduce la afinidad de
union de AB42 para a7nAChR 1000 veces desde 100 femtomolar a 16 nanomolar en membranas sinapticas
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biotiniladas de cortes frontales postmortem de controles sin demencia (Fig. 27A). En células SK-N-MC
nuevas, el Compuesto C0105 reduce esta afinidad de unién 10.000 veces, de 770 femtomolar a 1 nanomolar
(Fig. 27B). Los datos son medias + SEM. n=11 para el tejido de control postmortem; n=6 para células SK-N-
MC.

La Fig. 28 es un grafico de barras que ilustra que el Compuesto C0105 reduce la disfunciéon de a7nAChR. Los
cortes de cerebro con EA y los cortes de cerebro de control tratados con A4 tuvieron una afluencia de calcio
significativamente deteriorada después de la estimulaciéon con el agonista completo de a7nAChR
PNU282987. El tratamiento con compuesto C0105 normalizé este deterioro. Los datos son medias + SEM.
n=11. *p<0,01 frente a control tratado con vehiculo, #p<0,01 frente a grupo de EA tratado con vehiculo,
+p<0,01 frente a los grupos de control tratados con vehiculo y compuesto C0105.

La Fig. 29 es un grafico de barras que ilustra que el Compuesto C0105 reduce la disfuncion de NMDAR. Los
cortes de cerebro de EA y los cortes de cerebro de control tratados con AB4, tenian una afluencia de Ca*?
significativamente deteriorada después de la estimulacion con NMDA vy glicina, co-agonistas de NMDAR. El
tratamiento con compuesto C0105 normalizé este deterioro. Los datos son medias + SEM. n=11. *p<0,01
frente al nivel basal en el control, #p<0,01 frente al grupo de EA tratado con vehiculo,+p<0,01 en
comparacion con los grupos de control tratados con vehiculo y compuesto C0105.

La Fig. 30 es un grafico de barras que ilustra que el Compuesto C0105 1 nM normaliza parcialmente la
afluencia de Ca*? provocada por K*. La afluencia de Ca*? provocada por K* disminuye drasticamente en los
cortes de cerebro con EA y en los cortes de cerebro de control tratados con A4z, indicando células no
funcionales o muerte celular. La incubacién del compuesto C0105 eleva significativamente esta afluencia de
Ca*? inducida por despolarizacion, rescatando algunas de las células no funcionales. Los datos son medias +
SEM. n=11. *p<0,01 frente al grupo de control tratado con vehiculo; #p<0,01 frente a grupo de EA tratado con
vehiculo;+p<0,01 frente a los grupos de control tratados con vehiculo y compuesto C0105.

La Fig. 31 ilustra en dos paneles que el Compuesto C0105 normaliza los deterioros de sefializacion de
NMDAR. La disfuncion de NMDAR en los cortes cerebrales de EA y de control tratados con AB4» también se
evidencia por las reducciones en los ligamientos de varias moléculas de sefializacion con NR-1, la subunidad
de NMDAR obligatoria. El compuesto C0105 (1 nM) mitiga estas reducciones. Las transferencias Western
(Fig. 31A), en las que los nimeros fuera y a la izquierda de las transferencias son como se ha tratado
anteriormente, se analizaron mediante cuantificacion densitométrica (Fig. 31B). Los datos son medias + SEM.
n=11. *p<0,01 frente a nivel estimulado con NMDA/glicina en el grupo de control tratado con vehiculo;
#p<0,01 frente a nivel estimulado con NMDA/glicina en el grupo con EA tratado con vehiculo.

La Fig. 32 ilustra en dos paneles que el Compuesto C0105 normaliza los deterioros de la sefalizacion IR. La
sefializacion de IR esta deteriorada en los cortes cerebrales de control con EA y tratados con AR42, como se
mide por la fosforilacion de IPf y su asociacion con la molécula de sefializacion IRS-1. La incubacién con el
Compuesto C0105 (1 nM) normaliza estos deterioros. Las transferencias Western (Fig. 32A), en las que los
numeros fuera y a la izquierda de las transferencias son como se ha tratado anteriormente, se analizaron
mediante cuantificacion densitométrica (Fig. 32B). Los datos son medias + SEM. n=11. *p<0,01 en
comparacion con el nivel estimulado con insulina en el grupo de vehiculo de control; #p<0,01 frente a nivel
estimulado por insulina en el grupo de vehiculo con EA.

La Fig. 33 ilustra en dos paneles que el pentapéptido VAKGL (SEQ ID NO: 1) (10 uM) bloquea la prevencion
de la asociaciéon FLNA-a7nAChR o TLR4 por C0105. Actuando como un sefiuelo para la proteina FLNA, el
sitio de unién al pentapéptido del Compuesto C0105 en FLNA bloquea la reduccién del Compuesto C0105 en
la asociacion de FLNA - a7nAChR/TLR4 inducida por AB42 en sinaptosomas corticales frontales postmortem.
Las transferencias Western (Fig. 33A), en las que los numeros fuera y a la izquierda de las transferencias son
como se ha tratado anteriormente, se analizaron mediante cuantificacion densitométrica (Fig. 33B). Los datos
son medias + SEM. n=3. *p<0,01 frente a el nivel basal respectivo; #p<0,01 frente a los tejidos expuestos a
AB42.

Fig. 34 el pentapéptido VAKGL (SEQ ID NO: 1) (10 yM) bloquea la prevencion de la fosforilacion de Tau por
el Compuesto C0105. De nuevo, usando sinaptosomas corticales frontales postmortem, el pentapéptido
VAKGL bloquea la reduccion por C0105 en la fosforilaciéon de tau en los tres sitios de fosforilacion que se
encuentran en los ovillos neurofibrilares. Las transferencias Western (Fig. 34A), en las que los numeros fuera
y a la izquierda de las transferencias son como se ha tratado anteriormente, se analizaron mediante
cuantificacion densitométrica (Fig. 34B). Los datos son medias + SEM. n=3. *p<0,01 frente a el nivel basal
respectivo; #p<0,01 frente a los tejidos expuestos a ARa.

De la Fig. 35 a la Fig. 40 representan farmacoforos esquematicos (Farmacoforos 1-6, respectivamente) que
muestran localizaciones relativas de caracteristicas quimicas como un aceptor de enlaces de hidrogeno
(HBA), un centro aromatico/hidréfobo (ARO/HYD) y las distancias intramoleculares entre ellos en Angstroms
para un compuesto que se une al péptido pentamérico de FLNA de la SEQ ID NO: 1.

La Fig. 41, ilustra en dos paneles, las Figs. 41 y 41B, compuestos adicionales de union a FLNA de alta
afinidad que reducen la asociacion a7nAChR-FLNA ensayada como en la Fig. 2. Se trataron sinaptosomas
corticales frontales de ratas de 2 meses de edad con concentraciones de 1 o 10 nM de los Compuestos A, B
o C, usando los Compuestos C0134 y C0105 como controles, ya sea simultaneamente (Sim) con o 10
minutos antes (10' pr) a AB42 (0,1 M) y se inmunoprecipitaron con anti-FLNA inmovilizado. Los complejos en
los sinaptosomas solubilizados, y los niveles de a7nAChR, TLR4 y FLNA en los inmunoprecipitados anti-
FLNA se determinaron mediante transferencia Western (Fig. 41A) en la que los numeros fuera y a la
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izquierda de las transferencias son como se ha tratado anteriormente. Las cantidades presentes en las
transferencias se cuantificaron por densitometria (Fig. 41B). Las proporciones de a7nAChR/FLNA fueron
estadisticamente diferentes de AR42 solo con p<0,01 para todos los compuestos examinados en la prueba de
Dunnett. Las proporciones de TLR4/FLNA fueron estadisticamente diferentes de AB42 solo para la mayoria de
los compuestos y condiciones a *p<0,01 o **p<0,05. Las féormulas estructurales de los compuestos usados en
esta y en las otras figuras se proporcionan a continuacion en la presente.

La Fig. 42, ilustra también en dos paneles, las Figs. 42A y 42B, que los compuestos de unidon a FLNA
reducen la fosforilacion de tau en los tres sitios de fosforilacion usando los compuestos y concentraciones de
la Fig. 41 usando inmunoprecipitacion y transferencia Western. Por tanto, en los mismos sinaptosomas
tratados usados en la Fig.41, los niveles de proteina tau fosforilada en S202, T2' y T'8" se midieron en
inmunoprecipitados usando un anticuerpo anti-tau que no distingue su estado de fosforilacion (Tau). Los tres
fosfoepitopos de tau se detectaron en inmunoprecipitados usando anticuerpos especificos. AR s2promueve
fuertemente la fosforilacion de tau en los tres sitios (Fig. 42A). El analisis densitométrico de las transferencias
(Fig. 42B) mostré que los cinco compuestos reducian esta fosforilacion a una concentracion de 10 nM cuando
se administraban o simultdneamente o con un pretratamiento de 10 minutos a ambas concentraciones en
comparacion con AB42 solo usando la prueba de Dunnett a *p<0,01. EIl Compuesto A también redujo la
fosforilacion de tau con la administracion simultanea a 1 nM con **p<0,05 o *p<0,01, mientras que el
Compuesto C no proporcioné un resultado estadisticamente significativo en dos posiciones de fosforilacion
cuando se administré simultaneamente.

La Fig. 43, en dos paneles, Fig. 43A y Fig. 43B, ilustra otros compuestos de union a FLNA de alta afinidad
que reducen la asociacion a7nAChR-FLNA ensayada como en la Fig. 2. Se trataron sinaptosomas corticales
frontales de ratas de 2 meses de edad con concentraciones de 1 0 10 nM de Compuesto C0087 y Compuesto
C0108, usando el Compuesto C0105 como control, ya sea simultaneamente (Sim) o 10 minutos antes (10' pr)
a AB42 (0,1 uM) y se inmunoprecipitaron con anti-FLNA inmovilizado. Los complejos en los sinaptosomas
solubilizados, y los niveles de a7nAChR, TLR4 y FLNA en los inmunoprecipitados anti-FLNA se determinaron
mediante transferencia Western (Fig. 43A) en la que los nimeros fuera y a la izquierda de las transferencias
son como se ha tratado anteriormente. Las cantidades presentes en las transferencias se cuantificaron por
densitometria (Fig 43B). Las proporciones de a7nAChR/FLNA y TLR4/FLNA fueron estadisticamente
diferentes de AB42 solo con **p<0,05, *p<0,01 para los compuestos como se muestra usando la prueba de
Dunnett. Las formulas estructurales de los compuestos usados en esta y en las otras figuras se proporcionan
en la presente a continuacion.

La Fig. 44, ilustra también en dos paneles, Fig. 44A y Fig. 44B, que los compuestos de unién a FLNA reducen
la fosforilacion de tau en los tres sitios de fosforilacion usando los compuestos y concentraciones de la Fig. 43
usando inmunoprecipitacion y transferencia Western. Por tanto, en los mismos sinaptosomas tratados usados
en la Fig.43, se midieron los niveles de proteina tau fosforilada en S2%2, T2' y T'® en inmunoprecipitados
usando un anticuerpo anti-tau que no distingue su estado de fosforilacion (Tau). Los tres fosfoepitopos de tau
se detectaron en inmunoprecipitados usando anticuerpos especificos. ABs2 promueve fuertemente la
fosforilacion de tau en los tres sitios. El analisis densitométrico de las transferencias (Fig. 44B) mostré que
ambos compuestos redujeron esta fosforilacion a ambas concentraciones, ya sea administrados
simultaneamente o con un pretratamiento de 10 minutos en comparacién con AB42 solo usando la prueba de
Dunnett a **p<0,05, *p<0,01.

La Fig. 45, ilustra en dos paneles, Fig. 45A y Fig. 45B, compuestos de uniéon a FLNA de alta afinidad
adicionales que reducen la asociacion a7nAChR-FLNA ensayada como en Fig. 2. Se trataron sinaptosomas
corticales frontales de ratas de 2 meses de edad con concentraciones de 1 o 10 nM de Compuesto C0124,
usando el Compuesto C0105 como control, ya sea simultaneamente (Sim) o 10 minutos antes (10' pr) a ABa2
(0,1 pM) y se inmunoprecipitaron con anti-FLNA inmovilizado. Los complejos en los sinaptosomas
solubilizados, y los niveles de a7nAChR, TLR4 y FLNA en los inmunoprecipitados anti-FLNA se determinaron
mediante transferencia Western (Fig. 45A) en la que los nimeros fuera y a la izquierda de las transferencias
son como se ha tratado anteriormente. Las cantidades presentes en las transferencias se cuantificaron por
densitometria (Fig 45B). Las proporciones de a7nAChR/FLNA y TLR4/FLNA fueron estadisticamente
diferentes de AB42 solo con **p<0,05, *p<0,01 para los compuestos como se muestra usando la prueba de
Dunnett. Las féormulas estructurales de los compuestos usados en esta y en las otras Figuras se proporcionan
en la presente a continuacion.

La Fig. 46, también ilustra en dos paneles, Fig. 46A y Fig. 46B, que los compuestos de unién a FLNA reducen
la fosforilacion de tau en los tres sitios de fosforilacion usando los compuestos y concentraciones de la Fig. 45
usando inmunoprecipitacion y transferencia Western. Asi, en los mismos sinaptosomas tratados usados en la
Fig.45, se midieron los niveles de proteina tau fosforilada en S22, T2' y T'8' en inmunoprecipitados usando
un anticuerpo anti-tau que no distingue su estado de fosforilacién (Tau). Los tres fosfoepitopos de tau se
detectaron en inmunoprecipitados usando anticuerpos especificos. AB42 promueve fuertemente la fosforilacion
de tau en los tres sitios. El andlisis densitométrico de las transferencias (Fig. 46B) mostr6 que ambos
Compuestos C0105 y C0124 redujeron esta fosforilacion a ambas concentraciones administradas o
simultaneamente o con un pretratamiento de 10 minutos en comparacién con AB42 solo usando la prueba de
Dunnett en *p<0,01.

La Fig. 47, ilustra en tres paneles como las Figs. 47A-47C, que el LPS en cada una de las dos
concentraciones (10 pg/mly 10 pg/ml) induce la fosforilacion de tau en los tres sitios de fosforilacion en cortes
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de células del hipocampo postmortem humanas, y que esa fosforilacion es inhibida por el compuesto C0105 a
una concentracion de 1 nM usando inmunoprecipitacion y transferencia Western. Los niveles de proteina tau
fosforilada en S202, T2' y T'8! se midieron en inmunoprecipitados usando un anticuerpo anti-tau que no
distingue su estado de fosforilacion (Tau). Los tres fosfoepitopos de tau se detectaron en inmunoprecipitados
usando anticuerpos especificos usando transferencias Western (WB). AB42 se usé como un control que
también promueve la fosforilacién de tau en los tres sitios. El analisis densitométrico de las transferencias
(Figs. 47B y 47C) proporciona una ilustracion cuantitativa de que el Compuesto C0105 redujo esta
fosforilacion usando comparaciones multiples de Newman-Keuls: *p<0,01, **p<0,05 en comparacién con el
grupo incubado con vehiculo, y #p<0,01 en comparacion con el grupo tratado con LPS o Aby; respectivo. Los
graficos en la Fig. 47C estan en el mismo orden que los mostrados en la Fig. 47B.

La Fig. 48, en cuatro partes como la Fig. 48A, 48B, 48C y 48D, son graficos que muestran curvas de
competencia que ilustran la union de naloxona [3H] LX radiomarcada en presencia de naltrexona (NTX) o
Compuesto ilustrativo C0105 a la filamina A (FLNA) o al pentamero de filamina A (FLNA) de la SEQ ID NO. 1
como se informa en Wang et al., PLoS One. 3(2):e1554 (2008). La Fig. 48A ilustra la union de [*H] NLX a
FLNA en las membranas de células A7 en presencia de las cantidades indicadas de naltrexona (NTX) y se
toma de Wang et al., PLoS One. 3(2):e1554 (2008),Fig. 3; la Fig. 48B ilustra la union de [*HJNLX a FLNA en
membranas de células A7 en presencia de las cantidades indicadas del Compuesto C0105; la Fig. 48C ilustra
la union de [*H]NLX en presencia de las cantidades indicadas de Compuesto C0105 a FLNA en membranas
de células SK-N-MC; y la Fig. 48D ilustra la union de [PH]NLX al pentamero FLNA de la SEQ ID NO. 1 en
presencia de las cantidades indicadas de Compuesto C0105.

ABREVIATURAS Y FORMAS CORTAS
En la presente especificacion se usan las siguientes abreviaturas y formas cortas.

"AB" significa beta-amiloide

"AB42 " significa un producto de protedlisis de 42 residuos de la proteina precursora amiloide (APP)
"a7nAchR" significa receptor de acetilcolina alfa-7 nicotinico
"DAMGQ" significa [D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol] -encefalina
"ERK2" significa quinasa 2 regulada por sefial extracelular
"FCX" significa corteza frontal o corteza prefrontal

"FLNA" significa filamina A

"FITC" significa isotiocianato de fluoresceina

"Gs" significa subtipo estimulante de la proteina G, estimula la adenilil ciclasa
"HP" significa hipocampo

"IHC" significa inmunohistoquimica

"IR" significa receptor de insulina

"MOR" significa receptor opioide y

"NLX" significa naloxona

"NTX" significa naltrexona

"NFTs" significa ovillos neurofibrilares

"NMDA" significa N-metil-D-aspartato

"NMDAR" significa receptor de NMDA

"pERK2" significa ERK2 fosforilado

"pTau" significa proteina tau hiperfosforilada

"TLR4" significa receptor tipo toll 4

DEFINICIONES

En el contexto de la presente invencion y las reivindicaciones asociadas, los siguientes términos tienen los
siguientes significados:
Los articulos "un" y "unan" se usan en la presente para referirse a uno o a mas de uno (es decir, a por lo menos uno)
del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento” significa un elemento o mas de un elemento.

Como se usa en la presente, el término "hidrocarbilo" es un término corto para un grupo no aromatico que
incluye grupos alifaticos de cadena lineal y ramificada, asi como grupos aliciclicos o radicales que contienen solo
carbono e hidrégeno. En la medida en que los grupos aliciclicos son grupos alifaticos ciclicos, tales sustituyentes se
consideran en lo sucesivo como subsumidos dentro de los grupos alifaticos. Por tanto, se contemplan grupos alquilo,
alquenilo y alquinilo, mientras que los hidrocarburos aromaticos como los grupos fenilo y naftilo, que hablando
estrictamente también son grupos hidrocarbilo, son referidos en la presente como grupos, sustituyentes, fracciones o
radicales arilo, como se describe mas adelante en la presente. Un grupo sustituyente aralquilo como bencilo se
considera un grupo aromatico debido a que tiene un anillo aromatico unido a un grupo X, donde X es CH,. Un grupo
sustituyente que contiene tanto un anillo alifatico como una porcion de anillo aromatico como tetralina
(tetrahidronaftaleno) que esta enlazado directamente a través de la porcion alifatica al anillo representado que
contiene el grupo W se considera un grupo hidrocarbilo no aromatico. Por otro lado, un grupo similar unido

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2716049 T3

directamente a través de la porcion aromatica, se considera un grupo aromatico sustituido. Cuando se pretende un
grupo sustituyente de hidrocarbilo alifatico especifico, se recita ese grupo; es decir, alquilo C4-C4, metilo o
dodecenilo. Los grupos hidrocarbilo ejemplares contienen una cadena de 1 a aproximadamente 12 atomos de
carbono, y preferiblemente de 1 a aproximadamente 8 atomos de carbono, y mas preferiblemente de 1 a 6 atomos
de carbono.

Un grupo hidrocarbilo particularmente preferido es un grupo alquilo. Como consecuencia, puede
enumerarse un sustituyente generalizado, pero mas preferido, reemplazando el descriptor "hidrocarbilo" por "alquilo”
en cualquiera de los grupos sustituyentes enumerados en la presente.

Los ejemplos de radicales alquilo incluyen metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo,
terc-butilo, pentilo, iso-amilo, hexilo, octilo, decilo, dodecilo y similares. También se contemplan radicales alquilo
ciclicos como ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo y cicloheptilo, al igual que sus radicales alquenilo y
alquinilo correspondientes. Los ejemplos de radicales alquenilo de cadena lineal y ramificada adecuados incluyen
etenil(vinilo), 2-propenilo, 3-propenilo, 1,4-pentadienilo, 1,4-butadienilo, 1-butenilo, 2-butenilo, 3-butenilo, decenilo y
similares. Los ejemplos de radicales alquinilo de cadena lineal y ramificada incluyen etinilo, 2-propinilo, 3-propinilo,
decinilo, 1-butinilo, 2-butinilo, 3-butinilo y similares.

Se sigue la nomenclatura de los sufijos quimicos habitual cuando se usa la palabra "hidrocarbilo”, excepto
que no siempre se sigue la practica habitual de eliminar el terminal "il" y afiadir un sufijo apropiado debido a la
posible similitud de un nombre resultante con uno o mas sustituyentes. Por lo tanto, un hidrocarbil éter es referido
como un grupo "hidrocarbiloxi" en lugar de un grupo "hidrocarboxi", ya que posiblemente sea mas apropiado cuando
se siguen las reglas habituales de la nomenclatura quimica. Los grupos hidrocarbiloxi ilustrativos incluyen grupos
metoxi, etoxi y ciclohexeniloxi. Por otro lado, un grupo hidrocarbilo que contiene una funcionalidad -C(O)- es referido
como un hidrocarbilo (acilo) y el que contiene una -C(O)O- es un grupo hidrocarboiloxi en la medida en que no existe
ambigliedad. Los grupos hidrocarboilo e hidrocarboiloxi ejemplares incluyen grupos acilo y aciloxi, respectivamente,
como acetilo y acetoxi, acriloilo y acriloiloxi.

Los grupos de enlace relacionados con carboxilo entre el sistema de anillo espiro central y un sistema de
anillo aromatico o heteroaromatico, circulo A, incluyen varios tipos de enlaces éster y amida. llustrativos de tales
enlaces son los ésteres de sulfonamida, sulfonato y tiosulfonato que pueden formarse entre un grupo que contiene
SO, [también mostrado alagunas veces como grupo S(=0);] y un atomo de amina, oxigeno o azufre,
respectivamente. Los enlaces amida, éster y tioéster pueden formarse entre un anillo aromatico o heteroaromatico
que contiene un C(O) [también mostrado algunas veces como grupo (C=0)] y un atomo de nitrdgeno, oxigeno o
azufre, respectivamente. De manera similar, puede formarse un conector de guanidino entre un anillo aromatico o
heteroaromatico que contiene un grupo NHC(NH)[NHC(=NH)] y un nitrégeno, un uretano, carbonato o tiocarbonato
puede formarse entre un anillo aromatico o heteroaromatico que contiene un grupo OC(O) [o OC(=0)] y un
nitrégeno, oxigeno o azufre, respectivamente. Un compuesto que contiene un conector de urea, un conector de
uretano o un conector de isotiourea [NHC(O)S] {o [NHC(=0O)S]} puede formarse entre un anillo aromatico o
heteroaromatico que contiene un grupo NHC(O) y un nitrégeno, oxigeno o azufre, respectivamente. También se
contempla un enlace tiourea.

Un sustituyente "carboxilo" es un grupo -C(O)OH. Un carboxilato de hidrocarbilo C1-Cs es un éster de
hidrocarbilo C4-Cs de un grupo carboxilo. Una carboxamida es un sustituyente -C(O)NR3R?, en donde los grupos R
se definen en otro lugar y se numeran aqui como 3 y 4 para facilitar la exposicion adicional, pero no necesitan ser
numerados asi en las formulas quimicas siguientes. De manera similar, una sulfonamida es un sustituyente -
S(0):NR3R?, donde los grupos R se definen en la presente a continuacion. Los grupo R® y R* ilustrativos que junto
con el nitrégeno representado de una carboxamida forman un anillo de 5-7 miembros que contiene opcionalmente 1
0 2 heteroatomos adicionales que son independientemente nitrégeno, oxigeno o azufre, incluyen grupos morfolinilo,
piperazinilo, oxatiazolilo, 1,2,3-triazolilo, 1,2,4-triazolilo, pirazolilo, 1,2,4-oxadiazinilo y azepinilo.

Como comprendera un trabajador experto, no se pretende que un sustituyente que no puede existir como
un grupo alquenilo o alquinilo C; esté abarcado por la palabra "hidrocarbilo”, aunque se pretenden tales
sustituyentes con dos o mas atomos de carbono.

El término "arilo", solo o en combinacién, significa un fenilo, naftilo u otro radical como se describe a
continuacién que lleva opcionalmente uno o mas sustituyentes seleccionados de hidrocarbilo, hidrocarbiloxi,
halégeno, hidroxi, amino, nitro y similares, como fenilo, p-tolilo, 4-metoxifenilo, 4- (terc-butoxi) fenilo, 4-fluorofenilo, 4-
clorofenilo, 4-hidroxifenilo y similares. El término "arilhidrocarbilo", solo o en combinacion, significa un radical
hidrocarbilo como se ha definido anteriormente en el que un atomo de hidrégeno se reemplaza por un radical arilo
como se ha definido anteriormente, como bencilo, 2-feniletilo y similares. El término "arilhidrocarbiloxicarbonilo”, solo
0 en combinacion, significa un radical de la formula -C(O)-O-arilhidrocarbilo en el que el término "arilhidrocarbilo”
tiene el significado dado anteriormente. Un ejemplo de un radical arilhidrocarbiloxicarbonilo es benciloxicarbonilo. El
término "ariloxi" significa un radical de la féormula aril-O- en el que el término arilo tiene el significado dado
anteriormente. El término "anillo aromatico" en combinaciones tales como sulfonamida de anillo aromatico sustituido,
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sulfinamida de anillo aromatico sustituido o sulfenamida de anillo aromatico sustituido significa arilo o heteroarilo
como se ha definido anteriormente.

Como se usa en la presente, el término "se une" se refiere a la adherencia especifica de las moléculas
entre si, como por ejemplo, pero no limitado a a, la interaccién de un ligando con su receptor, o un polipéptido de la
SEQ ID NO: 1 con una molécula pequefia tales como los compuestos divulgados en la presente, o un anticuerpo y
su antigeno.

Como se usa en la presente, el término "compuesto de unién a FLNA" se refiere a un compuesto que se
une a la proteina filamina A del armazén, o mas preferiblemente a un polipéptido que comprende residuos -Val-Ala-
Lys-Gly-Leu- (SEQ ID NO: 1) de la secuencia de FLNA que corresponde a las posiciones de los residuos de
aminoacidos 2561-2565 de la secuencia de la proteina FLNA como se indica en la secuencia proporcionada en la
pagina web: UniProtKB/Swiss-Prot entrada P21333, FLNA-HUMAN, secuencia de la proteina Filamina-A. Un
compuesto de unién a FLNA puede inhibir el acoplamiento de MOR-Gs provocado por la estimulacion agonista del
receptor opioide y a través de interacciones con la filamina A, preferiblemente en el 242 region de repeticion.

Como se usa en la presente, el término "receptor opioide" se refiere a un receptor acoplado a proteina G
localizado en el SNC que interactia con los opioides. Mas especificamente, el receptor opioide u es activado por la
morfina que causa analgesia, sedacion, nauseas y muchos otros efectos secundarios conocidos por los expertos en
la técnica.

Como se usa en la presente, el término "agonista opioide" se refiere a una sustancia que tras unirse a un
receptor opioide puede estimular el receptor, inducir el acoplamiento de la proteina G y desencadenar una respuesta
fisiolégica. Mas especificamente, un agonista opioide es una sustancia similar a la morfina que interactia con MOR
para producir analgesia.

Como se usa en la presente, el término "antagonista opioide" se refiere a una sustancia que tras unirse a un
receptor opioide inhibe la funcién de un agonista opioide al interferir con la union del agonista opioide con el
receptor.

Como se usa en la presente, el término "dosis ultra baja" o "cantidad ultra baja" se refiere a una cantidad de
compuesto que cuando se administra en combinacién con un agonista opioide es suficiente para mejorar la potencia
analgésica del agonista opioide. Mas especificamente, la dosis ultra baja de un antagonista opioide se mezcla con
un agonista opioide en una cantidad de aproximadamente 1000 a aproximadamente 10.000.000 veces menos, y
preferiblemente de aproximadamente 10.000 a aproximadamente 1.000.000 veces menos que la cantidad de
agonista opioide.

Como se usa en la presente, una "cantidad eficaz de unién a FLNA" o mas simplemente una "cantidad
eficaz" se refiere a una cantidad de un compuesto contemplado suficiente para unirse al pentapéptido FLNA de la
SEQ ID NO: 1 y realizar las funciones descritas en la presente, como la inhibicién de la fosforilacion de la proteina
tau. Una cantidad eficaz de un compuesto contemplado se determina mas faciimente usando el ensayo in vitro del
Ejemplo 1. Usando esa definicion, una cantidad eficaz de un compuesto contemplado se une a un pentapéptido de la
SEQ ID NO: 1, inhibe por lo menos aproximadamente el 60 por ciento y mas preferiblemente aproximadamente el 70
por ciento de la unién de naloxona marcada con FITC cuando esta presente a una concentracion de 10 uM y se usa
naloxona sin marcar como inhibidor de control a la misma concentraciéon y en las mismas condiciones que el
compuesto contemplado, y hasta aproximadamente dos veces (200 por ciento) la inhibicién obtenida con naloxona
como control.

Como se usa en la presente, el término "farmacoforo” no se pretende que implique ninguna actividad
farmacoldégica. Un farmacoforo se puede definir como los grupos relevantes en una molécula que interactian con un
receptor y son responsables de la actividad del compuesto. [R.B. Silverman, The Organic Chemistry of Drug Design
and Drug Action, 22 ed., Elsevier Academic Press, Amsterdam, (2004), pag. 17]. El término también puede definirse
y se pretende en la presente que sean las caracteristicas quimicas de una molécula y su distribucion en el espacio
tridimensional que constituye los requisitos preferidos para la interacciéon molecular con un receptor (ver, Patente de
Estados Unidos N° 6.034.066). Un farmacdéforo se calcula informaticamente determinando las funciones aceptoras
de unién a hidrégeno y aromaticas/hidréfobas compartidas y las distancias entre ellas de un grupo de compuestos
que se unen de manera similar a un receptor particular, aqui, el pentapéptido de la SEQ ID NO: 1, usando un
ordenador apropiadamente programado. Tales programas informaticos estan disponibles comercialmente de
compafiias como Accelrys Software Inc., San Diego, CA, Schrddinger, LLC, Portland, OR, de Chemical Computing
Group, Inc., Montreal, QC, Canada, o como un programa de acceso abierto referido como ZINCPharmer

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién es como se define en las reivindicaciones. La presente divulgacion contempla un
método para inhibir la hiperfosforilacion (fosforilacién) de la proteina tau en uno o mas de S2%2, 723" y T8 jn vitro, asi

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2716049 T3

como in vivo. Dicho método comprende los pasos de administrar a las células del sistema nervioso central con
necesidad reconocida de ello, como las células cerebrales, una cantidad eficaz de un compuesto que se une al
pentapéptido FLNA de la SEQ ID NO: 1, inhibe por lo menos aproximadamente el 60 por ciento y mas
preferiblemente aproximadamente el 70 por ciento de la unién de naloxona marcada con FITC cuando esta presente
en una concentracion de 10 uM y usa naloxona no marcada como inhibidor de control a la misma concentracion. Ese
compuesto también contiene preferiblemente por lo menos cuatro de los seis farmacoéforos de las Figs. 35-40. Un
compuesto mas preferido contiene cinco de los seis farmacoforos, y el compuesto mas preferido contiene los seis de
esos farmacoforos.

La fosforilacion de uno o mas de S22, T23' y T 8 de la proteina tau es tipicamente ademas de la
fosforilacion de uno o mas residuos adicionales de la proteina. La presencia de dicha fosforilacion puede
determinarse mediante la inmunoreaccién de un anticuerpo, habitualmente un anticuerpo monoclonal, que
inmunoreacciona especificamente con una proteina tau que se fosforila en uno de esos tres residuos de
aminoacidos, como se ilustra en la presente.

La administracion se lleva a cabo preferiblemente en ausencia de una cantidad eficaz de unién a MOR de
una molécula agonista o antagonista de MOR proporcionada exdégenamente separada. Por tanto, un compuesto de
union a MOR suministrado exégenamente, como la propia morfina, codeina, oxicodona y compuestos de union a
MOR similares, esta ausente cuando se administra un compuesto contemplado a las células. La presencia de un
compuesto de unién a MOR suministrado endégenamente, como una endorfina o una encefalina, no puede
controlarse tan facilmente y no se excluye. Algunos de los compuestos de unién al pentapéptido FLNA contemplados
también se unen a MOR y su uso tampoco esta excluido. Sin embargo, se prefiere usar un compuesto que se una
pobremente o nada a MOR, como se trata a continuacion y no sea un agonista de MOR. Tal compuesto muestra
menos de aproximadamente el 80 por ciento de estimulacion de MOR proporcionado por DAMGO a la misma
concentracion y condiciones de ensayo.

La inhibicion de la hiperfosforilacion (fosforilacion) de la proteina tau in vitro e in vivo puede ensayarse en
lisados u otras preparaciones celulares de células del SNC cultivadas in vitro o en lisados de células del SNC, como
las neuronas olfativas, obtenidas mediante raspado de la cavidad nasal para células epiteliales neurales o de
muestras de biopsia para ensayos in vivo.

También se contempla un método para inhibir la respuesta inmune mediada por TLR4 como la inflamacién
de células que contienen TLR4 como linfocitos o células del SNC, que comprende administrar a células que
contienen TLR4 con necesidad reconocida de ello una cantidad eficaz de un compuesto o un sal farmacéuticamente
aceptable del mismo que se une a un pentapéptido de filamina A (FLNA) de la SEQ ID NO: 1, inhibe por lo menos
aproximadamente el 60 por ciento y mas preferiblemente aproximadamente el 70 por ciento de la unién de naloxona
marcada con FITC cuando esta presente a una concentracion de 10 yM y se usa naloxona no marcada como el
inhibidor de control a la misma concentracion, y contiene por lo menos cuatro de los seis farmacoéforos de las Figs.
35-40. La administracién se lleva a cabo preferiblemente en ausencia de una cantidad eficaz de unién al receptor
opioide mu (MOR) de una molécula agonista o antagonista de MOR separada. Un compuesto administrado
preferiblemente se une pobremente o no se une a MOR como se describe posteriormente, por ejemplo, el
compuesto muestra menos de aproximadamente el 80 por ciento de la estimulacion de MOR proporcionada por
DAMGO a la misma concentracion.

También se contempla el uso de un Unico estereocisdmero o mezcla de estereoisémeros, o una sal
farmacéuticamente aceptable de un compuesto contemplado. La administracion contemplada puede tener lugar in
vivo o in vitro, y se repite tipicamente una pluralidad de veces durante un periodo de dias o meses cuando se
administra in vivo a las células de un animal huésped como un humano.

Un compuesto administrado contiene por lo menos cuatro de los seis farmacoéforos de las Figs. 35-40, pero
mas preferiblemente, dicho compuesto contemplado contiene por lo menos cinco de los seis farmacéforos de las
Figs. 35-40. Mas preferiblemente, el compuesto administrado contiene cada uno de los seis farmacoforos de las
Figs. 35-40.

La inflamacion de la respuesta inmune mediada por TLR4 de las células del SNC produce hiperfosforilacion
de la proteina tau y tauopatias relacionadas, como las que resultan de las NFT. Como consecuencia, una manera de
analizar la presencia de inflamaciéon mediada por TLR4 es analizar la presencia de una cantidad aumentada de tau
fosforilada en comparaciéon con la cantidad presente en una afeccion no inflamatoria como se describiod
anteriormente para la tau hiperfosforilada.

La inflamacion mediada por TLR4 también puede reconocerse por una abundancia mayor que la de fondo
de marcadores de proteinas de activacion de TLR4, como las citoquinas IL-1f3, IL-6 y TNFa que generalmente se
aumentan juntas, y/o las proteinas NF-kB y JNK estimuladas por separado. Como se ha sefialado anteriormente, la
expresion aumentada de IL-1B, IL-6 y TNFa en comparacion con la expresion de NF-kB y JNK parece proceder por
diferentes vias mediadas por TLR4. Sin embargo, ambos marcadores de inflamacién pueden estar presentes al
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mismo tiempo debido al mismo inmunoestimulo.

Por tanto, la presencia de una cantidad aumentada de uno, dos o tres de IL-1[3, IL-6 y TNFa en relacion con
la cantidad presente en una afeccidon no inflamatoria indica la presencia de inflamacién mediada por TLR4. De
manera similar, la presencia aumentada del factor de transcripcion NF-kB y la proteina quinasa activada por
mitdgeno c-Jun N-terminal quinasa (JNK) en comparacion con la cantidad presente en una afeccion no inflamatoria
por separado implica la presencia de una inflamacién mediada por TLR4.

Estas proteinas o polipéptidos pueden analizarse en lisados de células cultivadas como linfocitos B, células
T y macréfagos o células del SNC como neuronas olfativas que pueden obtenerse raspando la cavidad nasal para
células epiteliales neuronales para ensayos in vivo. Las proteinas también pueden analizarse en el medio de cultivo
celular para estudios in vitro usando linfocitos o células del SNC como las ilustradas posteriormente en la presente y
en fluidos corporales como sangre o su plasma constitutivo o suero o linfocitos para ensayos in vivo.

La administracion de un compuesto contemplado o su sal farmacéuticamente aceptable se continlia hasta
que la hiperfosforilacion de tau ya no aumenta y/o hasta que la cantidad de uno o mas de los marcadores de
proteina de activacion de TLR4 se encuentra en niveles de fondo. La mejora del nivel de tau hiperfosforilada o uno
de los marcadores de proteinas TLR4 en relacion con el fondo (en ausencia de una respuesta inmune mediada por
TLR4) se determina por una diferencia que es estadisticamente significativa por lo menos al nivel de confianza del
90% (p<0,1), y preferiblemente al nivel de confianza del 95 por ciento (p<0,05) como se ilustra en las figuras
acompanantes.

También se prefiere que un compuesto administrado o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
esté presente disuelto o dispersado en un diluyente farmacéuticamente aceptable como una composicion
farmacéutica cuando se administra. Mas preferiblemente, la administracion es peroral.

También se contempla el uso de una sal farmacéuticamente aceptable de un compuesto contemplado,
como es el uso de un Unico estereoisdmero o mezcla de estereoisomeros, o de sus sales farmacéuticamente
aceptables. La administracion contemplada puede tener lugar in vivo o in vitro.

En los aspectos actualmente preferidos, la presente divulgacion contempla un método para inhibir 1) la
fosforilacion de la proteina tau y/o 2) la respuesta inmune mediada por TLR4 (por ejemplo, Inflamacién) de linfocitos
y/o células del SNC que comprende administrar a células del sistema nervioso central con necesidad reconocida de
ello, como células cerebrales, una cantidad eficaz de un compuesto de uno o mas de la Serie C-2, un Unico
enantiomero, una mezcla de enantidmeros o una sal farmacéuticamente aceptable de cualquier compuesto
contemplado. La administracion se lleva a cabo preferiblemente en ausencia de una cantidad eficaz de unién a MOR
de una molécula agonista o antagonista de MOR separada. llustrativas de las células del SNC son células como las
de un animal huésped que muestra inflamacién inducida por una lesién cerebral como una lesién cerebral
traumatica, encefalopatia traumatica crénica, asi como las de un animal huésped como un humano que muestra
sintomas de enfermedad de Alzheimer (EA), demencia frontotemporal (DFT), pardlisis supranuclear progresiva,
demencia pugilistica y degeneracion corticobasal, asi como una infeccion por bacterias Gram positivas o Gram
negativas.

La estructura general del compuesto se muestra a continuaciéon. Una exposicion detallada se presenta en la
seccion titulada "Compuestos Contemplados” que sigue.

R8

J F

\N/

R2

De acuerdo con un método descrito anteriormente, una composicién que contiene una cantidad eficaz de
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un compuesto contemplado o su sal farmacéuticamente aceptable disuelta o dispersada en un diluyente
farmacéuticamente aceptable se administra a células del SNC con necesidad reconocida de ello, y particularmente al
cerebro, in vivo en un animal vivo o in vitro en una preparacién celular. Cuando se administra in vivo a un animal
como una rata o ratén de laboratorio o un ser humano con necesidad reconocida, la administraciéon inhibe la
formacion de NFT que contienen tau fosforilada en el SNC, como en el cerebro de un animal sujeto al que se
administra un compuesto contemplado. La mezcla de una composiciéon que contiene un compuesto contemplado o
su sal farmacéuticamente aceptable disuelta o dispersada en un diluyente farmacéuticamente aceptable con células
del SNC, como una preparacion de células cerebrales in vitro, también inhibe la formacién de NFT como se ilustra a
continuacion.

Un compuesto contemplado se une a la proteina FLNA de andamiaje y, en particular, a una porcion de
cinco residuos de la secuencia de la proteina FLNA Val-Ala-Lys-Gly-Leu (SEQ ID NO: 1) en un ensayo in vitro que
se expone a continuacion en el Ejemplo 1, y brevemente a continuacién. Un compuesto contemplado se une solo a
un Unico sitio en FLNA y ese sitio es el sitio del pentapéptido de la SEQ ID NO: 1.

Estudios de uniéon de la inhibicién de naltrexona de naloxona tritiada, [*H]JNLX, union a membranas de
células A7 que expresan FLNA (una linea celular de astrocitos producida inmortalizando los astrocitos del nervio
optico de rata Sprague-Dawley embrionaria con antigeno T grande SV40) ha demostrado la existencia de dos sitios
de afinidad en FLNA; un sitio de alta afinidad (H) con un ICso-H de 3,94 picomolar y un sitio de menor afinidad (L)
ICso-L de 834 picomolar. [Wang et al., PLoS One. 3(2):e1554 (2008); Wang et al., PLoS One. 4(1):e4282 (2009).] El
sitio de alta afinidad se identificé posteriormente como el pentapéptido FLNA de la SEQ ID NO: 1 (Publicacion de
Patente de Estados Unidos 2009/0191579 y su solicitud predecesora N° de serie 60/985.086 que se presento el 2 de
noviembre de 2007), mientras que el sitio de menor afinidad aun no se ha identificado.

Los compuestos tales como la naloxona (NLX), naltrexona (NTX), metadona, fentanilo, nalorfina, nalbufina y
buprenorfina, y similares se unen bien al pentapéptido FLNA de alta afinidad de la SEQ ID NO: 1 (VAKGL). Sin
embargo, cuando se usan a una dosis mencionada en la etiqueta del producto, esos compuestos también se unen al
sitio de menor afinidad en FLNA, y tipicamente también se unen al MOR. Algunos de los compuestos son
antagonistas de MOR como la naloxona, naltrexona, nalbufina, mientras que otros como la metadona, la
buprenorfina y el fentanilo son agonistas totales o parciales de MOR. La unién a ese sitio FLNA de menor afinidad
deteriora la actividad del pentapéptido FLNA de la SEQ ID NO: 1 para mostrar sus actividades como se trata, utiliza
e ilustra en la presente. Como consecuencia, compuestos tales como la naloxona, naltrexona, metadona, fentanilo,
nalorfina, nalbufina, buprenorfina, y compuestos similares que también se unen al sitio de menor afinidad en la
proteina FLNA no se contemplan para su uso en la presente.

Un compuesto contemplado para su uso en la presente invencion inhibe la unién de naloxona marcada con
isotiocianato de fluoresceina (FITC-NLX) a la SEQ ID NO: 1 (Bn-VAKGL) ligada a biotina unida a placas de
estreptavidina recubiertas bajo condiciones definidas posteriormente en el Ejemplo 1 en un extension que es por lo
menos aproximadamente el 60 por ciento y mas preferiblemente por lo menos aproximadamente el 80 por ciento del
valor obtenido cuando esta presente en una concentracion de 10 yM y usando naloxona como el inhibidor de control
a la misma concentracion que el compuesto contemplado, y hasta aproximadamente el doble del valor obtenido con
naloxona como control.

La naltrexona (NTX) también puede usarse como un inhibidor de control. Los valores de inhibicién media
obtenidos usando NTX en lugar de NLX tienden a ser un 1 o 2 por ciento mas bajos en valor absoluto que los
obtenidos con NLX. Asi, por ejemplo, cuando un valor de inhibiciéon promedio a una concentracion particular de NLX
es el 40 por ciento, se puede esperar que los valores obtenidos con NTX sean aproximadamente del 38 o 39 por
ciento. Los valores de inhibicién de unién para un compuesto contemplado se determinan teniendo en cuenta la
diferencia de valor de NLX/NTX esperada.

En otros estudios de unién, las Patentes de Estados Unidos N° 7.560.882 y N° 8.153.795 de Sundermann
et al. ensefian que compuestos similares a los de las Series C-1 y C-2 de compuestos son utiles para la inhibicién de
la recaptacion de serotonina, la recaptacion de noradrenalina y tienen una alta afinidad por los receptores de
batrachotoxina (BTX) y/o receptores de cannabinoides (CB2). Los resultados mostrados en la Fig. 45 ilustran que los
compuestos de la Serie D que estan dentro de la definicién proporcionada por Sundermann et al. Patente de
Estados Unidos N° 7.560.882 también inhiben la hiperfosforilacién de tau y son utiles en un método contemplado.

Los compuestos representativos del presente grupo de la Serie C-2 fueron examinados por Ricerca
Biosciences LLC de Taipei, Taiwan en estudios de ensayos de unién competitiva usando técnicas publicadas para
determinar si los compuestos podrian inhibir competitivamente la unién a alguno de los mas de 65 receptores,
canales y transportadores, incluyendo los receptores adrenérgicos a los que se une la noradrenalina, receptores de
serotonina, receptores muscarinicos a los que se une BTX y receptores de cannabinoides. Los compuestos
estudiados no mostraron ninguno una inhibicién significativa en cada uno de esos ensayos.

Determinaciones de Farmacoéforos
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Un aspecto de la invencion es el uso de un compuesto que se une al pentapéptido de la SEQ ID NO: 1 que
esta presente en FLNA para inhibir la fosforilacién de la proteina tau. En este aspecto, las estructuras de los
compuestos que se unen eficazmente a un pentapéptido de la SEQ ID NO: 1 son bastante variadas, pero pueden
unificarse a través de calculo asistido por ordenador de un grupo de farmacéforos compartidos por aquellos
compuestos que si se unen.

Un compuesto contemplado util en la invencién contiene por lo menos cuatro de los seis farmacéforos de
las Figs. 35-40. En la practica preferida, un compuesto contemplado contiene cinco de los seis farmacéforos de esas
figuras, y mas preferiblemente, un compuesto contemplado contiene los seis farmacéforos. Aparte de NLX, NTX,
metadona, fentanilo, nalorfina, nalbufina y buprenorfina que se unen bien al pentapéptido FLNA de la SEQ ID NO: 1
(VAKGL), se prefieren particularmente los compuestos de cuatro series estructurales expuestas a continuacion.

Se preparé un modelo de farmacdéforo conjunto con un ordenador de propdsito general programado usando
las conformaciones tridimensionales de los compuestos en los conjuntos de entrenamiento. Usando datos de 0.1 yM
del Ejemplo 1 como punto de partida, 153 compuestos de la lista de compuestos en las tablas del Ejemplo 1 tienen
una actividad de unién al pentapéptido FLNA que es menor que el valor medio del 45,54 por ciento. Un compuesto
de "unién pobre" o "aglutinante pobre" se define como un compuesto cuya inhibicion de unién es igual o menor que
el valor medio del 45,54 por ciento en un ensayo como el realizado en el Ejemplo 1, cuyos resultados se muestran
en las tablas del Ejemplo 1. El conjunto de entrenamiento consiste de diez compuestos que se sabe que se unen al
pentapéptido FLNA, los 153 compuestos de unién pobre anteriores y también aproximadamente 1000 compuestos
aleatorios seleccionados de la base de datos ZINC en zinc.docking.org.

La seleccion de los farmacoforos implica los pasos siguientes: 1) Primero se prepararon conformaciones
tridimensionales generadas por ordenador de todos los compuestos. 2) Se derivé un conjunto de farmacoforos de 4
puntos presentes en la mayoria de los compuestos activos conocidos. 3) Usando compuestos seleccionados
inactivos y aleatorios conocidos como compuestos de referencia, solo aquellos farmacoéforos que no estaban
presentes en la mayoria de los compuestos de referencia se identificaron como relevantes para la actividad de uniéon
a FLNA. 4) Finalmente se identificaron seis farmacéforos de 4 puntos de los determinados anteriormente para
representar mejor los 10 compuestos activos.

Un compuesto no probado que contiene cuatro de los seis farmacoforos tiene aproximadamente un 20 por
ciento de probabilidad de ser un aglutinante activo en el pentapéptido FLNA. Un compuesto que contiene cinco de
los seis farmacoforos tiene una probabilidad de aproximadamente el 32 por ciento de ser un aglutinante activo en el
pentapéptido FLNA, y una probabilidad de aproximadamente el 60 por ciento cuando contiene seis de los seis
farmacoforos.

Se us6 el software Molecular Operating Environment (MOE) de Chemical Computing Group, Montreal,
Quebec, Canada, para programar una ordenador de propdsito general para generar conformaciones
tridimensionales, para derivar farmacéforos de 4 puntos a partir de compuestos activos, y para probar estos
farmacoforos frente a compuestos inactivos conocidos y compuestos seleccionados aleatoriamente. El modelado de
farmacoforos como se usa en la presente se lleva a cabo como se expone y explica en Penzotti et al., J Med Chem,
2002, 45(9):1737-1740 (2002); Siew et al., Bioorg Med Chem Lett, 21(10):2898-2905 (15 de mayo de 2011); Leong,
Chem Res Toxicol, 20(2):217-226 (2007); y Lin, chemcomp.com/journal/ph4.htm.

En algunas realizaciones, se prefiere que un compuesto de union a FLNA también sea un agonista de
MOR. En otras realizaciones, se prefiere que el compuesto de union a FLNA no sea un agonista de MOR. En la
presente se define que un compuesto no es un agonista de MOR si tiene menos de aproximadamente el 80 por
ciento de la union de [D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol]-encefalina (DAMGO) en cualquiera de las dos concentraciones
utilizadas en la Tabla del Ejemplo 2.

Los diez compuestos del conjunto de entrenamiento de union a pentapéptido FLNA conocidos se muestran
a continuacion junto con sus designaciones alfanuméricas usadas en la presente.

CH3 CH
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CHs o N
oY TN oy
Hac” SCHy 1N \/O OH 0
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De los diez compuestos anteriores usados en el conjunto de entrenamiento para determinar los farmacoforos, nueve
contenian los seis farmacéforos. La naloxona contenia cinco de los seis. Examinando varias estructuras mas de los
compuestos mostrados en las tablas y analizados en el Ejemplo 1 posteriormente, veinte compuestos adicionales
contenian cinco de los seis farmacoforos, y otros veinte contenian cuatro de los seis.

Compuestos de Union a FLNA Contemplados Especificamente

Un compuesto contemplado para su uso en un método contemplado se une al pentapéptido FLNA de la
SEQ ID NO: 1, y contiene por lo menos cuatro de los seis farmacoéforos de las Figs. 35-40. Tal compuesto puede
tener una estructura variada como se ha indicado anteriormente. Independientemente de esa varianza estructural,
un compuesto contemplado inhibe la uniéon de naloxona marcada (FITC-NLX) con el pentapéptido VAKGL biotinilado
(Bn-VAKGL; SEQ ID NO: 1) unido a placas de estreptavidina recubiertas en una extension que es por lo menos
aproximadamente el 80 por ciento del valor obtenido cuando se usa naloxona como inhibidor a la misma
concentracion y bajo las condiciones definidas posteriormente en el Ejemplo 1, y puede ser aproximadamente dos
veces el valor de naloxona a la misma concentracion.

Se ha descubierto que los compuestos de la Serie C-2 se unen bien al pentapéptido de la SEQ ID NO: 1. La
inhibicion de la fosforilacion de tau por los Compuestos A, By C y la Serie D se ilustran en la presente y esos

compuestos son representativos de esas series estructurales. La estructura general se muestra a continuacion,
seguida por divulgaciones mas especificas.

R8

También se contempla una sal farmacéuticamente aceptable de un compuesto de cada una de las formulas
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anteriores. Un compuesto que tiene un carbono asimétrico (quiral) o una sal de dicho compuesto puede existir en
forma de estereocisémeros, que son dos enantidmeros. La invencion se refiere tanto a cada enantiomero por
separado, como a su mezcla; es decir, a ambas formas enantioméricas (d y /, o Ry S) y para su mezcla.
Adicionalmente, cuando estan presentes dos o mas centros quirales, pueden formarse estereoisdmeros
denominados diasteredmeros, y también se contemplan los diasteredbmeros.

Como se observara a partir de las siguientes definiciones, un compuesto contemplado puede contener uno
0 mas atomos de carbono deuterados, en los que el deuterio se designa por su designacion quimica habitual, D. Los
compuestos deuterados pueden ser Utiles para estudiar el mecanismo de las interacciones de losfarmacos con
organismos vivos para la elucidacion de las vias metabdlicas y biosintéticas. La deuteracion también puede
prolongar la vida media de un compuesto contemplado in vivo ya que un enlace carbono-deuterio (C-D) es mas
fuerte que un enlace carbono-hidrégeno (C-H) requiriendo de este modo mas entrada de energia para la escision del
enlace. Ver, Blake et al., 1975 J. Pharm. Sci. 64 (3):367-391; y Nelson et al., Drug Metab 2003. Dispos. 31(12):1481-
1498,y las citas en los mismos. Los compuestos deuterados contemplados se preparan usando reacciones bien
conocidas.

Un compuesto de la Serie C-2 tiene la estructura de Férmula l

R8

(2 Bl0),
X/N W

R2
en la que J y F son iguales o diferentes y son CH,, CHD o CD; (donde D es deuterio); y
Q es CHR® 0 C(0), Z es CHR'"? 0 C(O), y solo uno de Qy Z es C(O);
cadaunodemyny pesceroounoy lasumade m+n+p es 2 o 3, preferiblemente 2;
W se selecciona del grupo que consiste de NR?°, NR?, NR7, Sy O, donde R y R? son iguales o diferentes y
son H, C(H)(D)» donde cadaunode vy hes0, 1, 2 0o 3y v+h=3, C(H)4(D)-hidrocarbilo C+-C41 alifatico donde
cada unode gqyres0,102yqg+r=0, 1 o 2, (incluyendo hidrocarbilo C4-C4, alifatico cuando qg+r=0),
hidrocarbilo C+-C+2 sulfonilo alifatico o hydrocarboilo C4-C+; alifatico (acilo), y R?° es X-circulo A-R' como se
define en la presente a continuacion.

Preferiblemente, en una realizacion,
J y F son iguales o diferentes y son CH o CD (donde D es deuterio).
X es SO, C(0O), CHy, CD,, OC(O), NHC(NH), NHC(S) o NHC(O), preferiblemente SOz, C(O) o CHz. En algunas
realizaciones, X es mas preferiblemente CH, o SO,. En otras realizaciones, X es preferiblemente SO,, NHC(NH),
NHC(S) o NHC(O).

El circulo A es un sistema de anillo aromatico o heteroaromatico que preferiblemente contiene un Unico
anillo, pero también puede contener dos anillos fusionados. R' es H o representa hasta tres sustituyentes, R'8, R™® y
R'e, que pueden ser ellos mismos iguales o diferentes, en donde cada uno de esos tres grupos, R'2<, se selecciona
por separado del grupo que consiste de H, hidrocarbilo C4-Cs, hidrocarbiloxi C1-Cs, hidrocarbiloxicarbonilo C+-Cs,
trifluorometilo, trifluorometoxi, hidrocarboilo C4-C7, hidroxi-, trifluorometil- (-CF3) o hidrocarboilo C4-C7 sustituido con
halégeno, hidrocarbilsulfonilo C+-Cs, hidrocarbiloxisulfonilo C1-Cg, halégeno (F, Cl, o Br, y preferiblemente Cl) nitro,
fenilo, ciano, carboxilo, hidrocarbil carboxilato C4-C; [C(O)O-hidrocarbil C+-C7], carboxamida [C(O)NR3R?] o
sulfonamida [S(O)NR3R*],

en donde el nitrégeno amido en cualquiera de los grupos amida tiene la férmula NR®R 4 en la que R® y R* son
iguales o diferentes y son H,

El hidrocarbilo C4+-C4, 0 R® y R* junto con el nitrégeno representado forman un anillo de 5-7 miembros que
opcionalmente contiene 1 o 2 heteroatomos adicionales que son independientemente nitrégeno, oxigeno o
azufre,
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MAr, donde M es -CHa-, -O- 0 -N=N- y Ar es un grupo arilo o heteroarilo de un solo anillo y NR?R® en donde
R® y R® son iguales o diferentes y son H, hidrocarbilo C4-C4, acilo C4-Cs, hidrocarbilsulfonilo C4-C4, 0 R® y R® junto
con el nitrégeno representado forman un anillo de 5-7 miembros que contiene opcionalmente 1 6 2 heteroatomos
adicionales que son independientemente nitrégeno, oxigeno o azufre.

R8, R%y R' son cada uno H, lo que se prefiera, o dos de R8, R® y R'® son H y uno es un grupo hidrocarbilo
C1-Cs que no esta sustituido o esta sustituido con hasta tres atomos que son iguales o diferentes y son atomos de
oxigeno o nitrégeno (incluyendo hidrégenos, segun corresponda).

En otra realizacion preferida de un compuesto de Férmula |, anterior,
Q es CHR® 0 C(O); y
Z es CHR'" o0 C(O), con el otro de J, F, X, Z, n, m, p, circulo A, y todos los grupos R siendo definidos como se

ha expuesto anteriormente, a menos que la formula estructural lo excluya.

También se contempla una sal farmacéuticamente aceptable de un compuesto de Férmula | de la Serie C-2
y todas las formulas restantes descritas en la presente.

Preferiblemente, i) R? de NR? representado es distinto de -S(O).-hidrocarbilo C4-C3 cuando (a) la suma de
m+n+p es 2y la Q o Z presente es CHy, (b) la G o W que no es NR% es O, y (c) R? es -S(O).fenil-R", donde R’ es
H, hidrocarbilo C+-C3 o haldgeno, y ii) W es distinto de NR? o NR” en donde R?0 R7 es H o un hidrocarbilo C+ alifatico
cuando (a) la suma de m+n+pes 2y (b) Zes C (O).

En otra realizacion preferida donde R® es H, uno de n y m m es cero y la Z o Q restante es CH, un
compuesto de la Férmulas | de la Serie C-2 tiene la estructura de la Férmula Il de la Serie C-2

R1 II

en la que J y F son iguales o diferentes y son CH,, CHD o CD; (donde D es deuterio); y

X, W, circulo A, R', R? y los grupos R definidos en el mismo son los descritos anteriormente para un
compuesto de la Formula A de la Serie C-2, a menos que la férmula que se muestra excluya una definicion
previa. Preferiblemente, R? del NR? representado es distinto de -S(O)zhidrocarbilo-C4-C3 cuando W es O, y X-
circulo A-R" es -S(O).fenil-R", donde R' es H, hidrocarbilo-C+-C3 o halégeno.

En una realizacion preferida adicional, donde R® es H, un compuesto de la Férmulas | de la Serie C-2 tiene

la estructura de la Formula lll de la Serie C-2
| n : | ‘m

—N W
R X III

J\[TI,F
R2

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2716049 T3

en la que J y F son iguales o diferentes y son CHz, CHD o CD, (donde D es deuterio);

cada uno de my n es uno; y

W, X, Z, Q, circulo A, R", R? y los grupos R definidos en el mismo son los descritos anteriormente para un
compuesto de la Férmula | de la Serie C-2, a menos que la formula que se muestra excluya una definicion
previa.

En una realizacién preferida, i) Z es C(O), ii) Q es CH, iii) W es NH, y R? es H o hidrocarbilo C+-C; alifatico
lineal, ramificado o ciclico, iv) X es preferentemente CH,, SO, NHC(NH), NHC (S) o NHC(O), y mas preferiblemente
CHqz. En otra realizacion preferida, i) uno de Z y Q es C(O), y ii) W es distinto de NR> o NR” en el que RZ?y R” es Ho
un hidrocarbilo C1 alifatico cuando Z es C(O), y iii) X es preferiblemente CH;, SO,, NHC(NH), NHC(S) o NHC(O).

En una realizacion preferida adicional mas, i) Z es C(0O), ii) Q es CHy, iii) W es NH, (vi) R? es el mismo o
diferente R?, y (vii) R es X-circulo A-R'. En esta realizacion, X es preferiblemente CH,, SO2, NHC(NH), NHC(S) o
NHC(O), mas preferiblemente CHo.

Un compuesto actualmente mas preferido para llevar a cabo un método contemplado corresponde en su
estructura a la Formula Ill, anterior, en la que i) Z es C(O), ii) Q es CHy, iii) W es NH, y R es H 0 un C4-C1z,
preferiblemente C4-Cs, y mas preferiblemente un grupo hidrocarbilo C1-Cs alifatico lineal, ramificado o ciclico, iv) X es
CHa, vy el circulo A-R' es fenilo no sustituido por lo que el sustituyente X-circulo A-R" es un grupo bencilo. Los
compuestos de N-(bencilamido)-no sustituido- amina ilustrativos actualmente mas preferidos incluyen los
Compuestos C0105M, C0115M y C0124M, cuyas féormulas estructurales se muestran a continuacion.

g < O
N NH \Q N NH
CO105 M AN N
fj C0114M C0124M
N

N N

CHj H kﬂ
En una realizacion preferida, i) W es diferente de NR? o NR” en el que R? o R? es H o un hidrocarbilo Cy

alifatico, cuando p es cero y la suma de m+n+p es 2y Z es C(O) y ii) R? del grupo NR? representado es distinto de H
o un hidrocarbilo C alifatico, cuando p es cero y la suma de m+n+p es 2, W es NR? 0 NR’, y Q es C(O).

También se observa que las preferencias mencionadas anteriormente se aplican a X, W, Z, Q, n, m, circulo
A y todos los grupos R se aplican a un compuesto de la Serie C-2 I-lll, a menos que la férmula como se muestra
excluye una definicion anterior.

Un sistema de anillo aromatico (arilo) contemplado del circulo A de uno de los compuestos contemplados
contiene preferiblemente un Unico anillo aromatico, pero también puede contener dos anillos aromaticos fusionados.
Un sistema de anillo aromatico de circulo A ilustrativo se selecciona del grupo que consiste de fenilo, piridilo,
pirazinilo, pirimidinilo, piridazinilo, triazinilo (1,3,5-triazinilo, 1,2,4-triazinilo y 1,2,3-triazinilo), furanilo, tienilo. oxazolilo,
isoxazolilo, naftilo, benzofuranilo, isobenzofuranilo, benzotiofenilo, isobenzotiofenilo, benzoxazolilo, bencisoxazol,
quinolilo, isoquinolilo, quinazolilo, cinnolinilo, quinoxalinilo, naftiridinilo, y benzopirimidilo.

Un grupo arilo o heteroarilo de anillo tnico ilustrativo de un grupo circulo A o de un sustituyente del circulo
A, MAr, se selecciona del grupo que consiste de grupos fenilo, piridilo, pirazinilo, pirimidinilo, piridazinilo, triazinilo
(1,3,5-triazinilo, 1,2,4-triazinilo y 1,2,3-triazinilo), furanilo, tienilo, oxazolilo, isoxazolilo, tiazolilo e isotiazolilo.

El fenilo, piridinilo y furanilo son un sistema de anillo aromatico o heteroaromatico preferido del circulo A,
siendo mas preferido el fenilo. El fenilo, piridinilo y furanilo también son grupos arilo o heteroarilo de anillo tGnico
preferidos, Ar, de un sustituyente MAr, siendo particularmente preferido el fenilo.

Desde un atomo de nitrégeno representado de los anillos espiro centrales hasta el sistema de anillo del
circulo A, X e Y pueden formar un enlace sulfonamido (N-SO»-circulo A), uno carboxamido [N-C(=0)-circulo A), uno
urea [carbonildiimino; N-C(=0)-NH-circulo A], uno tiourea [tiocarbonildiimino; N-C(=S)-NH-circulo A], uno guanidino
[N-C(= NH)-NH-circulo A] o aminometileno (N-CHa-circulo A).

Examinando un compuesto de las formulas de la Serie C-2 anteriores mas atentamente, se ve que esa
férmula define un compuesto espiro sustituido de doble anillo que puede tener dos anillos de seis miembros o un
anillo de seis y uno de cinco miembros, como cuando uno de "m"y "n" es uno y el otro cero. Uno de esos anillos (el
anillo inferior en las férmulas) contiene un atomo de nitrégeno en el anillo de 6 miembros y los atomos restantes del

anillo son carbonos. El anillo que puede contener atomos de 5 o 6 anillos (anillo superior en las formulas) puede
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contener un nitrégeno y cuatro o cinco carbonos en el anillo, o dos nitrégenos, un nitrégeno y un azufre o un atomo
de nitrégeno y uno de oxigeno junto con tres o cuatro carbonos de anillo. Los anillos de espiro centrales ilustrativos
se muestran a continuacion, donde se utilizan lineas onduladas para indicar la presencia de enlaces covalentes a
otras entidades, y donde R’ se define arriba y R® es H para mayor claridad.

e giedie!
fﬁfﬁfﬁfﬁ

l

: 7

Los compuestos ilustrativos de la Férmula A de la Serie C-2 en la que d y e son cada uno cero y R'!, R?y
R' son cada uno H tienen estructuras de anillo espiro asimétricas, algunas de las cuales se muestran a
continuacion con lineas onduladas que indican la presencia de enlaces covalentes para otras entidades, y R’ se

define arriba y R® es nuevamente H para mayor claridad.
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En la practica preferida para los compuestos de la Serie C-2, el anillo central es un sistema de anillo 5,6
espiro cuyo anillo de 6 miembros no esta sustituido y en el que los enlaces espiro estan en la posicion 4 en relaciono
al nitrégeno del anillo de 6 miembros. Se prefiere por separado que W sea O, S o NR. También se prefiere que X
sea SO (sulfonilo).

El sustituyente aromatico, el circulo A, esta ligado a un atomo de nitrogeno de los anillos espiro por un
grupo X que es SO,, C(0), CHz, CD,, OC(=0), NHC(=NH), NHC(=S) o NHC(=0), preferiblemente SO, C(O), CHy, o
CDo, y lo mas preferiblemente CH, y SO». El sustituyente aromatico resultante esta enlazado de este modo a la
porcién de anillo espiro mediante un enlace sulfonamida, amida, metileno, urea, tiourea o guanidino. Se prefieren los
puentes de aril sulfonamida, puentes de aril amida y puentes de fenilmetileno (compuestos de bencilo), siendo
particularmente preferidos la arilsulfonamida y el fenilmetileno.

Muchos de los compuestos de la Serie C-2, asi como compuestos como la naloxona y la naltrexona, no
solo se unen al péptido de la SEQ ID NO: 1, sino que también se unen a MOR y activan o estimulan ese receptor. La
naloxona y la naltrexona se unen a MOR aproximadamente 200 veces mas pobremente que cuando se unen al
pentapéptido de la SEQ ID NO: 1. Las tablas del Ejemplo 2 ilustran las capacidades de unién relativas de
compuestos ejemplares de la Serie C-2 en base a la actividad estimuladora de MOR.

En algunas realizaciones, se prefiere que un compuesto util en un método contemplado se una bien y active
MOR. En esos casos, se prefiere que el compuesto se una a MOR en una extensién de por lo menos
aproximadamente + 20 por ciento, asi como DAMGO a una concentracion que se muestra en las tablas, indicando
que el compuesto es un agonista completo para el receptor. En otras realizaciones, se prefiere que un compuesto
util en la presente no se una bien a MOR. En esas realizaciones, se prefiere que el compuesto muestre menos de
aproximadamente el 80 por ciento de la estimulacion de MOR proporcionada por DAMGO a la misma concentracion
y condiciones, hasta la unién/estimulacion de cero. Los porcentajes de union ilustrativos en presencia de las
concentraciones indicadas de DAMGO se ilustran para compuestos ejemplares de la Serie C-2 en las tablas del
Ejemplo 2, a continuacion.

Un compuesto de 1,4,8-triazaspiro[4,5]-decan-2-ona de la Serie D corresponde en su estructura a la
férmula
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en la que R' representa hidrogeno; un grupo alquilo lineal o ramificado no sustituido o por lo menos
monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un grupo alquenilo
lineal o ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido que puede comprender por lo menos un
heteroatomo como un enlace; un grupo alquinilo lineal o ramificado no sustituido o por lo menos
monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un grupo arilo no
sustituido o por lo menos monosustituido o un grupo heteroarilo no sustituido o por lo menos monosustituido,
tales grupos arilo y heteroarilo pueden estar unidos a través de un grupo alquileno lineal o ramificado que
puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; o un grupo -C(=0)OR’ que puede estar
unido a través de un grupo alquileno lineal o ramificado;

R? representa hidrégeno; un grupo alquilo lineal o ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido que
puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un grupo alquenilo lineal o ramificado no
sustituido o por lo menos monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un
enlace; un grupo alquinilo lineal o ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido que puede
comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un grupo arilo no sustituido o por lo menos
monosustituido o un grupo heteroarilo no sustituido o por lo menos monosustituido, tales grupos arilo y
heteroarilo pueden estar unido a través de un grupo alquileno lineal o ramificado que puede comprender por
lo menos un heteroatomo como un enlace;

R3 representa un grupo -S(=0),-R*; un grupo -C(=S)NH-R5; o un grupo -C(=O)NH-R¢;

R* representa un grupo -NR'R'; un grupo alquilo lineal o ramificado no sustituido o por lo menos
monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un grupo alquenilo
lineal o ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido que puede comprender por lo menos un
heteroatomo como un enlace; un grupo alquinilo lineal o ramificado no sustituido o por lo menos
monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un grupo arilo no
sustituido o por lo menos monosustituido o un grupo heteroarilo no sustituido o por lo menos monosustituido,
tales grupos pueden unirse a través de un grupo alquileno lineal o ramificado no sustituido o por lo menos
monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace y puede condensarse
con un sistema de anillo monociclico no sustituido o por lo menos monosustituido; un grupo cicloalifatico no
sustituido o por lo menos monosustituido, que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un
miembro del anillo y que puede unirse a través de un grupo alquileno lineal o ramificado no sustituido o por lo
menos monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace y que puede
estar puenteado por un grupo alquileno lineal o ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido.

R® representa un grupo alquilo lineal o ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido que puede
comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un grupo alquenilo lineal o ramificado no
sustituido o por lo menos monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un
enlace; un grupo alquinilo lineal o ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido que puede
comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un grupo arilo no sustituido o por lo menos
monosustituido o un grupo heteroarilo no sustituido o por lo menos monosustituido, dicho grupo puede estar
unido a través de un grupo alquileno lineal o ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido, que
puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un grupo cicloalifatico no sustituido o por lo
menos monosustituido, que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un miembro del anillo o
que puede estar unido a través de un grupo alquileno lineal o ramificado no sustituido o por lo menos
monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un grupo -C(=0)OR® o
un grupo -C(= O)OR?®, que puede, en cualquier caso, estar unido a través de un grupo alquileno lineal o
ramificado;

R® representa un grupo arilo no sustituido o por lo menos monosustituido o un grupo heteroarilo no sustituido
o por lo menos monosustituido, tales grupos arilo y heteroarilo pueden estar unidos a través de un grupo
alquileno lineal o ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido que puede comprender por lo menos
un heteroatomo como un enlazar; o por un grupo cicloalifatico no sustituido o por lo menos monosustituido,
que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un miembro del anillo o que puede estar unido a
través de un grupo alquileno lineal o ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido que puede
comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace;

R’, R®, R® Ry R representan cada uno independientemente un grupo alquilo lineal o ramificado, un grupo
alquenilo lineal o ramificado, o un grupo alquinilo lineal o ramificado, o una sal fisiolégicamente aceptable de
los mismos.

Preferiblemente para un compuesto 1,4,8-triazaespiro[4,5]decan-2-ona correspondiente a la formula
anterior, R' representa hidrogeno; un grupo alquilo Ci.10 lineal o ramificado no sustituido o por lo menos
monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un grupo alquenilo Cz-1o
lineal o ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo
como un enlace; un grupo alquinilo C;.1¢ lineal o ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido que puede
comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un grupo arilo o grupo heteroarilo no sustituido o por lo
menos monosustituido de cinco miembros a catorce miembros, que puede unirse mediante un grupo alquileno Ci.5
lineal o ramificado que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un grupo -C=0)OR’ que
puede unirse mediante un grupo alquileno C1.s lineal o ramificado;

R? representa hidrégeno; un grupo alquilo C1-10 lineal o ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido que
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puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un grupo alquenilo Cy.1o lineal o ramificado no
sustituido o por lo menos monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un
grupo alquinilo C .10 lineal o ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido que puede comprender por lo
menos un heteroatomo como un enlace; un grupo arilo o heteroarilo no sustituido o por lo menos monosustituido de
cinco miembros a catorce miembros, que puede unirse a través de un grupo alquileno Ci.s lineal o ramificado que
puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace;

R* representa un grupo NR'R'"; un grupo alquilo Ci.10 lineal o ramificado no sustituido o por lo menos
monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un grupo alquenilo C;.1g lineal
o ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo como
un enlace; un grupo alquinilo Cs.1¢ lineal o ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido que puede
comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un grupo arilo o heteroarilo no sustituido o por lo menos
monosustituido de cinco miembros a catorce miembros, que puede unirse mediante un grupo alquileno C 1.5 lineal o
ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo como
un enlace y se puede condensar con un sistema de anillo monociclico de cinco o seis miembros; un grupo
cicloalifatico Cs.s no sustituido o por lo menos monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo
como un miembro del anillo o que puede unirse a través de un grupo alquileno C1.s lineal o ramificado no sustituido o
por lo menos monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace y que puede
estar puentenado por un grupo alquileno C.sub.1-5 lineal o ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido;
R® representa un grupo alquilo Ci.1o lineal o ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido que puede
comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un grupo alquenilo Cz.1¢ lineal o ramificado no sustituido
o por lo menos monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un grupo
alquinilo Cy.1 lineal o ramificado, no sustituido o por lo menos monosustituido que puede comprender por lo menos
un heteroatomo como un enlace; un grupo arilo o heteroarilo no sustituido o por lo menos monosustituido de cinco
miembros a catorce miembros, que puede estar unido a través de un grupo alquileno Ci.s lineal o ramificado no
sustituido o por lo menos monosustituido, que puede comprender por lo menos un heteroatomo como un enlace; un
grupo cicloalifatico Cs.s no sustituido o por lo menos monosustituido que puede comprender por lo menos un
heteroatomo como un miembro del anillo y que puede estar unido a través de un grupo alquileno Css lineal o
ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido, que puede comprender por lo menos un heteroatomo como
enlace; un grupo -C(=0)OR8 o un grupo -C(=0) OR® cualquiera de los cuales puede estar unido a través de un grupo
alquileno C1.1¢ lineal o ramificado;

RS representa un grupo arilo o heteroarilo no sustituido o por lo menos monosustituido de cinco miembros a catorce
miembros, tal grupo arilo o heteroarilo puede estar unido a través de un grupo alquileno Ci.5 lineal o ramificado no
sustituido o por lo menos monosustituido, que puede comprender por lo menos un heteroatomo como enlace; un
grupo cicloalifatico Cs.s no sustituido o por lo menos monosustituido que puede comprender por lo menos un
heteroatomo como un miembro del anillo, o que puede estar unido a través de un grupo alquileno Ci.s lineal o
ramificado no sustituido o por lo menos monosustituido que puede comprender por lo menos un heteroatomo como
enlace; y

R’, R& R® R'"y R" representan independientemente un grupo alquilo C1.s lineal o ramificado, un grupo alquenilo
C..5 lineal o ramificado, o un grupo alquinilo Cy-5 lineal o ramificado.

Los compuestos A, B y C cuyas formulas estructurales se muestran a continuacién son compuestos
ilustrativos.

O O O
fﬁ é ijH
& ¢
S/ N SN 7N
H H H
Compuesto A Compuesto B Compuesto C

Composiciones Farmacéuticas

Un compuesto contemplado util en la invencion puede proporcionarse para su uso por si mismo, o como
una sal farmacéuticamente aceptable. Independientemente de si esta en forma de una sal o no, una composiciéon
contemplada se disuelve o dispersa tipicamente en un diluyente farmacéuticamente aceptable que forma una
composicion farmacéutica y a esa composicion farmacéutica se administra al SNC y/u otras células.

Un compuesto contemplado puede usarse en la fabricacion de un medicamento (composicion farmacéutica)
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que es util por lo menos para inhibir la fosforilacion de la proteina tau en células de mamiferos y en preparaciones de
células de mamiferos. Un compuesto contemplado puede usarse en la fabricacién de un medicamento que es Uutil
por lo menos para inhibir la interaccién de FLNA con a7nAChR y TLR4, asi como de AB42 con a7nAChR en células
de mamiferos y preparaciones de células de mamiferos.

Una composicién farmacéutica contemplada contiene una cantidad eficaz de un compuesto contemplado o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo disuelta o dispersada en un portador fisioldgicamente tolerable.
Dicha composicion puede administrarse a células de mamifero in vitro como en un cultivo celular, o in vivo como en
un mamifero huésped vivo que lo necesita.

Una composicion contemplada se administra tipicamente una pluralidad de veces durante un periodo de
dias. Mas habitualmente, una composiciéon contemplada se administra una o dos veces al dia. Se contempla que
una vez que la administracion de un compuesto contemplado haya comenzado, el compuesto se administrara
crénicamente durante la duracion del estudio que se esté llevando a cabo o durante la vida del receptor.

Un compuesto contemplado puede unirse a FLNA a una concentracion de 100 femtomolar e inhibir
eficazmente la liberacion de citoquinas de astrocitos estimulados con LPS in vitro. Un compuesto contemplado se
usa mas habitualmente en cantidades picomolares a micromolares. Por tanto, una cantidad eficaz de un compuesto
contemplado presente en una composicion farmacéutica contemplada es la que proporciona una concentraciéon de
aproximadamente 100 femtomolar a aproximadamente micromolar a un torrente sanguineo del animal huésped o a
unmedio celular in vitro en la puesta en practica de un método contemplado de la divulgacion. Una cantidad mas
habitual es de picomolar a micromolar. Una cantidad ain mas habitual es de picomolar a nanomolar. Un experto en
la técnica puede determinar facilmente un nivel de dosificacion apropiado de un compuesto contemplado para inhibir
una cantidad deseada de fosforilacion de la proteina tau.

Una composicion farmacéutica contemplada puede administrarse por via oral (peroralmente), por via
parenteral, mediante pulverizacion por inhalacion en una formulacion que contiene portadores, adyuvantes y
vehiculos farmacéuticamente aceptables no téxicos convencionales, segun se desee. El término parenteral como se
usa en la presente incluye inyecciones subcutaneas, inyeccién intravenosa, intramuscular, intraesternal o técnicas
de infusidn. La formulaciéon de farmacos se trata, por ejemplo, en Hoover, John E., Remington's Pharmaceutical
Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pensilvania; 1975 y Liberman, H.A. y Lachman, L., Eds., Pharmaceutical
Dosage Forms, Marcel Decker, Nueva York, N.Y., 1980.

Para preparaciones inyectables, por ejemplo, pueden formularse suspensiones acuosas u oleaginosas
inyectables estériles de acuerdo con la técnica conocida usando agentes dispersantes o humectantes adecuados y
agentes de suspension. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucién o suspension inyectable
estéril en un diluyente o solvente parenteralmente aceptable no téxico, por ejemplo, como una soluciéon en 1,3-
butanodiol. Entre los vehiculos y solventes aceptables que pueden emplearse se encuentran el agua, la solucion de
Ringer y solucion de cloruro de sodio isotonica, solucién salina tamponada con fosfato. Las composiciones
farmacéuticas liquidas incluyen, por ejemplo, soluciones adecuadas para administracion parenteral. Soluciones
estériles en agua de un componente activo o solucion estéril del componente activo en solventes que comprenden
agua, etanol, o propilenglicol son ejemplos de composiciones liquidas para administracion parenteral.

Ademas, se emplean convencionalmente aceites fijos estériles como un solvente o medio de suspension.
Con este proposito, puede emplearse cualquier aceite fijo insipido, incluyendo mono- o diglicéridos sintéticos.
Ademas, los acidos grasos como el acido oleico encuentran uso en la preparacion de inyectables. Se pueden usar
dimetil acetamida, surfactantes que incluyen detergentes idnicos y no iénicos, polietilenglicoles. También son utiles
las mezclas de solventes y agentes humectantes como los expuestos anteriormente.

Las soluciones estériles pueden prepararse disolviendo el componente activo en el sistema solvente
deseado, y luego pasando la solucidon resultante a través de un filtro de membrana para esterilizarlo o,
alternativamente, disolviendo el compuesto estéril en un solvente previamente esterilizado bajo condiciones
estériles.

Las formas de dosificacion sélidas para administracién oral pueden incluir capsulas, comprimidos, pildoras,
polvos, y granulos. En tales formas de dosificacion sélidas, un compuesto contemplado se combina normalmente
con uno o0 mas excipientes apropiados para la via de administraciéon indicada. Si se administra por via oral, los
compuestos pueden mezclarse con lactosa, sacarosa, almidén en polvo, ésteres de celulosa de acidos alcanoicos,
alquil ésteres de celulosa, talco, acido estearico, estearato de magnesio, 6xido de magnesio, sales de sodio y calcio
de acidos fosforicos y sulfuricos, gelatina, goma acacia, alginato sddico, polivinilpirrolidona y/o alcohol polivinilico, y
luego comprimirse o encapsularse para una administracion conveniente. Tales capsulas o comprimidos pueden
contener una formulacion de liberacién controlada que se puede proporcionar en una dispersion de compuesto
activo en hidroxipropilmetil celulosa. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, las formas de dosificacion
también pueden comprender agentes de tamponamiento como citrato de sodio, carbonato o bicarbonato de
magnesio o calcio. Los comprimidos, capsulas y pildoras pueden prepararse adicionalmente con recubrimientos
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entéricos.

Un mamifero con necesidad de tratamiento y al que se le administra una composicion farmacéutica que
contiene un compuesto contemplado puede ser un primate como un ser humano, un simio como un chimpancé o un
gorila, un mono como un mono cynomolgus o un macaco, un animal de laboratorio como una rata, un ratén o un
conejo, un animal de compafiia como un perro, un gato, un caballo o un animal para consumo como una vaca o
novillo, una oveja, un cordero, un cerdo, una cabra, una llama o similares. Cuando se contempla el contacto de
células de mamifero in vitro, se usa a menudo un cultivo de tejido del SNC de células de un mamifero ilustrativo,
como se ilustra posteriormente en la presente.

Preferiblemente, la composicion farmacéutica estd en forma de dosificacién unitaria. En tal forma, la
composicion se divide en dosis unitarias que contienen cantidades apropiadas del agente activo. La forma de
dosificacién unitaria puede ser una preparacidon envasada, el envase conteniendo cantidades discretas de la
preparacion, por ejemplo, en viales o ampollas.

Varios compuestos contemplados utiles son aminas y pueden usarse tipicamente en forma de una sal de
adiciéon de acido farmacéuticamente aceptable derivada de un acido inorganico u organico. Las sales ejemplares
incluyen, pero no estan limitadas a, las siguientes: acetato, adipato, alginato, citrato, aspartato, benzoato,
bencenosulfonato, bisulfato, butirato, canforato, canforsulfonato, digluconato, ciclopentanopropionato, dodecilsulfato,
etanosulfonato, glucoheptanoato, glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, fumarato, clorhidrato,
brombhidrato, hidroyoduro, 2-hidroxietanosulfonato, lactato, maleato, metanosulfonato, nicotinato, 2-naftalensulfonato,
oxalatoato, palmoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropinato, picrato, pivalato, propionato, succinato, tartrato,
tiocianato, tosilato, mesilato y undecanoato.

Otros compuestos utiles en esta invencion que contienen funcionalidades de acido también pueden formar
sales con una base. Las bases ilustrativas incluyen bases amina como mono-, di- y tri-alquilo C1-C4 0 aminas de
hidroxialquilo como trietilamina, dimetilamina, 2-hidroxietilamina, y dimetil-2-hidroxietilamina, y bases como
hidréxidos de alquil C4-Cs amonio cuaternarios de metales alcalinos, metales alcalinotérreos, como hidréxidos de
sodio, potasio, calcio, magnesio y tetrametilamonio. También se contemplan sales basicas como carbonatos y
fosfatos de amonio de metales alcalinos o metales alcalinotérreos.

Se dirige al lector a Berge, J. Pharm. Sci. 68(1):1-19 (1977) para listas de &acidos y bases
farmacéuticamente aceptables usados comunmente que forman sales farmacéuticamente aceptables con
compuestos farmacéuticos.

En algunos casos, las sales también pueden usarse como ayuda en el aislamiento, purificacion o resolucion
de los compuestos de esta invencidon. En tales usos, el acido usado y la sal preparada no necesitan ser
farmacéuticamente aceptables.

Exposicion

La siguiente exposicion ilustra los compuestos y composiciones que contienen uno o mas de esos
compuestos que se unen a la proteina FLNA de andamiaje, y en particular el sitio de unién del pentapéptido VAKGL
(SEQ ID NO: 1) presente en la proteina FLNA, e inhiben la fosforilacion de la proteina tau. Algunos compuestos de
tales composiciones también interrumpen la sefalizacién toxica de amiloide-Ba2 (AB42), asi como reducen la
inflamacién provocada por tanto AB42 como la neurodegeneracion en curso. Estos compuestos disminuyen muchos
aspectos de la patologia similar a la EA, incluyendo los deteriorors en el funcionamiento normal del receptor.

Los estudios iniciales se llevaron a cabo con los Compuestos A0033, A0040, A0053, A0068, B0055, C0105,
C0114, C0137 y C0138 como ilustrativos o ejemplares. También se llevaron a cabo estudios adicionales usando los
Compuestos C0134, el Compuesto A, el Compuesto B y el Compuesto C. Los resultados mostrados en las Figuras y
tratados en la presente a continuacion son indicativos de la generalidad de los resultados obtenidos usando estos
compuestos estructuralmente muy diferentes. Los resultados iniciales indicaron que los compuestos parecen estar
oralmente disponibles y ser bien tolerados porque se produjeron niveles notables de plasma y SNC, pero se
observaron efectos secundarios despreciables a 2 g/kg administrados por via oral en ratas. Esos resultados también
indicaron actividades similares entre los nueve compuestos, con los compuestos C0105 y C0114 siendo usados para
estudios adicionales debido a su alta actividad, facilidad de sintesis, solubilidad y ausencia de enantiémeros.

El hecho de que la union de AB4; bloquea la afluencia de Ca*? por a7nAChRs [Wang et al., J Neurosci
35:10961-10973 (2009); Wang et al., Biol Psychiatry 67:522-530 (2010)] sugiere que puede tener lugar un cambio
conformacional en a7nAChR en la interfaz entre los dominios extracelular y transmembrana, el area que gobierna la
apertura/desensibilizacion del canal [Bouzat et al., J Neurosci 28:7808-7819 (2008)]. Este cambio conformacional
expone probablemente una region transmembrana rica en carga positiva cerca del sitio de union de AR4,. FLNA se
une a esta carga positiva para estabilizar la AB42 unido y la unién adicional de péptidos de ABa2, llevando a una
eventual internalizacion de los complejos AB42.a7nAChR [(Nagele et al., Neuroscience 110:199-211 (2002)]. La
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interrupcion del compuesto C0105 de la interaccion FLNA-a7nAChR detiene la sefializaciéon patoldgica y detiene la
el anclaje de alta afinidad de ABa2 al receptor.

Usando cultivos de cortes frontocorticales organotipicos de ratas adultas, se muestra que la sefializacion de
AB a través del receptor de acetilcolina nicotinico a7 (a7nAChR) requiere el reclutamiento de FLNA. Al unirse a un
segmento de pentapéptido critico de FLNA, estos compuestos bloquean la asociacion FLNA-a7nAChR y la cascada
de sefalizacion de AB... En los cultivos de cortes frontocorticales organotipicos tratados con A4 ilustrativos, los
Compuestos ejemplares C0105 y C0114 reducen cada uno por separado drasticamente la fosforilacion de tau en los
tres sitios de fosforilacion de tau encontrados en los ovillos neurofibrilares (Figs. 4D, 6B y 6C), y restauran
completamente el funcionamiento normal de a7nAChR vy los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDAR) en sentido
descendente, criticos para el aprendizaje y la memoria.

Ademas, como indicativo de la resistencia a la insulina comun en los pacientes con EA [Neumann et al.,
Curr Alzheimer Res 5:438-447 (2008)], también se restaurd la funcién de los IR emparejados con AB4z en los cultivos
de cortes ilustrativos por cada uno de los Compuestos ejemplares C0105 y C0114 (Fig. 5B). Estos compuestos, con
un nuevo mecanismo de interrupcion de la sefializacion toxica de AP42, confieren una restauracion de multiples
disfunciones inducidas por AB4.. Ademas, la desactivacion de la sefalizacion de a7nAChR inducida por AR sin
afectar directamente a a7nAChRs evita la alteracion de la sensibilidad o el nivel de la superficie celular de los
receptores, un problema insidioso con el uso de agonistas o antagonistas de receptores crénicos.

En un modelo de raton de infusion de ICV AB4, de la enfermedad de Alzheimer, el Compuesto C0105
redujo en gran medida la fosforilacion de la tau, multiples deterioros en la sefializacion inducidos por ABsz, la
liberacion de citoquinas inflamatorias, asi como los ovillos neurofibrilares y los agregados de AB2. EI Compuesto
ilustrativo C0105 logro todos estos efectos mediante su unién de alta afinidad a FLNA. AB4, aumenta drasticamente
la asociacion de FLNA con a7nAChR para permitir su unién y sefalizacion téxica a través de este receptor, y el
Compuesto C0105 ilustrativo previno esta cascada.

El efecto antiinflamatorio del Compuesto C0105 se produce por una interrupcién similar de la asociaciéon de
FLNA inducida por AB42 con TLR4. AB42 aumenta la asociacion de FLNA con TLR4, y esta asociacion parece ser
critica para la produccion de citoquinas inflamatorias debido a la exposicidon a AB4z, porque el Compuesto C0105
ilustrativo casi elimina la produccion de citoquinas. Aunque AB42 no interactia con TLR4, AB42 se une a CD14, que a
su vez se une a TLR4 para producir la inflamacion observada en la EA [Reed-Geaghan et al., J. Neurosci.
29(38):11982-11992 (23 de septiembre de 2009)].

La normalizaciéon de la funcion de a7nAChR, NMDAR e IR ilustra ademas el amplio espectro de beneficios
de un compuesto contemplado como el Compuesto C0105 como un agente terapéutico potencial para la EA. Aunque
los NMDAR estan en sentido descendente de a7nAChR y probablemente estan comprometidos como resultado
directo de la sefalizacion toxica de APs2 a través de a7nAChR, los IR no estan directamente en sentido
descendente de a7nAChR en las redes neuronales. Ademas, aunque FLNA interactla con el IR, esta interaccion no
cambia con ABs2 o el Compuesto C0105. Sin embargo, el AB4, deteriora la sefializacién IR, y un compuesto
contemplado como el Compuesto C0105 restaura esa sefializacion, sugiriendo también un efecto terapéutico en este
componente de EA.

El pensamiento actual seiala a la necesidad de varios enfoques simultaneos diferentes para tratar la EA.
Con su multitud de efectos terapéuticos y su nuevo objetivo, un compuesto contemplado como el Compuesto C0105
tiene un gran potencial como un agente terapéutico modificador de la enfermedad para la EA.

Muchos en el campo creen que las toxicidades de ABs2 en la EA asi como en el deterioro cognitivo leve de
la demencia senil se deben a su capacidad de sefializacion a través de a7nAChR. Esta sefalizacion téxica activa
ERK2 y fosforila tau, un componente critico de los NFT. Los nuevos compuestos de union a FLNA presentados aqui
suprimen potentemente la sefializacion de AB4 a través de a7nAChR a concentraciones nanomolares (nM) o sub-
nM. Estos compuestos logran este bloqueo de la sefializacion previniendo la asociacion aumentada de FLNA con
a7nAChR provocada por AR42. Especificamente, su unidon puede alterar la conformacion de FLNA para que no sea
reclutada por el receptor.

Ademas, la desactivacion de esta interaccion también parece disminuir la afinidad de uniéon de ABs; a
a7nAChR, como se muestra por la unién disminuida de FITC-AB 42 en presencia de un compuesto contemplado
como los compuestos C0105 o C0114. El blogueo resultante de la sefalizaciéon se evidencié por la activacion de
ERK2 disminuida y la fosforilacion de tau disminuida en los tres sitios de fosforilacion de tau encontrados en NFT en
cerebros con EA.

Ademas de interrumpir la asociacion FLNA-a7nAChR que aumenta con AB42, los Compuestos ilustrativos
C0105 y C0114 evitan una asociacién inducida por A2 de FLNA con TLR4 (Fig. 5), el receptor inmune responsable
de la liberacion de citoquinas. Esta asociacion, junto con la neurodegeneracion en curso, puede impulsar la
inflamacién masiva en los cerebros con EA, [Lee et al., Arch Pharm Res 33:1539-1556 (2010)] y su interrupcion es el
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mecanismo de accion probable para los efectos antiinflamatorios de nuestros compuestos de unién a FLNA [Burns et
al., Recent Patents on CNS Drug Discovery 5:210-220 (2010)].

La actividad antiinflamatoria del Compuesto C0105 ilustrativo se demostré6 en un modelo de ratén con
infusion de ICV AB42 de EA. Los niveles de IL-6, TNF-a e IL-18 disminuyeron en un 80-100% en ratones que
recibieron C0105. Ademas, los resultados anteriores mostraron que otros compuestos que se unen a la misma
region de pentapéptido de FLNA disminuyeron drasticamente la liberacion de citoquinas inflamatorias de los
astrocitos humanos primarios estimulados con LPS [Burns et al., Recent Patents on CNS Drug Discovery 5:210-220
(2010)]. Una propiedad antiinflamatoria deberia ser un gran beneficio en un agente terapéutico para la EA.

El hecho de que un compuesto contemplado como los Compuestos C0105 y C0114 también restablezca el
funcionamiento normal del NMDAR en sentido descendente (Fig. 8) y el IR sugiere que los beneficios de evitar la
sefalizacion de AB a través del a7nAChR no estan aislados para la salud de a7nAChRs, sino que pueden ser el
punto critico de la patogénesis en la EA. Debido a que la sefializacion NMDAR es esencial para la potenciacion a
largo plazo (LTP) y, por lo tanto, el aprendizaje y la memoria, mantener el funcionamiento normal de este sistema
neurotransmisor es crucial para preservar la memoria en la EA.

La razon por la que estos compuestos preservan la funcion de IR sigue siendo especulativa ya que el
enlace FLNA-IR no se ve afectado por AB42, ni por estos compuestos, y porque los IR no estan directamente en
sentido descendente de a7nAChRs. Sin embargo, preservar la sensibilidad de los IR a la insulina (Fig. 10)
representa un beneficio divergente de prevenir la sefializacion toxica de AR a través de a7nAChR en patologia de la
EA. Ademas, los compuestos de union a FLNA presentados aqui representan un enfoque nuevo y quizas mas
seguro para prevenir esta sefializacion toxica sin antagonizar o desensibilizar directamente el receptor.

Ademas, su eficacia a bajas concentraciones de nM indica una ventana grande para la eficacia terapéutica.
Adicionalmente, la capacidad de eliminar AR unido de a7nAChRs disminuyendo la afinidad normalmente alta al
receptor [Wang et al., J Biol Chem 275:5626-5632 (2000)] sugiere que un compuesto contemplado puede ser eficaz
no solo para prevenir la EA sino también puede proporcionar cierta recuperacion cognitiva y ayudar a detener una
degeneracion adicional en etapas posteriores de EA.

La administracion intraperitoneal dos veces al dia a ratones E129 con 10 mg/kg del Compuesto ilustrativo
C0105 redujo en gran medida los aumentos inducidos por ABs2 en las asociaciones de FLNA tanto con a7nAChR
como con TLR4, suprimi6 la fosforilacién de tau en los tres sitios de fosforilacion de tau que se encuentran en los
ovillos neurofibrilares, redujo el nivel de complejos AB42-a7nAChR, previno los deterioros funcionales inducidos por
AB42 en la sefializacion de a7nAChR, NMDAR vy IR, y suprimié los niveles de citoquinas inflamatorias (Figs. 14-24).
El Compuesto ilustrativo C0105 logré todos estos efectos a través de su union de alta afinidad a FLNA. ABa2
aumenta drasticamente la asociacion de FLNA con a7nAChR para permitir su unién y sefalizacion toxica a través de
este receptor.

Resultados Especificos

Acoplamiento de a7nAChR-FLNA aumentado en la corteza frontal de ratones transgénicos con EA y
pacientes con EA

La incubacion de sinaptosomas con A4 in vifro aumenta el acoplamiento de a7nAChR a una proteina de
andamiaje con una masa molecular de 300 KDa, que se sospechaba que era FLNA. Aunque se sabe que FLNA se
acopla con muchas proteinas receptoras, estos datos son los primeros en revelar la conexion a7nAChR - FLNA y
sugiere que la EA, con cargas de AR4, elevadas, puede tener acoplamiento de a7nAChR - FLNA aumentado. Esta
hipétesis se probo directamente en sinaptosomas preparados a partir de cortezas frontales de ratones transgénicos
y de tipo salvaje con EA de 6 meses de edad, asi como parejas humanas de control con EA ajustadas
estrechamente para la edad y los retrasos postmortem.

Los datos presentados en la Fig. 1 muestran un aumento de 3 veces en la abundancia de complejos
a7nAChR-FLNA en la corteza frontal tanto de ratones transgénicos con EA como de pacientes con EA. Debido a que
se sabe que FLNA regula la sefializacién de sus receptores asociados, los aumentos en la asociacion de a7nAChR -
FLNA inducida por AB4; pueden estar relacionados con la sefalizacion de a7nAChR provocada por AR4; y la
fosforilacion de tau. Por tanto, los compuestos que reducen la asociacion de a7nAChR - FLNA provocada por ABs2
pueden reducir la patologia neurofibrilar en la EA.

ex vivo en Sinaptosomas

Compuestos de uniéon a FLNA de alta afinidad reducen la asociacion de a7nAChR-FLNA inducida por AR4, la
la activacion de ERK2 y la fosforilacion de tau ex vivo en sinaptosomas

Se analizaron nueve compuestos de unién a FLNA de alta afinidad [A0033, A0040, A0053, A0068, B0055,
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C0105, C0114, C0137 y C0138] para determinar si podrian interrumpir la asociaciéon de FLNA y a7nAChR en
sinaptosomas preparados a partir de cortes frontales de ratas adultas. Los sinaptosomas se expusieron a ARz 100
nM durante 30 minutos, y con compuestos de 0,1 o 1 uyM afadidos o simultaneamente o 10 minutos antes. Los
controles fueron un vehiculo (no AB42) y una condiciéon de AR solo.

La Fig. 2 muestra las transferencias Western de los nueve compuestos analizados, mas (+)naloxona (NLX),
asi como la cuantificacién de las transferencias para los cuatro compuestos mas activos. Los cuatro de esos
compuestos redujeron la asociacion de a7nAChR-FLNA con una preincubacion de 10 minutos, y el Compuesto
C0105 también redujo marcadamente este acoplamiento con administracion simultanea.

Para evaluar la sefalizacion de ABa4. a través de a7nAChR después de la administracion del compuesto, se
midieron los niveles de ERK2 fosforilado en las mismas preparaciones de sinaptosomas tratadas con ABa. y
compuestos. La fosforilacion de ERK2 indica su activacion, lo que lleva a la fosforilacion de tau. En comparaciéon con
la condicién de control, AB4, activa fuertemente ERK2, y esta activacion se suprime en gran medida por los cuatro
compuestos a 0,1 y 1 nM con un pretratamiento de 10 minutos, y también por el Compuesto C0105 con tratamiento
simultaneo (Fig. 3).

Lo siguiente que se evaluo fue si los compuestos de unién a FLNA también disminuyen la fosforilacion de
tau, un efecto en sentido descendente de la unién de AB42 a a7nAChR y la activacion de ERK2. Se examinaron los
tres sitios de fosforilacion principales en la proteina tau para determinar sus niveles de fosforilacién en comparacion
con el contenido de proteina tau total. Tau, fosforilada en estos tres sitios, es un componente de las NFT.
Consistente con los efectos sobre la asociacion de FLNA-a7nAChR vy la activacion de ERK2, todos los compuestos
de unién a FLNA ensayados, con preincubacion de 10 minutos, disminuyeron la fosforilacion inducida por AB4; de
tau en los tres sitios (Fig. 4).

Los compuestos C0105 y C0114 disminuyen la union de FITC-ABs2 a las fracciones de membrana que
contienen a7nAChR y FLNA

Usando fragmentos de células SK-N-MC que contienen a7nAChR biotinilados, se afadieron compuestos y
FITC-AB4, simultaneamente y se incubaron a 30° C durante 30 minutos. El compuesto C0105 a una concentracion
de 0,1, 1y 10 nM inhibi6 la unién de FITC-AB42 en 52,3 + 3,7%, 55,1 + 3,0% y 56,5 + 4,2%, respectivamente. El
Compuesto C0114 fue menos eficaz, disminuyendo la unién de FITC-AB42 en 27,8 + 3,3%, 40,0 + 2,1% y 53,4 +
3,6% a estas tres concentraciones. Estos datos sugieren que al unirse al FLNA y probablemente cambiar su
conformacioén, el Compuesto ilustrativo C0105 y, en menor medida, el Compuesto C0114, pueden afectar a la
afinidad de la unién de ABs2 a a7nAChR.

Las asociaciones de FLNA-a7nAChR/TLR4 y AB42.a7nAChR aumentan en linfocitos de EA

Debido a que los linfocitos contienen a7nAChR y TLR4, se evaluo si las asociaciones de estos receptores
con FLNA aumentan en los linfocitos de pacientes con EA vy si el tratamiento con el compuesto C0105 ex vivo podria
interrumpir estas asociaciones. También se analizd el efecto del Compuesto C0105 sobre los complejos ABao-
a7nAChR en linfocitos de EA y linfocitos tratados con ABs2 de sujetos de control emparejados por edad.

Las asociaciones de FLNA con a7nAChR y con TLR4 aumentaron drasticamente en en EA y los linfocitos
de control tratados con AB42 en comparacion con los linfocitos de control tratados con vehiculo. Ademas, el nivel de
complejos AB42-a7nAChR se elevé en EA o los linfocitos de control tratados con AB4.. La incubacion con Compuesto
1 nM C0105 durante 30 minutos redujo significativamente las asociaciones aumentadas con FLNA y el nivel de
complejos AB42-a7nAChR.

Estudios en cultivos de cortes de cerebro frontocortical organotipicos de ratas adultas

Los compuestos C0105 y C0114 reducen la asociacion de FLNA inducida por AB42 tanto con a7nAChR como
con TLR4

Se incubaron cortes cerebrales frontocorticales organotipicos de ratas adultas durante 16 horas con ARa42
100 nM y con el Compuesto C0105 o CO0114 ilustrativo, afiadidos simultaneamente. El tejido se recogio y se
solubilizd, y se usé un anticuerpo especifico contra FLNA para inmunoprecipitar FLNA y las proteinas asociadas. El
inmunoprecipitado de FLNA se fracciono por tamafio utilizando SDS-PAGE, se transfirié y se sondé con anticuerpos
especificos dirigidos contra cada uno de los siguientes receptores: a7nAChR, TLR4, IR y MOR. AB4 (100 nM)
provoco un aumento en la asociacion de FLNA tanto con a7nAChR como con TLR4, pero no con IR o MOR (Fig. 5).
El compuesto C0105 redujo el aumento inducido por ABs2 en la asociacion FLNA-a7nAChR a 0,1, 1y 10 nM, y
redujo el aumento en FLNA-TLR4 a 1 y 10 nM. El compuesto C0114, probado solo a 1y 10 nM, redujo la asociacion
FLNA-a7AchR en ambas concentraciones y la asociacion FLNA-TLR4 a 10 nM.

Los compuestos C0105 y C0114 reducen la fosforilacion de tau inducida por ABaz
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En los cultivos de cortes de cerebro frontocorticales organotipicos tratados simultaneamente con ABs2 y
cualquiera de los Compuestos C0105 o CO0114, las tres concentraciones del Compuesto C0105 y ambas
concentraciones del Compuesto C0114 redujeron la fosforilacion de tau en los tres sitios de fosforilacion de tau que
se encuentran en los ovillos neurofibrilares (Fig. 6).

Los compuestos C0105 y C0114 restauran el deterioro en la funcion a7nAChR inducida por ABaz

El funcionamiento normal de a7nAChR esta comprometido por AB42, como lo indica la afluencia de calcio
reducida después de estimular el receptor con un agonista completo (PNU282987; N-[(3R)-1-azabiciclo[2.2.2]oct-3-
ill-4-clorobenzamida). Ambos Compuestos C0105 y C0114 restauraron el funcionamiento de este receptor, con 1y
10 nM de Compuesto C0105 con funcién de restauracion completa (Fig. 7).

Los compuestos C0105 y C0114 restauran el deterioro en la funcién de NMDAR inducida por ABaz

Similar a la evaluacion de la funcion de a7nAChR después de la exposicién a ARy, la funcién de NMDAR
se evalud midiendo la afluencia de calcio después de la estimulacion con el co-agonista, glicina y NMDA. El deterioro
inducido por AB42 fue completamente prevenido por 1y 10 nM de Compuesto C0105, con 0,1 nM de los compuestos
C0105 y C0114 también restaurando significativamente la funcién de NMDAR (Fig. 8).

También se evalud la disfuncion de NMDAR midiendo los niveles de seis moléculas de sefalizacion
diferentes (nNOS, PLCy1, PKCy, pY“%2PyK2, pY*'®Src y PSD-95) en asociacion con la subunidad de NMDAR
obligatoria, NR1, después de la estimulacién con NMDA y glicina. NMDA con glicina intensificé la asociacion de
NMDAR con PSD-95, aumenté el reclutamiento de nNOS, PLCy1 y PKCy a complejos NMDAR y elevé los niveles
de PyK2 activo (pY“%?PyK2) y Src (pY*#'8Src) en la condicion de control del vehiculo; todas estas elevaciones se
vieron gravemente comprometidas por ABs2 (Fig. 9). Ambos Compuestos C0105 y CO0114 restauraron
completamente la funcién como lo demuestran las restauraciones completas en los niveles de estas moléculas con
el receptor.

Los compuestos C0105 y C0114 restauran el deterioro en la funcién de IR inducida por A4z

Un tercer receptor examinado, el IR, también mostré una disfuncion inducida por AB42 (Fig. 10). En la
condicion del vehiculo, después de la estimulacion por el agonista (insulina) del receptor, la asociacién de la proteina
adaptadora para la molécula de sefializaciéon en sentido descendente IRS-1 con IR (detectado por
inmunoprecipitacion con un anticuerpo para IRB) aumenta y el nivel de IR activado como se indica por el IRB
fosforilada, pY'"591"51|RB. Con la exposicion aAR4z, los niveles tanto de la asociacion de IRS-1 y la pY130/1131|RB se
reducen drasticamente, indicando una desensibilizacién del receptor o una resistencia a la insulina. A pesar de la
observacion de que la asociacion IR-FLNA no se ve afectada por AB4z ni por los compuestos estudiados aqui, cada
uno de los Compuestos C0105 y C0114 normalizé los deterioros de sefalizacion inducidos por la exposicion a ABaz.

Los compuestos C0105 y C0114 previenen la muerte celular inducida por AB42 como lo indica la afluencia de
calcio provocada por K*

Una indicacién de células no funcionales o moribundas es su incapacidad para despolarizar y dejar entrar el
calcio. Por lo tanto, para medir la muerte celular o la no funcionalidad en los cultivos de cortes, el afluencia de calcio
se midid en respuesta a la despolarizacién provocada por K*. La afluencia de calcio se redujo en gran medida por
AB42, y esta reduccion se invirti6 completamente con 1y 10 nM de compuesto C0105 y con 10 nM de compuesto
C0114 (Fig. 11). Las concentraciones mas bajas del compuesto C0105 (0.1 nM) y del Compuesto C0114 (1 nM)
también fueron muy eficaces para prevenir la muerte celular.

El compuesto C0105 reduce drasticamente la inmunotincién para depésitos de NFT y ABa42
La inmunohistoquimica usando anticuerpos contra pTau y A4, respectivamente, muestra que la
administracion del compuesto C0105 reduce drasticamente tanto la NFT (Fig. 12) como los agregados de A4, (Fig.

13) en cultivos de cortes cerebrales frontocorticales organotipicos incubados con ABa.

Modelo de ratén de infusion de ICV AB42

En un modelo de ratdn de infusion de AB4. intracerebroventricular (ICV) de la enfermedad de Alzheimer, la
AB42 incrementé drasticamente la asociacion de FLNA tanto con a7nAChR como con TLR4, provocé la fosforilacion
de tau en los tres sitios de fosforilacion de tau en los ovillos neurofibrilares y la sefalizacion deteriorada de
a7nAChR, NMDAR e IR. El tratamiento sistémico dos veces al dia con 10 mg/kg de Compuesto C0105 redujo
marcadamente estos efectos de la infusién de AB4.. El compuesto C0105 redujo los aumentos inducidos por AB42 en
las asociaciones de FLNA con a7nAChR y TLR4 (Fig. 14), lo que sugiere una reduccion en la sefializaciéon mediada
por ABa42 de estos dos receptores.
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El tratamiento con el compuesto C0105 suprimié la fosforilacién de tau en los tres sitios de fosforilacion
(Fig. 15), indicando de nuevo que la sefalizacion de ABa4; a través de a7nAChR esta interrumpida. La union de alta
afinidad del compuesto C0105 a FLNA parece reducir la sefalizacion de AB42 a través de a7nAChR reduciendo la
unién de AB42 a a7nAChR: el nivel de estos complejos AB42-a7nAChR se reduce en los animales tratados con C0105
(Fig. 16).

La disfuncion inducida por ABs2 de a7nAChR se ilustrdé mediante la afluencia de calcio después de la
estimulacion de a7nAChR con su agonista completo PNU282987. La reduccion inducida por AB42 en esta afluencia
de calcio se normaliz6 en los animales tratados con el Compuesto C0105 (Fig. 17). De igual manera, la funcion de
NMDAR descendente también se vio deteriorada por la infusidon de ICV A4y, ilustrada por la afluencia de calcio
después de la coestimulacion con NMDA y glicina (Fig. 18). De nuevo, el tratamiento con Compuesto C0105
restaurd la disfuncion de NMDAR inducida por AB4.. La afluencia de calcio después de la despolarizacion por K* se
uso para evaluar la disfuncion celular total o las células moribundas. La infusién de ICV AR redujo en gran medida
esta afluencia de calcio provocada por K*, y el tratamiento con C0105 lo restauro (Fig. 19).

Que el tratamiento con el Compuesto C0105 puede revertir la disfuncion de NMDAR también se evidencia
midiendo la sefalizacion de NMDAR. Los ratones infundidos con AB4; mostraron reducciones en la activacion
inducida por NMDA/glicina (fosforilacion) y en el reclutamiento a NMDAR de seis componentes de sefializacion. El
tratamiento con compuesto C0105 de ratones infundidos con ICV AB42 produjo resultados practicamente idénticos.

El deterioro de la senalizacion de NMDAR también se evalu6 mediante niveles de seis componentes de
sefializacion (PLCy, nNOS, pY“%2PyK2, PSD-95, PKCy, pY#'®Src y NR1) co-inmunoprecipitando con NR-1, la
subunidad obligatoria de NMDAR, después de co-estimulacion con NMDA y glicina. AB42 redujo los niveles de las
seis moléculas de sefalizacion, y éstas se normalizaron mediante el tratamiento con C0105 (Fig. 20). De manera
similar, la sefalizacion de IR se evalué mediante la fosforilacion de IPB y su asociacion con la molécula de
sefializacion IRS-1 después de la estimulacion con insulina. Al igual que la sefializaciéon de NMDAR, estas medidas
se redujeron con ARz y se restauraron con el tratamiento con C0105 (Fig. 21).

De manera importante, debido a que la asociacion de FLNA con TLR4 aumenta con AB42 y se normaliza
con el Compuesto C0105, se evalud si la liberacion de citoquinas inflamatorias después de la infusion de ICV AB42
se suprimiria con el tratamiento con el Compuesto C0105. La infusiéon de ICV AB42 aumentd la produccion de IL-6,
TNF-a e IL-1B. El tratamiento con compuesto C0105 eliminé completamente la produccién de IL-6 inducida por AB42
y suprimié los niveles de TNF-a e IL-13 en un 86 y 80%, respectivamente (Fig. 22). Finalmente, la
inmunohistoquimica (IHC) de la corteza prefrontal (FCX) y el hipocampo (HP) muestra que el tratamiento con el
Compuesto C0105 no solo evita la formacion de NFT (Fig. 23) sino también depdsitos de amiloide (Fig. 24).

Estudio del tejido cerebral humano postmortem

En el tejido con EA y de control tratado con AB42, el Compuesto C0105 reduce la asociacion de FLNA
inducida por AB42 con a7nAChR y TLR4 (Fig. 25). El contacto con el compuesto C0105 reduce los complejos ARa4z-
a7nAChR (Fig. 26) reduciendo la afinidad para esta interaccion aproximadamente 1.000-10.000 veces (Fig. 27). El
contacto con el Compuesto C0105 preserva el funcionamiento de a7nAChR (Fig. 28) y NMDAR (Fig. 29) como lo
demuestra la afluencia de calcio después de la estimulacién del receptor. La normalizacion de la funcion del receptor
también se demostré6 mediante los niveles de ensamblaje de sefializacion de NMDAR (Fig. 31) e IR (Fig. 32).
Notablemente, una incubacién de una hora de cortes de cerebro con EA con 1 nM de Compuesto C0105 normalizd
las seis medidas de este deterioro de sefalizacion de NMDAR sin afectar a los ensamblajes de la subunidad de
NMDAR. De manera similar a los descubrimientos en el modelo de ratén, la incubacién con el Compuesto C0105
también atenud6 el déficit en la afluencia de calcio inducida por despolarizacion en el tejido con EA postmortem que
indica células no funcionales o moribundas (Fig. 30).

En el tejido frontocortical de control postmortem, el sitio de union al pentapéptido de FLNA del Compuesto
C0105 (VAKGL de la SEQ ID NO: 1) se us6 como un sefiuelo para bloguear la atenuacion de la asociacion de FLNA
con a7nAChR y TLR4 por el Compuesto C0105 (Fig. 33). Un bloqueo similar de la prevencion de la fosforilacion de
tau se demostrd con este pentapéptido sefiuelo (Fig. 34). Juntos, estos resultados confirman que el Compuesto
C0105 inhibe la fosforilacion de tau y preserva multiples funciones del receptor a través de su unién a FLNA.

También se uso tejido frontocortical de control postmortem para demostrar que el Compuesto C0105
también reduce la fosforilacion de tau inducida por LPS (Fig. 47).

En el tejido frontocortical de control postmortem, el reclutamiento de FLNA inducido por AB42 a a7nAChRs
fue imitado por concentraciones 10 veces mayores de AB40 o de los agonistas de a7nAChR nicotina y PNU282987
con magnitudes significativamente menores. Los antagonistas de a7nAChR a-bungarotoxina y metillicaconitina y el
inhibidor de la colinesterasa/modulador del receptor nicotinico alostérico positivo galantamina no mostraron ningun
efecto (Tabla, a continuacién). De manera interesante, la memantina, un antagonista tanto de NMDAR como de
a7nAChR, provoco el reclutamiento de FLNA a a7nAChRs con una magnitud no muy lejana a la de AB40.
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Tabla
Efectos de los agentes a7nAChR en el reclutamiento de FLNA para a7nAChR
Agente Relacion FLNA/a7nAChR Estadisticas frente a |Efecto de |Estadisticas frente
g (estimulacion frente a vehiculo.%) |vehiculo, p AB42,% a AB42, p
Vehiculo 0.07+0.01 -- -- --
0.1 uM Ap42 0.7310.05 (1012.3£104.9) <0.0001 100 --
1 uM de Ap40. 28 +0.03 (341.9465.1) 0.001 34.846.6 <0.001
1 UM de nicotina 0.131£0.02 (107.7+31.4) <0.001 11.0+3.2 0.001
1uM de
PNU282987 0.1240.02 (87.1+37.9) 0.01 8.9+3.9 0.001
1uM de o-
Bungarotoxina 0.0740.01 (7.546.6) 0.65 0.8+0.7 <0.001
1uM de
metillicaconitina 0.0840.02 (19.8+12.2) 0.21 2.0+1.2 <0.001
1 uM de
galantamina 0.0840.02 (17.1+14.6) 0.37 1.7+1.5 <0.001
1uM de Memantina 0.2110.03 (225.9+38.5) <0.00001 23.0£3,9 0.001
Compuestos

Los compuestos se sintetizaron y proporcionaron por Medicilon, Shanghai. Aparte de las tres sintesis
descritas en la presente, las sintesis mas detalladas se presenta en una o mas de las Publicaciones de Patente de
Estados Unidos N° 2009/0191579 A1, N° 2010/0279996 A1, N° 2010/0279997 A1, N° 2010/0280061 A1, N°
2011/0105481 A1, 2011/0105484 A1, N° 2011/0105487 A1, y N° 2011/0105547 A1.

Un compuesto que tiene un carbono asimétrico (quiral) o una sal del mismo puede existir en forma de dos
enantiomeros. La invencion se refiere tanto a cada enantiomero como a su mezcla; es decir, tanto a las formas
enantioméricas como para su mezcla. Adicionalmente, cuando hay dos o mas centros quirales, se pueden formar
diasteredmeros.

Cuando un compuesto contemplado o una sal farmacéuticamente aceptable de un compuesto de la Serie
C-2, o cualquiera de las otras formulas en la presente se obtiene en forma de una mezcla de estereoisémeros,
preferiblemente en forma de racematos u otras mezclas de los varios enantiomeros y/o diastereoisémeros, pueden
separarse y aislarse opcionalmente mediante métodos convencionales conocidos por los expertos en la técnica. De
manera ilustrativa, por ejemplo, son utiles los procesos de separacion cromatografica, particularmente los procesos
de cromatografia liquida a presidon estandar o a presion elevada, preferiblemente métodos de MPLC y HPLC, y
también métodos que implican cristalizacién fraccional. Esto puede implicar particularmente la separacion de
enantiémeros individuales, por ejemplo, sales diastereocisoméricas separadas por medio de HPLC en la fase quiral o
por medio de cristalizacion con acidos quirales, por ejemplo acido (+)-tartarico, acido(-)-tartarico o acido (+)-10-
canforsulfénico. Un enantiémero separado mediante formacion de sal quiral puede convertirse faciimente en una sal
farmacéuticamente aceptable de tipo aquiral o racémica para su uso.

Se contempla que un compuesto de la Serie C-2 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se use
opcionalmente en forma enantioméricamente pura; es decir, en la configuracion (S) o (R) o las formas dy 1, o en
forma de una mezcla racémica que muestra una configuracion (S, R) o (d, /), o como uno o mas diasteredbmeros, y
mezclas de los mismos.

Por lo tanto, un compuesto contemplado o su sal farmacéuticamente aceptable puede estar presente
opcionalmente en una o mas formas. De manera ilustrativa, el compuesto o su sal puede estar en forma de un
enantiomero o diastereoisémero individual. Un compuesto contemplado o su sal también puede estar presente en
forma de una mezcla de estereoisdmeros. Un compuesto o sal contemplado también puede estar presente en forma
de una mezcla racémica.

A continuacién se muestra un esquema sintético ilustrativo para la preparacion de compuestos de la Serie
C-2 que contienen varios sustituyentes y atomos del anillo. Ese esquema puede adaptarse facilmente para la
preparacion de compuestos que contienen dos enlaces carbonilo, y también un enlace carbonilo y uno sulfonilo en
las configuraciones opuestas a las mostradas. La etanolamina o tioetanolamina puede reemplazarse por
etilendiamina o N-metiletilen-diamina para preparar los compuestos de dinitrégeno correspondientes. Un reemplazo
similar con 2-aminoacetamida o una acetamida o propionamida N-sustituida proporciona el sistema de anillo que
contiene aminoamido correspondiente.
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Esquema 3
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Tabla de Compuestos de la Serie C-2
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Tabla de Compuestos de la Serie C-2 Continuacidn
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Tabla de Compusestos de la Serie C-2 Continunacion
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Tabla de Compuestos de la Serie C-2 Continuacidn
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Tabla de Compuestos Serie D
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Preparacion de Compuestos 4, 9 y 10 de la Serie C-2

Estos tres compuestos se prepararon a través de un intermedio comun designado 9-2 en la presente que se
prepard durante la sintesis del Compuesto C0116M en la solicitud N° de Serie. 12/5610.091 (Publicacién de
Estados Unidos N° 20110105487 A1 del 5 de mayo de 2011; WO 2010/051497), y haciendo referencia al mismo
como Compuesto C0116M-1.

Después de la preparacion del Compuesto 9-2, las sintesis de los Compuestos 9 y 10 procedid
rutinariamente afadiendo primero el grupo tosilo en piridina al nitrégeno del anillo de cinco miembros, seguido de la
eliminacion del grupo t- BOC con acido trifluoroacético (TFA) en diclorometano para formar el Compuesto 9-4 como
se muestra a continuacion. Los detalles de las sintesis se proporcionan a continuacion.
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El Compuesto 9-2 también sirvié como base para la preparacion del Compuesto 4. Aqui, como se muestra
a continuacion, el cloruro de 4-trifluorometoxifenil sulfonilo se hizo reaccionar en piridina con la amina del anillo de
cinco miembros y el grupo t-BOC se eliminé en TFA/DCM como anteriormente para formar el Compuesto 4-1. El

nitrogeno de amina del anillo de seis miembros del Compuesto 4-1 se hizo reaccionar luego con
(bromometil)ciclopropano para formar el producto N-alquilado que es el Compuesto 4.
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Preparacion del compuesto 9-2

A una solucidon de N-Boc-piperidin-4-ona (50 g, 251 mmol) en etanol (500 ml) se le afiadid 2-aminoetanol
(46 g). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante la noche (aproximadamente 18 horas). Luego se elimino
el solvente a presion reducida. El residuo se diluyé con CH.Cl, (DCM) y se lavo con Na,COs3 acuoso saturado (100
ml x 6). La fase organica se seco sobre Na,SO4 anhidro, y se concentré para proporcionar el producto como un
aceite amarillo (61 g, rendimiento: 100%, confirmada por TLC).

Preparacion del compuesto 9-3

Se afiadié cloruro de toluensulfonilo (TsCl; 24,7 g, 130 mmol) a una solucién del Compuesto 9-2 (31,2 g,
130 mmol) en piridina (320 ml). La mezcla se agitdé durante la noche (aproximadamente 18 horas) a temperatura
ambiente. La mezcla de la reaccion se concentro al vacio para eliminar la piridina y el residuo se disolvié con DCM y
se lavo con solucion saturada de NaHCOs. La capa organica se sec6 sobre Na>SO,, se concentrd y se purificd por
cromatografia en columna para proporcionar el producto como un sdlido blanco (40 g, rendimiento: 78%, confirmado
por 1TH NMR).
"H NMR (400 MHz, CDCls) : 7.74 (d, J = 8.4 Hz, 2H); 7.31 (d, J = 8.0 Hz, 2H); 4.13~4.03 (m, 4H); 3.56~3.50 (m, 2H);
2.89 (brs, 2H); 2.46 (s, 3H); 2.43~2.36 (m, 2H); 1.63 (brs, 2H); 1.47 (s, 9H).

Preparacion del compuesto 9-4

Se afiadié acido trifluoroacético (CF3COOH; 60 ml) a una solucién del Compuesto; 9-3 (35,2 g, 88,7 mmol)
en DCM (350 ml). La mezcla se agit6 en hielo/agua durante 50 minutos. A la mezcla de la reaccioén se le afiadieron
200 ml de DCM, y la composicion resultante se lavo con Na;COs3 saturado. La capa organica se seco sobre NazSOu,
se concentré al vacio para proporcionar el producto bruto. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en
columna para proporcionar el producto deseado como un aceite amarillo palido (11,2 g, rendimiento: 42%,
confirmado por 'H NMR).

"H NMR (400 MHz, CDCls) : 7.75 (d, J= 8.4 Hz, 2H); 7.29 (d, J = 8.0 Hz, 2H); 3.95 (t, J= 6.4 Hz, 2H); 3.75 (brs, 1H);
3.51~3.48 (t, J= 5.6 Hz, 2H); 3.16~3.12 (dd, J = 12.4, 4.0 Hz, 2H); 2.92~2.86 (td, J = 12.8, 2.0 Hz, 2H); 2.48~2.44
(m, 2H); 2.41 (s, 3H); 1.65 (d, J = 12.8 Hz, 2H)

Preparacion del compuesto 9
Se afiadié (bromometil)ciclobutano (1,86 g, 12,5 mmol) a una mezcla del Compuesto 9-4 (1,85 g, 6,25
mmol) y K2CO3 (3,39 g, 12,5 mmol) en acetona (40 ml), y la mezcla de la reaccion se agité a reflujo durante la noche

(aproximadamente 18 horas). Después de enfriar, la mezcla se filtro y se concentrd, se purificé por cromatografia
con acetato de etilo (EA) para obtener un producto bruto como un sélido amarillo palido (1,6 g, rendimiento: 70%,
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confirmado por LCMS, 'H NMR mostré que era impuro). El producto bruto se purificd por cromatografia adicional con
EA para proporcionar el producto deseado como de un sélido blanco (1,15 g, rendimiento: 50%, confirmado por
LCMS y "H NMR, HPLC: 99,3% @ 254 nm, 99,5 @ 214 nm).

"H NMR (400 MHz, CDCl3) : 7.77 (d, J = 8.0 Hz, 2H); 7.31 (d, J = 8.0 Hz, 2H); 3.95 (t, J = 6.0 Hz, 2H); 3.52 (t, J=6.4
Hz, 2H); 2.76-2.73 (d, J= 10.0 Hz, 2H); 2.54~2.39 (m, 8H); 2.21~2.15 (t, J= 11.6 Hz, 2H); 2.07~2.05 (m, 2H);
1.93~1.88 (m, 2H); 1.70~1.65 (m, 2H); 1.56~1.53 (d, J = 12.4 Hz, 2H). MS (ESI) calculado para C1gH2sN203S (m/z):
364.18, encontrado: 365.1 [M+1]*.

Preparacion del compuesto 10

A una mezcla del Compuesto 9-4 (1,72 g, 5,8 mmol) y K.CO3 (1,6 g, 11,6 mmol) en acetona (30 ml) se

afiadio 3-bromoprop-1-eno (0,7 g, 5,8 mmol), y la mezcla de reaccion se agité a 40° C durante 2 horas. Después de
enfriarse, la mezcla se filtré y se concentrd, se purificd por cromatografia con EA para obtener el producto deseado
como un solido blanco (1,1 g, 56% de rendimiento, confirmado por LCMS y '"H NMR, HPLC: 98,8% @ 254 nm, 98,9
@ 214 nm).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) : 7.76~7.74 (d, J= 8.0 Hz, 2H); 7.29~7.27 (d, J = 8.0 Hz, 2H); 5.90~5.82 (m, 1H);
5.18~5.11 (m, 2H); 3.95~3.91 (t, J = 6.0 Hz, 2H); 3.52~3.49 (t, J = 6.0 Hz, 2H); 3.0~2.98 (d, J = 6.4 Hz, 2H);
2.83~2.80 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 2H); 2.55~2.48 (td, J = 13.2, 4.4 Hz, 2H); 2.41 (s, 3H); 2.19~2.14 (t, J = 11.2 Hz, 2H);
1.58~1.55 (d, J = 12.0 Hz, 2H). MS (ESI) calculado para C17H24N203S (m/z): 336.45, encontrado: 337.1 [M+1]*.

Preparacion del compuesto 11

A una solucion del Compuesto 9-2 (14,6 g, 60 mmol) en piridina (150 ml) se le afadié cloruro de 4-
(trifluoro-metoxi)benceno-1-sulfonilo (15,7 g, 60 mmol). La mezcla se agité durante la noche (aproximadamente 18
horas) a temperatura ambiente. La mezcla de la reaccion se concentré al vacio para eliminar la piridina y el residuo
se disolvié con DCM, se lavdé con NaHCOs3; saturado. La capa organica se seco sobre Na>SO,, se concentrd y se
purificé por cromatografia en columna para dar el producto como un sélido blanco (20 g, rendimiento: 71%,
confirmada por 1TH NMR y LCMS).

"H NMR (400 MHz, CDCl3) : 7.92~7.90 (d, J = 8.4 Hz, 2H); 7.35~7.32 (d, J = 8.4 Hz, 2H); 4.13~3.97 (m, 4H); 3.51
(brs, 2H); 2.90 (brs, 2H); 2.45~2.35 (m, 2H); 1.58 (brs, 2H); 1.47 (s, 9H). MS (ESI) calculado para CigH25F3N206S
(m/z): 466.14, encontrado: 367.0 [M+1]".

Preparacion del compuesto 4-1

Se afadid acido trifluoroacético (CFzCOOH; 20 ml) a una solucion del Compuesto; 11 (15 g, 32 mmol) en
DCM (150 ml). La mezcla se agitd en hielo/agua durante 50 minutos. La mezcla de la reaccion se afiadioé a 200 ml de
DCM, se lavo con Na,CO; saturado. La capa organica se secd sobre NaySOs, se concentré al vacio para
proporcionar el producto bruto. El producto bruto se purificé por cromatografia en columna para proporcionar el
producto deseado en forma de un solido amarillo palido (5,9 g, rendimiento: 50%, confirmado por 'H NMR).
"H NMR (400 MHz, CDCl3) : 7.93~7.91 (d, J = 8.4 Hz, 2H); 7.34~7.32 (d, J = 8.0 Hz, 2H); 4.0~3.97 (t, J= 5.6 Hz,
2H); 3.51~3.48 (t, J = 6.0 Hz, 2H); 3.06~3.02 (dd, J = 12.4, 4.0 Hz, 2H); 2.86~2.80 (i, J = 13.2 Hz, 2H); 2.39~2.31
(td, J = 12.8, 4.8 Hz, 2H); 2.48~2.44 (m, 2H); 1.64~1.62 (d, J = 12.8 Hz, 2H).

Preparacion del compuesto 4

Se afadié (bromometil)ciclobutano (1,5 g, 4,1 mmol) a una mezcla del compuesto 4-1 (1,5 g, 4,1 mmol) y
K>COs (1,13 g, 8,2 mmol) en acetona (15 ml), y la mezcla de la reaccion se agité a reflujo durante 4 horas. Después
de enfriarse, la mezcla se filtré y se concentrd, se purificé por cromatografia con EA para proporcionar el producto
deseado como un sdlido blanquecino (1,05 g, rendimiento: 61%, confirmado por LCMS y 'H NMR, HPLC: 96,9% @
254 nm), 98,4 @ 214nm).
'"H NMR (400 MHz, CDCls3): 7.91~7.94 (d, J = 8.8 Hz, 2H); 7.34~7.32 (d, J = 8.0 Hz, 2H); 3.98~3.95 (t, J = 6.0 Hz,
2H); 3.54~3.51 (t, J = 6.4 Hz, 2H); 2.99~2.96 (dd, J= 8.8, 2.0 Hz, 2H); 2.56~2.49 (td, J= 12.8, 4.4 Hz, 2H);
2.26~2.17 (m, 4H); 1.60~1.57 (d, J = 12.4 Hz, 2H); 0.87~0.84 (m, 1H); 0.52~0.48 (m, 2H); 0.10~0.07 (m, 2H). MS
(ESI) calculado para C1gH23F3N204S (m/z): 420.13, encontrado: 421.1 [M+1]*.

Preparacion de los compuestos A, By C de la serie D

Compuesto A
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Compuesto A

Compuesto 4

A una solucion del Compuesto 1 (10 g, 57 mmol) en THF (100 ml) se afadié 1,1'-carbonildiimidazol (CDI)
(11,1 g, 68,5 mmol) a temperatura ambiente, y la mezcla se agitdé durante 30 minutos. Luego se afadi6 el
Compuesto 2 (7,34 g, 68,5 mmol) y se agité durante la noche (aproximadamente 18 horas). El solvente se evaporo6 y
el residuo se disolvio en acetato de etilo (EA; 400 ml) al que se afiadio HCI/MeOH 4M (50 ml) y la mezcla resultante
se agitd durante la noche (aproximadamente 18 horas). El solido blanco resultante se filtré y se suspendié en EA, se
lavé con NaHCO3 acuoso y se concentré para proporcionar el producto como un soélido blanco (3,2 g, rendimiento
del 34%, segun se confirmé por NMR).
1H-NMR (400 MHz, CDCls) : 3.41 (s, 3H); 4.48 (d, J = 6.0 Hz, 2H); 7.26~7.36 (m, 5H); 7.57 (br, s, 1H) .

Compuesto A-3

Una mezcla de Compuesto A-1 (3,75 g, 24 mmol), A-2 (1,5 g, 11 mmol) y trietilamina (TEA) (4,5 g, 44,38
mmol) en diclorometano (DCM) (50 ml) se agité6 a temperatura ambiente durante la noche (aproximadamente 18
horas). La mezcla de la reaccidon se lavé con agua, se seco sobre Na,SO4 y se concentrd para proporcionar el
producto como un soélido blanco (2,55 g, rendimiento del 98%, confirmado por NMR).
1H-NMR (400 MHz, CDCls) : 2.53 (t, J = 6.4 Hz, 4H); 4.01 (t, J = 6.4 Hz, 4H); 7.10~7.30 (m, 5H).

Compuesto A

Una mezcla de Compuesto A-3 (400 mg, 1,7 mmol) y Compuesto 4 (280 mg, 1,7 mmol) en metanol (60 ml)
se calento a reflujo durante la noche (aproximadamente 18 horas) bajo argéon. La mezcla se concentré y se purificd
mediante pre-TLC para obtener el producto como un sélido blanco palido (84 mg, 13% de rendimiento, NMR y MS
confirmados, 98% por HPLC).
1H-NMR (400 MHz, CDCls) : 1.42 (d, J = 12.4 Hz, 2H); 1.92 (dt, J = 4.4, 13.2 Hz, 2H); 3.32 (dt, J = 2.0, 12.8 Hz, 2H);
3.52 (s, 2H); 4.42 (s, 2H); 4.47 (s, 2H); 7.06 (t, J = 7.6 Hz, 2H);7.14 (t, J = 7.6 Hz, 1H); 7.24~7.33 (m, 9H). MS (ESI)
calculado para C21H24N4OS (m/z) : 380.17, encontrado: 381.2 [M+1]".

Compuesto B
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Compuesto B
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Compuesto B-4

A una solucion de piridin-4-amina (400 mg, 4,25 mmol) en THF (35 ml) se le afiadié NaH al 60% (340 mg,
8,5 mmol) en un bafio de hielo, y la mezcla se agité durante 1 hora. Se afadio el compuesto B-2 (0,99 g, 4,25 mmol)
y se dejé que la mezcla alcanzara gradualmente la temperatura ambiente y se agité durante 3 horas. Se afadio el
Compuesto A-1 (0,78 g, 5,1 mmol) y N,N-diisopropiletiiamina (DIEA; 1 ml) y la mezcla se agité a temperatura
ambiente durante la noche (aproximadamente 18 horas). Se afiadié agua y la composicion resultante se extrajo con
EA, se lavd con salmuera, se seco sobre Na;SQO4, se concentrd y se purificd por cromatografia en columna para
proporcionar aceite (0,23 g, rendimiento del 23%, NMR no era puro pero el componente principal era el compuesto
del titulo).
1H-NMR (400 MHz, CDCls) : 2.66 (t, J= 6.4 Hz, 4H) ; 412 (t, J= 6.4 Hz, 4H); 7.11~7.12 (d, J = 4.8 Hz, 2H);
8.50~8.52 (d, J = 5.6 Hz, 2H).

Compuesto B

Una solucién de Compuesto B-4 (230 mg, 1,7 mmol) y Compuesto 4 (225 mg, 1,37 mmol) en metanol (25
ml) se calenté a reflujo durante la noche (aproximadamente 18 horas) bajo argdn. La mezcla se concentrd y se
purificé mediante pre-TLC para obtener el producto como un soélido amarillo (45 mg, rendimiento del 12%, NMR y MS
confirmados, 96% por HPLC).
1H-NMR (400 MHz, CDCls) : 1.47 (d, J = 13.2 Hz, 2H); 1.92~1.98 (m, 2H); 3.41 (t, J= 13.2 Hz, 2H); 3.54 (s, 2H); 4.44
(s, 4H); 6.95 (d, J = 4.4 Hz, 2H); 7.26~7.31 (m, 5H); 8.45 (d, J = 4.0 Hz, 2H);. MS (ESI) calculado para CxH23Ns0S
(m/z) : 381.16, encontrado: 382.4 [M+1]".

Compuesto C
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Be Compuesto C

Compuesto C-2

Se agité una mezcla de Compuesto C-1 (1,0 g, 8,39 mmol), Compuesto A-1 (2,83 g, 18,45 mmol) y
carbonato de potasio (4,64 g, 33,6 mmol) en DCM (50 ml) a temperatura ambiente durante 18 horas.. La mezcla se
lavé con agua, HCI 1 N (acuoso), se seco sobre Na,SO4 y se concentrd. El residuo se purificd por cromatografia en
columna (PE/EA=3:1) para proporcionar el producto como un soélido blanco (1,0 g, 55% de rendimiento, NMR
confirmo el compuesto del titulo).
1H-NMR (400 MHz, CDCIs) : 2.56 (t, J = 6.4 Hz, 4H); 3.81 (t, J = 6.4 Hz, 4H); 6.50 (brs, 1H); 7.07 (t, J =7.2 Hz, 4H);
7.28~7.37 (m, 4H).

Compuesto C

Una mezcla de Compuesto C-2 (400 mg, 1,84 mmol) y Compuesto 4 (400 mg, 2,44 mmol) en metanol (40
ml) se calenté a reflujo durante la noche (aproximadamente 18 horas) bajo argén. La mezcla se concentrd y se
purificd mediante pre-TLC para proporcionar el producto como un sélido blanco (96 mg, rendimiento del 14%, NMR y
MS confirmados, 98% por HPLC).
1H-NMR (400 MHz, CDCls): 1.45 (d, J = 12.0 Hz, 2H); 1.85 (dt, J = 4.4, 13.2 Hz, 2H); 3.19 (dt, J = 2.0, 13.2 Hz, 2H);
3.55 (s, 2H); 3.96 (dt, J = 13.6, 2.0 Hz, 2H); 4.44 (s, 2H); 6.29 (s, 1H); 7.02~7.06 (m, 1H); 7.22~7.33 (m, 10H);. MS
(ESI) calculado para C21H24N4O2 (m/z) : 364.19, encontrado: 365.2 [M+1]".

Ejemplo 1: Ensayo de seleccion de FLNA basado en FITC-NLX

A. Placas de 96 pocillos recubiertas con estreptavidina
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Se lavan placas de 96 pocillos recubiertas con estreptavidina (Reacti-Bind™ NeutrAvidin™ Placa de 96
pocillos recubierta de alta capacidad de unién, Pierce-ENDOGEN) tres veces con 200 pl de Tris HCI 50 mM, pH 7,4
segun las recomendaciones del fabricante.

B. Pentapéptido VAKGL N-biotinilado (Bn-VAKGL) (SEQ ID NO: 1)

El péptido Bn-VAKGL (0,5 mg/placa) se disuelve en 50 ul de DMSO y luego se afiade a 4450 pl de Tris HCI
50 mM, pH 7,4, que contiene NaCl 100 mM e inhibidores de la proteasa (medio de unién), asi como 500 ul de
superbloque en PBS. (Pierce-ENDOGEN) [concentracion final para DMSO: 1%].

C. Acoplamiento de péptidos de Bn-VAKGL a placa recubierta con estreptavidina

Las placas recubiertas con estreptavidina lavadas se ponen en contacto con 5 ug/pocillo de Bn-VAKGL
(100 pl) durante 1 hora (incubadas) con agitacion constante a 25° C [50 pl de solucion de péptido Bn-VAKGL de B +
50 pl de medio de union, concentracion final para DMSO: 0,5%]. Al final de la incubacion, la placa se lava tres veces
con 200 pl de Tris HCI 50 mM helado, pH 7.4.

D. Union de naloxona marcada con FITC[FITC-NLX] a VAKGL

Las placas de estreptavidina recubiertas con Bn-VAKGL se incuban con naloxona marcada con
isotiocianato de fluoresceina 10 nM (FITC-NLX; Invitrogen) en medio de union (Tris HCI 50 mM, pH 7,4 que contiene
NaCl 100 mM e inhibidores de proteasa) durante 30 minutos a 30° C con agitacion constante. El volumen final del
ensayo es de 100 pl. Al final de la incubacion, la placa se lava dos veces con 100 ul de Tris 50 mM helado, pH 7,4.
La sefal, FITC-NLX -unido se detecta usando un lector de placas multimodo DTX-880 (Beckman).

E. Deteccion de analogos de quimica médica

Los compuestos se disuelven primero individualmente en DMSO al 25% que contiene Tris HCI 50 mM, pH
7.4, hasta una concentracion final de 1 mM (asistida por sonicacion cuando es necesario) y luego se colocan en
placas de compuesto de 96 pocillos. Para seleccionar los analogos de quimica médica (nuevos compuestos), cada
solucion de compuesto (1 pl) se afiade a la placa de estreptavidina recubierta con Bn-VAKGL con 50 pl/pocillo de
medio de union seguido inmediatamente con la adicion de 50 pl de FITC-NLX (volumen/paocillo del ensayo total es de
100 pl). La concentracion final de seleccion para cada nuevo compuesto es inicialmente de 10 pM.

Cada placa de seleccion incluye control de vehiculo (union total), asi como naloxona (NLX) y/o naltrexona
(NTX) como controles positivos. Los compuestos se prueban por triplicado o cuadruplicado. Se calcula el porcentaje
de inhibicién de unién de FITC-NLX para cada compuesto [(FITC-NLX total unido en vehiculo - FITC-NLX unido con
compuesto)/FITC-NLX total unido en vehiculo] x 100%]. Para evaluar las eficacias y las potencias de los compuestos
seleccionados, los compuestos que logran una inhibiciéon de aproximadamente el 60-70% a 10 yM se analizan
adicionalmente a concentraciones de 1y 0.1 pM.

Los resultados de este ensayo de seleccion se muestran en las tablas siguientes.
Ensayos de unién a péptidos de FLNA

Compuestos de Serie C-2

R8
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Cada designacion en la féormula anterior se define en otra parte en la presente.

Concentracion de compuesto de unién a

FLNA
Compuesto de unién a FLNA |5 4 pM 0.1 uM 1uM

Porcentaje de inhibicion de unién
Media de Control de naloxona |39.87 46.29% 50.91
C0011 37.6% 41.4% 46.0%
C0026 42.3% 44.8% 49.0%
C0027 50.8% 61.2% 63.8%
S-C0027 39.1% 46.5% 53.6%
C0034-3 29.6% 38.3% 44.8%
C0037-2 ND* ND ND
C0040 38.4% 46.3% 55.9%
C0043 43.9% 51.3% 58.0%
C0044 37.3% 43.9% 50.6%
C0045 39.1% 48.9% 53.7%
C0046 30.8% 35.7% 42.2%
C0050 26.7% 34.5% 36.4%
C0055 29.0% 34.9% 39.5%
C0056 33.7% 38.9% 41.4%
C0060 60.3% 64.0% 68.0%
C0086M 37.9% 48.1% 53.4%
C0087M 51.6% 57.9% 61.5%
C0088M 40.1% 52.4% 56.1%
C0089M 40.7% 46.1% 51.2%
C0090M 42.5% 52.5% 55.8%
C0091M 38.1% 39.8% 46.3%
C0093M 44.8% 49.9% 53.5%
C0094M 43.0% 52.8% 57.5%
C0095M 40.1% 46.6% 50.5%
C0096M 43.0% 48.3% 55.0%
C0099M 46.9% 53.3% 56.0%
C0100M 52.2% 58.2% 64.5%
C0101M 50.5% 56.4% 59.0%
C0102M 52.3% 53.1% 56.6%
C0104M 51.4% 54.1% 55.2%
C0105M 55.7% 62.0% 68.8%
C0106M 45.8% 55.6% 58.9%
C0108M 54.6% 61.4% 68.7%
C0114M 57.1% 63.2% 66.7%
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Concentracion de compuesto de unién a

FLNA
Compuesto de unién a FLNA | o4 pM 0.1 uM 1 uM

Porcentaje de inhibicion de unién
C0115M 47.8% 57.8% 59.9%
C0116M 53.9% 60.0% 62.9%
C0118M 56.6% 61.4% 62.4%
C0119M 41.6% 55.5% 60.0%
C0123M 51.9% 60.5% 62.9%
C0124M 47.7% 52.2% 58.7%
C0125M 54.2% 59.7% 63.3%
C0126M 50.7% 55.4% 67.3%
C0128M 46.5% 54.4% 58.2%
C0133M 47.8% 54.9% 58.5%
C0134M 55.7% 60.5% 61.9%
F-C0134 37.4% 45.7% 53.1%
C0135M 53.9% 55.1% 62.3%
C0136M (P5) 46.7% 55.2% 58.2%
C0137M (P7) 42.4% 49.9% 61.2%
C0142M 35.1% 39.4% 56.0%
C0143M 45.3% 48.4% 57.8%
C0148M 46.2% 52.0% 57.0%
C0149M 48.5% 52.3% 62.0%
C0150M 47.3% 51.8% 61.4%
C0151M 48.3% 51.7% 58.7%
C0152M-4 ND ND ND
C0153M-3 ND ND ND
Media de control de naloxona |39.87% 46.29% 50.91%
* ND=No Hecho.

Se realizé un estudio preliminar similar al inmediatamente anterior usando los Compuestos 4, 9y 10 y 100
nM de FITC-NLX almacenado congelado en lugar de 10 nM de FITC-NLX. A continuacién se muestran los
resultados de una media de dos ejecuciones para este estudio.

55

60

65

Compuesto | 0.1 nM 1nM 10nM | 100 nM | 1 puM
4 18.8% 21.3% 17.9% 28.8% | 42.9%

9 22.5% 24.8% 27.7% 35.3 | 49.6%

10 27.5% 27.3% 26.6% 27.3% | 34.5%

(+) NLX 22.7% 22.8% 23.1% 22.8% | 39.8%

EJEMPLO 2: Actividad agonista de MOR usando el ensayo de unién de GTPyS

50

Para evaluar la actividad agonista del receptor opiaceo mu (MOR) de los compuestos positivos de la
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seleccion de FLNA, los compuestos se probaron en un ensayo de unién [**S]GTPyS usando membranas estriatales.
Un estudio anterior ha demostrado que en las membranas estriatales, la activacion de MOR lleva a un aumento en la
union de [*°S]GTPyS a Gao (Wang et al., 2005 Neuroscience 135:247-261). Este ensayo mide una consecuencia
funcional de la ocupacién del receptor en uno de los primeros eventos mediados por el receptor. El ensayo permite
los parametros farmacologicos tradicionales de potencia, eficacia y afinidad antagonista, con la ventaja de que las
medidas de los agonistas no estan sujetas a amplificacion u otra modulacién que pueda tener lugar cuando se
analizan parametros mas en sentido descendente que el receptor.

Por tanto, el tejido estriatal se homogeneizd en 10 volimenes de tampon HEPES 25 mM helado, pH 7,4,
que contenia EGTA 1 mM, sacarosa 100 mM, 50 pg/ml de leupeptina, PMSF 0,04 mM, 2 ug/ml de inhibidor de
tripsina de soja y 2-mercaptoetanol al 0,2%. Los homogeneizados se centrifugaron a 800 X g durante 5 minutos y los
sobrenadantes se centrifugaron a 49.000 X g durante 20 minutos. Los sedimentos resultantes se suspendieron en 10
volumenes de tampdn de reaccién, que contenia HEPES 25 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, 50 yg/ml de leupeptina, 2
pg/ml de inhibidor de tripsina de soja, PMSF 0,04 mM y 2-mercaptometanol al 0,02%.

La preparacion de membranas estriatal resultante (200 pg) se mezcldé y se mantuvo (incubd) a 30° C
durante 5 minutos en tampon de reaccion como anteriormente que contenia adicionalmente MgCl, 1 mM y de
[5S]GTPyS 0,5 nM (0,1 uCi/ensayo, PerkinElmer Life and Analytical Sciences) en un volumen total de 250 ul y
continué durante 5 minutos en ausencia o presencia de 0,1-10 yM de un compuesto ensayado de interés. La
reaccion se terminé mediante dilucion con 750 | de tampon de reaccion helado que contenian MgCl, 20 mM y EGTA
1 mM y centrifugacion inmediata a 16.000 X g durante 5 minutos.

El sedimento resultante se solubilizé por sonicacién durante 10 segundos en 0,5 ml de tampdn de
inmunoprecipitacion que contenia 0,5% de digitonina, 0,2% de colato de sodio y 0,5% de NP-40. Se afiadié suero de
conejo normal (1 pl) a 1 ml de lisado y se incubd a 25° C durante 30 minutos. Los complejos inmunes no especificos
se eliminaron mediante incubacién con 25 pl de perlas de agarosa conjugada con proteina A/G a 25° C durante 30
minutos, seguido de centrifugacion a 5.000 X g a 4° C durante 5 minutos. El sobrenadante se dividid y se incubé por
separado a 25° C durante 30 minutos con anticuerpos producidos contra proteinas Gao (diluciones 1:1.000).

Los inmunocomplejos asi formados se recogieron mediante incubacion a 25° C durante 30 minutos con 40
pl de perlas de proteina A/G conjugadas con agarosa y centrifugacion a 5.000 X g a 4° C durante 5 minutos. El
sedimento se lavd y se suspendid en un tampon que contenia Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 y NP-40 al 1%. La
radioactividad en la suspension se determind mediante espectrometria de centelleo liquido. La especificidad de la
activacion de MOR de uniéon de [®S]GTPyS a Gao inducida por un compuesto selectivo se defini6 mediante la
inclusién de B-funaltrexamina 1 uM (B-FNA; un derivado alquilante de naltrexona que es un antagonista de MOR
selectivo). Se usé DAMGO (1 o 10 yM) como control positivo.

Los resultados de este estudio se muestran en las Tablas siguientes.
Atividad agonista MOR del Compuesto de union a FLNA

Actividad agonista de MOR del compuesto de union a FLNA de la serie C-2

Concentracion del compuesto de unién a FLNA como agonista
Compuesto de union aFLNA ' Ml um |1 um+BFNA[% DAMGO (0.1uM)% DAMGO (1 um) 2 DAMGO *
C0011 217.0%|305.0%(19.0% 126.8% 114.3% 36.5%
C0026 207.2%|288.4%(21.2% 107.7% 105.6% 48.3%
C0027 233.2%|313.9%(72.2% 121.3% 115.0% 164.5%
S-C0027 156.2%|286.8%|56.2% 74.2% 84.4% 98.1%
C0034-3 ND* [ND ND ND ND ND
C0037-2 ND ND ND ND ND ND
C0040 145.8%|308.3%|90.4% 93.1% 133.2% 277.3%
C0043 175.4%|242.6%|83.3% 103.8% 110.9% 501.8%
C0044 173.7%|280.1%|59.1% 102.8% 128.0% 356.0%
C0045 149.2%|238.8%|105.3% 88.3% 109.1% 634.3%
C0046 286.2%|492.9%(156.8% 197.4% 211.5% 356.4%
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(continuacion)

Compuesto de union a

Concentracion del compuesto de union a FLNA como agonista

FLNA 0.1 uM 1 um 1 % DAMGO % DAMGO (1 % DAMGO +
um+BFNA |(0.1pM) uM) BFNA
C0050 110.3%]|127.6%(59.0% 76.1% 54.8% 134.1%
C0055 ND ND ND ND ND ND
C0056 98.6% [193.4%|86.3% 68.0% 83.0% 196.1%
C0060 166.5%|218.9%(143.9% 114.8% 93.9% 327.0%
C0086M 206.8%|265.3%|(152.3% 117.5% 104.9% 692.3%
C0087M 262.8%(329.6%|(142.5% 138.9% 132.8% 293.8%
C0088M 276.3%|355.3%(177.1% 160.5% 161.7% 513.3%
C0089M 234.5%|295.3%|81.9% 136.3% 134.4% 237.4%
C0090M 237.0%(341.0%41.0% 137.7% 155.2% 118.8%
C0091M 207.9%|274.4%,80.8% 118.1% 108.5% 367.3%
C0093M 140.0%|211.8%(44.0% 81.3% 96.4% 127.5%
C0094M 172.5%|263.5%(115.3% 100.2% 119.9% 334.2%
C0095M 189.1%|224.6%(107.7% 107.4% 88.8% 489.5%
C0096M 186.4%|328.9%(127.1% 105.9% 130.0% 577.7%
C0099M 157.2%|195.7%(114.7% 93.8% 88.0% 241.5%
C0100M 173.6%|245.9%(195.6% 103.6% 110.6% 411.8%
C0101M 138.2%|274.3%|174.8% 82.5% 123.4% 368.0%
C0102M 131.8%|272.0%|150.4% 78.6% 122.4% 316.6%
C0104M 188.2%|238.9%(143.8% 99.5% 96.3% 296.5%
C0105M 198.1%|220.3%(73.1% 104.7% 88.8% 150.7%
C0106M 171.8%|240.7%(117.2% 102.5% 108.3% 246.7%
C0108M 205.6%|258.5%|76.9% 108.7% 104.1% 158.6%
C0114M 114.0%|144.3%(35.9% 77.6% 71.4% 91.3%
C0115M 177.2%|226.8%(118.4% 105.7% 102.0% 249.3%
C0116M 258.4%|302.8%|152.0% 136.6% 122.0% 313.4%
C0118M 166.2%|261.5%(79.2% 87.8% 105.4% 163.3%
C0119M 105.7%|167.8%(35.1% 71.9% 83.0% 89.3%
C0124M 252.0%(305.1%|61.4% 133.2% 122.9% 126.6%
C0125M 168.6%]|195.2%(159.7% 89.1% 78.6% 329.3%
C0126M 181.8%|265.3%(108.5% 108.5% 119.3% 228.4%
C0128M 197.8%|286.0%(63.9% 104.5% 115.2% 131.8%
C0133M 139.4%|214.8%(72.4% 83.2% 96.6% 152.4%
C0134M 158.5%|207.3%(46.6% 94. 6% 93.3% 98.1%
F-C0134 290.6%|378.9%|66.6% 138.1% 111.4% 116.2%
C0135M 161.3%]|310.1%|113.3% 85.3% 124.9% 233.6%
C0136M (P5) 176.8%|237.3%(74.5% 93.4% 95.6% 153.6%
C0137M (P7) 180.8%]|193.8%(55.8% 95.6% 78.1% 115.1%
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(continuacion)

Compuesto de union a Concentracion del compuesto de union a FLNA como agonista
FLNA 0.1 uM 11 um 1 % DAMGO % DAMGO (1 % DAMGO +
ARNTEM L m+BENA [(0.1pM) pM) BFNA
C0142M 143.7%|192.5%|98.7% 97.8% 95.2% 251.1%
C0143M 81.0% {193.3%(86.5% 47.1% 59.3% 94.7
C0144M-2 186.3%295.9%|125.9% 108.3% 90.8% 137.9%
C0145M-3 193.0%|289.2%|87.0% 112.2% 88.7% 95.3%
C0149M-2 209.8%|406.7%|93.4% 122.0% 124.8% 102.3%
C0150M-2 167.1%(423.1%|158.1% 97.2% 129.8% 173.2%
C0151M-2 346.8%|397.6%(212.8% 201.6% 122.0% 233.1%
C0152M-2 ND ND ND ND ND ND
C0153M-3 ND ND ND ND ND ND
Media de DAMGO 168.5%|266.1%|53.2% ND ND ND
* ND=No Hecho.

Se llevo a cabo un estudio preliminar similar al inmediatamente anterior usando los Compuestos 4,9y 10y
el Compuesto C0134M resintetizado y DAMGO. A continuacion se muestran los resultados de una media de dos
ejecuciones para este estudio.

Concentracion del compuesto de union a FLNA como agonista
Compuesto 0.1 uM 1 uM 1 uM+BNFA
4 133.9% 165.2% 49.5%
9 156.6% 197.2% 56.6%
10 163.1% 191.8% 60.4%
C0134M 150.7% 224.0% 53.2%
DAMGO 144.7% 233.4% 56.8%

Los resultados anteriores indican que los Compuestos 9 y 10 no solo se unen bien a FLNA, sino que
también son agonistas de MOR, mientras que el Compuesto 4 se unié bien a FLNA, pero no fue un agonista de
MOR tan potente como lo fueron los otros dos compuestos. EI Compuesto C0134M recién sintetizado mostré una
actividad agonista de MOR similar a la mostrada anteriormente.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio in vitro bajo la direccion de Hoau-Yan Wang, Ph.D. por el Departamento de Fisiologia,
Farmacologia y Neurociencia, CUNY Medical School, 138th Street and Convent Avenue, New York, NY 10031, para
evaluar los dos compuestos principales de unién a filamina A (FLNA), C0105 y C0114 para su capacidad de
bloquear la asociacion de FLNA inducido por amiloide beta (AB42) - receptor de acetilcolina nicotinico a7 (a7nAChR)
y fosforilacion de tau, indicando su potencial para tratar la enfermedad de Alzheimer.

Animales

Se usaron ratas Sprague Dawley adultas (2 meses de edad) para cultivos de cortes frontocorticales
organotipicos. Las ratas se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas con comida y agua. Todos los
procedimientos de los animales cumplen con la National Institutes of Health Guide for Care Use of Laboratory
Animals y fueron aprobados por el City College of New York Animal Care and Use Committee.

Cultivos de cortes frontocorticales organotipicos.

Se madificaron los métodos de cultivo organotipico de cortes de cerebro de rata de los publicados
anteriormente. [Adamchik et al., Brain Res Brain Res Protoc 5:153-158 (2000)]. Los cortes de FCX (200 pyM de
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grosor) se transfirieron a insertos Millicell-CM porosos estériles (0,4 um). Cada unidad de inserto de cultivo contenia
dos cortes de cerebro y se colocé en pocillos individuales de una bandeja de cultivo de 12 pocillos en 2 ml de medio:
MEM al 50% con sales de Earl, L-glutamina 2 mM, solucién de sal equilibrada de Earl al 25%, 6,5 g/l de D-glucosa,
suero bovino fetal (FBS) al 20%, suero de caballo al 5%, tampén HEPES 25 mM, pH 7,2, y 50 mg/ml de
estreptomicina y 50 mg/ml de penicilina. Los cultivos se mantuvieron en una incubadora durante 2 dias a 36° C en
5% de CO, para minimizar el impacto de la lesion por la preparacion del corte.

En el dia del experimento, el medio se retird, los cortes de cerebro se enjuagaron y se incubaron en medio
que contenia FBS al 0,1% durante 4 horas a 36° C en 5% de CO.. Los cortes de cerebro se cultivaron luego con
AB42 100 nM y/o 0,1, 1 nM de compuesto C0105 o compuesto C0114 en medio fresco que contenia FBS al 0,1%
durante 16 horas. Los cortes de cerebro (6 cortes para cada experimento) se lavaron con Krebs-Ringer helado y se
usaron para evaluar el nivel del complejo a 7nAChR-FLNA vy tau fosforilada (pS2°? -, pT?3'-y pT'®'tau). Los cortes de
cerebro también se usaron para determinar la actividad de a7nAChR y NMDAR por el nivel de afluencia de calcio a
través de cada uno de estos dos canales y el nivel de muerte celular usando la afluencia de calcio mediada por el
canal de calcio dependiente de voltaje.

Para la inmunohistoquimica, se eliminaron cortes adicionales y se fijaron en paraformaldehido al 4% en
PBS a 4° C. El efecto de C0105 y C0114 sobre la acumulaciéon intraneuronal de AB42 se determind por el nivel de
inmunotincién de ABaa.

Preparacion del sinaptosoma cerebral.

Los sinaptosomas cerebrales (fraccion P2) se prepararon a partir de cultivos de corte FCX. Siguiendo los
métodos descritos anteriormente, [Wang et al., J Biol Chem 278:31547-31553 (2003)] FCX se solubilizd
inmediatamente después de la eliminaciéon de los cultivos para obtener los sinaptosomas. Los sinaptosomas se
lavaron dos veces y se suspendieron en 2 ml de Kreb's-Ringer (KR) helado: HEPES25 mM, pH 7,4; NaCI118 mM,
KCI 4,8 mM, NaHCO3 25 mM, CaClz 1,3 mM, MgSO4 1,2 mM, KH2PO4 1,2 mM, glucosa 10 mM, acido ascoérbico 100
MM, mezcla de proteasa e inhibidores de la proteina fosfatasa (Roche Diagnostics) que habia sido aireado durante
10 minutos con 95% de O, /5% de CO,. La concentraciéon de proteina se determind usando el método de Bradford
(Bio-Rad).

Estudios in vitro usando tejidos de FCX organotipicos

Para evaluar el efecto de los compuestos C0105 y C0114 sobre los niveles de interaccion de a7nAChR-
FLNA inducida por AB 4. y fosforilaciéon de tau (pS?%? -, pT?3'-y pT'® -tau), se usé el sistema de cultivo de cortes
corticales frontales de rata. El FCX de cerebro de rata se corté coronariamente en cortes de 200 uym usando un
cortador Mcllwain (Brinkman Instruments) y se suspendié en 10 ml de KR oxigenado helado.

El cultivo organotipico de los cortes de cerebro de rata se realizd como se ha descrito anteriormente. [Wang
et al., Biol Psychiatry 67, 522-530 (2010).] Los cortes de FCX de rata se transfirieron a un inserto Millicell-CM estéril
poroso de 0,4 um, 2 cortes por inserto por pocillo que contiene 2 ml de medio: MEM al 50% con sales de Earl, L-
glutamina 2 mM, solucién salina equilibrada de Earl al 25%, 6,5 g/l de D-glucosa, suero bovino fetal al 20% (FBS),
suero de caballo al 5%, tampén HEPES 25 mM, pH 7,2 y 50 mg/ml de estreptomicina y 50 mg/ml de penicilina. Los
cultivos se mantuvieron en una incubadora durante 2 dias a 36° C en COal 5%.

El dia del estudio, se eliminé el medio, los cortes de cerebro se enjuagaron y se incubaron en medio que
contenia FBS al 0,1% durante 4 horas a 36° C en 5% de CO.. Los cortes de cerebro se cultivaron luego con AB42 0,1
MM junto con 0,1, 1 0 10 nM del Compuesto C0105 o 1 o 10 nM de C0114 en medio fresco que contenia FBS al
0,1% durante 16 horas. Los corte de cerebro luego se retiraron y se lavaron con PBS helado tres veces y se
procesaron para los ensayos funcionales que se describen a continuacion o se fijaron en paraformaldehido PBS al
4% enfriado helado a 4° C para la determinacion del agregado de AB4z intraneuronal y los niveles de NFT mediante
un método inmunohistoquimico.

1) Asociacion de FLNA con a7nAChR y otros receptores

El nivel de a7nAChR asociado a FLNA se determind usando un método de co-
inmunoprecipitacion/transferencia Western como se ha descrito anteriormente. [Wang et al., Biol Psychiatry 67:522-
530 (2010); Wang et al., PLoS One 3:e1554 (2008); Wang et al., J Neurosci 35:10961-10973 (2009)] Brevemente, el
extracto de corte de cerebro (200 pg) se incubd con 1 yg de anti-FLNA inmovilizado en perlas de agarosa de
proteina A a 4° C durante la noche (aproximadamente 18 horas) con rotacion constante de extremo a extremo. Los
inmunocomplejos anti-FLNA se obtuvieron mediante centrifugacion, y luego se lavaron y se disociaron usando un
tampon de elucion de antigeno. Después de la neutralizacion con Tris 1,5 M, pH 8,8, los complejos de proteinas
asociadas a FLNA resultantes se solubilizaron hirviendo durante 5 minutos en un tampoén de preparacién de
muestras que contenia SDS. Los niveles de a 7nAChR, TLR4, IR y MOR asociados con FLNA se evaluaron
mediante transferencia Western usando anticuerpos especificos dirigidos contra las proteinas respectivas y la
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transferencia se separd y se volvié a sondear para FLAN para control inmunoprecipitacion/carga.
2) Fosforilacion de tau

Usando un método establecido, [Wang et al., J Biol Chem 278:31547-31553 (2003); Wang et al., Biol
Psychiatry 67:522-530 (2010)] se inmunoprecipitaron proteinas tau con anti-tau inmovilizado (SC-65865), que no
discrimina entre los estados de fosforilacion. Los niveles de tau fosforilada (pSer202tau, pThr231tau y pThr181tau),
asi como el tau total precipitado (controles de carga) se evaluan mediante transferencia Western usando anticuerpos
especificos dirigidos contra cada uno de los fosfoepitopos y el anti-tau, respectivamente.

3) Evaluacion funcional de a7nAChR y NMDAR

Se evalud el efecto de los compuestos C0105 y C0114 en funcion de a 7nAChR y NMDAR en cultivos de
cortes de FCX organotipicos tratados con vehiculo, 0,1 yM AR42 0 0,1uM AR 4+0,1-10 nM C0105 o 1-10 nM C0114.
Los sinaptosomas preparados a partir de cortes de FCX de rata (6 cortes/ensayo) se lavaron dos veces en KR
helado, se centrifugaron y se resuspendieron en 0,5 ml de KR.

Se midio la afluencia de “°Ca?* mediada por NMDAR y a7nAChR como se ha descrito anteriormente.
[Wang et al., Biol Psychiatry 67:522-530 (2010).] Los sinaptosomas (50 ug) se incubaron a 37° C durante 5 minutos
en Mg2+KR 0,3 mM oxigenado que contenia “5Ca®* 5 uM (10 Ci/mmol, PerkinElmer) seguido de incubacién con
vehiculo, NMDA 0,1-10 pM/glicina 1 yM o PNU282987 0,1-10 uM (un agonista potente y selectivo para el subtipo a7
de receptores de acetilcolina nicotinicos neurales) durante 5 minutos. La reaccion se terminé con 1 ml de K-R libre
de Ca®* que contenia EGTA 0,5 mM helado y centrifugacion. Después de dos lavados, se evaluaron los contenidos
de “5Ca?* sinaptosomales usando espectrometria de centelleo.

El 4Ca?* de fondo se estimd usando sinaptosomas lisados de manera hipotonica. La afluencia de Ca?*
absoluta se calculo restando el recuento de “°Ca?* de fondo. El porcentaje de aumento en la afluencia de Ca?* se
calculé como % [(vehiculo tratado con farmaco)/vehiculo].

4) Muerte celular medida por afluencia de Ca? provocada por K+

Como el nivel de actividad del canal de Ca?* dependiente de voltaje es indicativo de la integridad de las
células, se evaluo el efecto de los compuestos C0105 y C0114 sobre la muerte celular inducida por AB42 en cultivos
de cortes de FCX organotipicos tratados con vehiculo, ABs> uM 0,1 0 ABs2 0,1 yM + compuesto C0105 0,1-10 nM o
compuesto C0114 1-10 nM usando la afluencia de Ca?* mediada por despolarizacion de K*. Los sinaptosomas
preparados a partir de cortes de FCX de rata (6 cortess/ensayo) se lavaron dos veces en KR helado, se
centrifugaron y se resuspendieron en 0,5 ml de KR. El nivel de la afluencia de “°Ca®* mediada por el canal de
Ca®*dependiente del voltaje se midi6 como se ha descrito anteriormente. [Wang et al., Biol Psychiatry 67:522-530
(2010)].

Los sinaptosomas (50 ug) se incubaron a 37° C durante 5 minutos en Mg®* K-R 0,3 mM oxigenado que
contenia #°Ca?* 5 uM (10 Ci/mmol, PerkinElmer) seguido de incubacion con vehiculo o K* 65 mM (elaborado con
reemplazo isomolar de Na*) durante 1 minuto. La reaccion se termin6é con 1 ml de K-R libre de Ca2+ que contenia
EGTA 0,5 mM helado y centrifugacion. Después de dos lavados, se evaluaron los contenidos de “°Ca®*
sinaptosomales usando espectrometria de centelleo. El 4°Ca®* de fondo se estimé usando sinaptosomas
hipotdnicamente lisados. La afluencia de Ca®* absolutola se calculd restando el recuento de “°Ca?* de fondo. El
porcentaje de aumento en la afluencia de Ca?* se calculé como % [(vehiculo tratado con farmaco)/vehiculo].

5) Medicion de los niveles de las moléculas de senalizacion asociadas con NMDAR o IR después de la
estimulacion del receptor

La sefalizacion de NMDAR vy su interaccion con la proteina de anclaje sinaptica, PSD-95, se compararon
en cortes de cerebro de cultivo organotipico FCX tratados con vehiculo, A4z 0,1 My AR420,1 M + compuesto C0105
0,1-10 nM o Compuesto C0114 1 y 10 nM durante 16 horas. La activacion y sefalizacion de NMDAR se inicio
mediante la incubacion de 6 cortes con KR que contenia Mg?* 0,3 mM (LMKR; basal) o LMKR que contenia NMDA
10 yM y glicina 1 uM a 37° C durante 30 minutos.

La mezcla de incubacion se aired con 95% de O» /5% de CO- cada 10 minutos durante 1 minuto durante la
estimulacion. La estimulacion del ligando se termind con la adicion de 1 ml de una mezcla de K-R libre de Ca?*
helado de inhibidores de la proteina fosfatasa, EGTA 0,5 mM y EDTA 0,1 mM. Los cortes de cerebro se recogieron
mediante una breve centrifugacién y se homogeneizaron en 0,25 ml de tampdn de inmunoprecipitacion helado. Los
homogeneizados se centrifugaron a 1000 x g durante 5 minutos (4° C) y el sobrenadante (fraccidon post-mitocondrial)
se tratd con ultrasonidos durante 10 segundos en hielo.

Las proteinas se solubilizaron en digitonina al 0,5%, colato de sodio al 0,2% y NP-40 al 0,5% durante 60
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minutos a 4° C con rotacion de extremo a extremo. Los lisados resultantes se depuraron mediante centrifugacion a
50.000 x g durante 5 minutos y se diluyeron con 0,75 ml de tampdn de inmunoprecipitacion. Las concentraciones de
proteina se midieron por el método de Bradford (Bio-Rad).

Para determinar la asociaciéon de los NMDAR con PSD-95, asi como la sefalizacion de NMDAR, se
midieron los niveles de subunidades de NMDAR, PSD-95 y moléculas de sefalizacion asociadas a NMDAR en
inmunoprecipitados anti-NR1. En estos estudios, se inmunoprecipitaron lisados de cortes de cerebro (100 ug)
durante la noche a 4° C con 2 pg de anti-NR1 inmovilizado sobre perlas de proteina A agarosa conjugadas
covalentemente (Pierce-ENDOGEN). Los inmunoprecipitados anti-NR1 se incubaron con 75 pl de tampon de elucion
de antigeno (Pierce-ENDOGEN) y SDS al 2% durante 2 minutos en hielo, se centrifugaron para eliminar los
complejos de anticuerpo-proteina A-agarosa y se neutralizaron inmediatamente con 10 pl de tampén Tris 1,5 M, pH
8,8. seguido de la adicion de 65 pl de tampdn de muestra 2 X PAGE vy se hierve durante 5 minutos.

Setenta y cinco pl de los eluidos obtenidos (50%) se fraccionaron por tamafio en SDS-PAGE al 7,5%. Las
proteinas se transfirieron a la membrana de nitrocelulosa y se midieron los niveles de varias subunidades del
receptor de NMDA, PSD-95, proteinas de sefializacion usando transferencia Western con anticuerpos para PSD-95,
nNOS, fosfolipasa C-y1, yPKC, pY“2PyK2, pY#'6Src o fosfotirosina. Las transferencias se separaron y se volvieron a
sondar con anti-NR1 para evaluar la eficacia y la carga de la inmunoprecipitacion.

La activacion de IR y la sefializacion se iniciaron mediante la incubacion de 6 cortes que se cortaron
ademas horizontalmente en 100 pm (100 yum x 200 um x 3 mm) con KR (basal) o KR que contenia insulina 1 nM a
37° C durante 30 minutos. La mezcla de incubacion se aire6 con 95% de O2/5% de CO; cada 10 minutos durante 1
minuto durante la estimulacion. La estimulacién del ligando se terminé con la adicion de 1 ml de mezcla que contenia
K-R libre de Ca?* helada de inhibidores de la proteina fosfatasa, EGTA 0,5 mM y EDTA 0,1 mM. Los cortes de
cerebro se recogieron mediante una breve centrifugacién y se homogeneizaron en 0,25 ml de tampdn de
inmunoprecipitacion helado. Los homogeneizados se centrifugaron a 1000 x g durante 5 minutos (4° C) y el
sobrenadante (fraccion post-mitocondrial) se sonico durante 10 segundos en hielo. Las proteinas se solubilizaron en
digitonina al 0,5%, colato de sodio al 0,2% y NP-40 al 0,5% durante 60 minutos a 4° C con rotacion de extremo a
extremo. Los lisados resultantes se depuraron por centrifugacion a 50.000 x g durante 5 minutos y se diluyeron con
0,75 ml de tampdn de inmunoprecipitacion. Las concentraciones de proteina se midieron por el método de Bradford
(Bio-Rad).

Para determinar la activacion y sefializacion de IR, se midieronlos niveles de pY'"5%'"51|RB y el nivel de
transductor de sefial de IR, IRS-1 en los inmunoprecipitados de anti-IRB. En estos experimentos, se
inmunoprecipitaron lisados de cortes de cerebro (100 pg) durante la noche (aproximadamente 18 horas) a 4° C con 2
Mg de anti-IRB inmovilizado sobre perlas de proteina A-agarosa conjugadas covalentemente (Pierce-ENDOGEN).

Los inmunoprecipitados anti-IRB se incubaron con 75 pl de tampdn de elucién de antigeno (Pierce-
ENDOGEN) y SDS al 2% durante 2 min en hielo, se centrifugaron para eliminar los complejos de anticuerpo proteina
A-agarosa y se neutralizaron inmediatamente con 10 pl de tampdn Tris 1,5 M, pH 8,8 seguido de la adicion de 65 pl
de tampon de muestra 2 X PAGE y se hierve durante 5 minutos. Setenta y cinco pl de los eluidos obtenidos (50%)
se fraccionaron por tamafo en SDS-PAGE al 7,5%. Las proteinas se transfirieron a membrana de nitrocelulosa y se
midieron los niveles de proteinas pY'"Y1"51|RB y IRS-1 usando transferencia Western con anticuerpos para
pY!"130151RB e IRS-1. Las transferencias se separaron y se volvieron a sondar con anti-IRB para evaluar la eficacia
y la carga de la inmunoprecipitacion.

6) Estudios inmunohistoquimicos.

Se us6 inmunohistoquimica cuantitativa en secciones de 5 pm consecutivas que contenian PFCX y corteza
entorrinal/HP para determinar los niveles de agregados/placas de AP, y patologia neurofibrilar (NFT y
inmunoreactividad de filamento helicoidal emparejada [PHF]) usando inmunohistoquimica de marcado unico como
se ha descrito anteriormente. [Wang et al., Biol Psychiatry 67:522-530 (2010); D'Andrea et al., Histopathology
38:120-134 (2001); Nagele et al., Neuroscience 110: 99-211 (2002).] Una seccién se inmunotifié con anti-NFT o -
PHF. La siguiente seccion (consecutiva) (que a menudo contiene la misma neurona) se inmunotefié con anticuerpos
anti-ABs2 para medir los niveles relativos de péptido AB4> acumulado en las neuronas. La tasa/extension de la
acumulacion relativa de AB42 se comparo entre diferentes tipos de células en secciones de cortes de FCX cultivados
y cerebros de raton infundidos con icv AB42 uszando un andlisis de imagenes asistido por ordenador como se ha
descrito anteriormente [Wang et al. J Biol Chem 275:5626-5632 (2000)].

Los cortes de cerebro se fijaron a 4° C en formalina al 10% tamponada con fosfato 0,15 M, pH 7,4 durante 2
semanas, se embebieron en parafina, se seccionaron en serie a 5 pm y se procesaron para inmunohistoquimica de
campo brillante como se ha descrito anteriormente [Wang et al., J Biol Chem. 275:5626-5632 (2000)]. La
inmunorreactividad de AR4, estaba ausente cuando se pre-absorbia el anti-ABs2 con ABs2 pero no ABs.1. Las
muestras se examinaron usando un microscopio Nikon FXA con una camara CCD Princeton Instruments y se
registraron digitalmente.
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Las intensidades relativas de la inmunorreactividad NFT/PHF y AB42 se midieron y se compararon entre
tipos celulares similares y diferentes usando el software Image Pro Plus y Metamorph como se ha descrito
anteriormente [D'Andrea et al., Histopathology 38:120-134 (2001)]. También se determinaron las correlaciones entre
la cantidad de inmunorreactividad NFT/PHF y el material positivo de AB4; acumulado dentro de las neuronas
maduras.

Estudios in Vivo

Se realiz6 un estudio in vivo bajo la direccién de Hoau-Yan Wang, Ph.D. por el Departamento de Fisiologia,
Farmacologia y Neurociencia, CUNY Medical School, 138th Street and Convent Avenue, Nueva York, NY 10031, en
un modelo de infusion de beta amiloide 42 (AB42) de la enfermedad de Alzheimer para la capacidad 1) de bloquear la
asociacion de FLNA inducida por AB42 con el receptor de acetilcolina nicotinico a7 (a7nAChR) y el receptor tipo toll 4
(TLR4), 2) la fosforilacion de tau y 3) y la asociacion AB42-a7nAChR que indica la posibilidad de tratar la enfermedad
de Alzheimer.

Modelo de ratén para infusion de ICV ABa2

Se usron ratones E129 macho y hembra de ocho semanas de edad (30-35 g), progenie de los pares
reproductores de Taconic (Germantown, Nueva York) en el estudio intracerebroventricular (ICV) de ABa42. Los
ratones se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas con comida y agua. Todos los procedimientos para
animales cumplen con la National Institutes of Health Guide for Care Use of Laboratory Animals y fueron aprobados
por el City College of New York Animal Care and Use Committee.

Administraciéon de ABa42 intracerebroventricular y tratamiento con compuestos

Se colocaron ratones anestesiados con 30 mg/kg de pentobarbital sddico por via intraperitoneal en un
aparato de cirugia estereotaxica de raton como se describe por Wang et al., Biol Psychiatry 67:522-530 (2010). Los
ratones que recibieron una infusion continua de 7 dias de ICV AB42 se implantaron con una minibomba para ratones
(Alzet) que administra 0,1 pl/hora a través de una canula asegurada con pegamento quirirgico colocada en el
ventriculo izquierdo en las siguientes coordenadas: [anterior-posterior de bregma, 3,0 mm; lateral, 1,0 mm;
horizontal, 3.0 mm]. El AB42 (0,2 nmol/pl) se disolvio en DMSO al 10% que contenia Tris 50 mM, pH 9,0, para evitar
la agregacion. Cada raton recibié AB42 4,8 nmol diariamente durante 7 dias. Los ratones de control recibieron una
infusion de vehiculo ICV durante 7 dias.

Para evaluar el efecto del Compuesto C0105 in vivo sobre los efectos provocados por AB 42, los ratones
recibieron 10 mg/kg del Compuesto C0105 por inyeccion intraperitoneal (i.p.) diaria durante 2 semanas comenzando
el dia de la cirugia (dia 1: 2 horas después de la recuperacion de la cirugia, dia 2-14 dos veces al dia: entre 10-11
a.m. y 3-4 p.m.). Veinticuatro horas después de la Ultima inyeccion, se solubilizaron FCX e hipocampo de medio
cerebro para la evaluacién del nivel del complejo a7nAChR-FLNA y tau fosforilada (pS2°2-, pT?3'- y pT'®'-tau) usando
métodos publicados [Wang et al., Biol Psychiatry 67:522-530 (2010)].

Se evalué si los compuestos tienen un efecto sobre los niveles de acoplamiento de AB42-a7nAChR porque
la disociaciéon de AB42 de a7nAChR es beneficiosa para reducir las patologias de la EA. [Wang et al., Biol Psychiatry
67:522-530 (2010); Wang et al., J Neurosci 35:10961-10973 (2009).] Ademas, la corteza prefrontal (PFCX) se usa
para determinar el nivel de actividad sinaptica usando la actividad de a7nAChR y NMDAR como guia. Las otras
mitades cerebrales se fijaron por inmersion en frio formalina al 10% tamponada con fosfato0,15 M frio, pH 7,4, y se
procesaron para determinaciones inmunohistoquimicas de agregados/placas AR4. intraneuronales y NFT asi como
la integridad morfolégica.

Preparacion de sinaptosomas cerebrales

Los sinaptosomas cerebrales (fraccion P2) se prepararon a partir de la corteza prefrontal y el hipocampo de
ratones tratados sacrificados por decapitacion rapida. Siguiendo los métodos descritos anteriormente [Wang et al., J
Biol Chem 278:31547-31553 (2003)], el tejido se solubilizd inmediatamente después de la recolgida para obtener los
sinaptosomas. Los sinaptosomas se lavaron dos veces y se suspendieron en 2 ml de Kreb's-Ringer (KR) helado:
HEPES 25 mM, pH 7,4; NaCl 118 mM, KCI 4,8 mM, NaHCO3 25 mM, CaClz 1,3 mM, MgS0O. 1,2 mM, KH2PO4 1,2
mM, glucosa 10 mM, acido ascérbico 100 uM, mezcla de proteasa e inhibidores de la proteina fosfatasa (Roche
Diagnostics) que se habia aireado durante 10 minutos con 95% de O /5% de CO.. La concentracion de proteina se
determiné usando el método de Bradford (Bio-Rad).

Evaluaciones ex vivo de tejidos de ratones tratados
Usando sinaptosomas preparados a partir de la corteza prefrontal o hipocampos de ratones que recibieron

infusiones ICV continuas de vehiculo o AB4, e inyecciones i.p. dos veces al dia del Compuesto C0105 o vehiculo,
estos estudios evaluaron el efecto del Compuesto C0105 sobre la interacciéon de a7nAChR-FLNA inducida por ARz,
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los niveles de fosforilacion de tau (pS%%2-, pT®'- y pT'®-tau), la interaccion ARs2-a7nAChR vy alteraciones de
sefalizacion.

1) Interacciéon a7nAChR-FLNA/TLR4

El nivel de a7nAChR y TLR4 asociados con FLNA se determind usando un método de co-
inmunoprecipitacion/transferencia Western como se ha descrito anteriormente [Wang et al., Biol Psychiatry 67:522-
530 (2010); Wang et al., J Neurosci 35:10961-10973 (2009); y Wang et al., PLoS One 3:e1554 (2008)]. Brevemente,
los extractos sinaptosomales (200 ug) preparados a partir de la corteza prefrontal o el hipocampo de ratones
tratados se incubaron con 1 yg de anti-FLNA inmovilizado en perlas de proteina A-agarosa a 4° C durante la noche
(aproximadamente 18 horas) con rotacién constante de extremo a extremo. Los inmunocomplejos anti-FLNA se
obtuvieron mediante centrifugacion, se lavaron y se disociaron usando tampén de elucién de antigeno. Después de
la neutralizacion con Tris 1,5 M, pH 8,8, los complejos de proteinas asociadas a FLNA resultantes se solubilizaron
hirviendo durante 5 minutos en un tampén de preparacion de muestras que contenia SDS. Los niveles de a 7nAChR
y TLR4 asociados a FLNA se evaluaron mediante transferencia Western y la transferencia se separo y se volvié a
sondar para FLNA para el control de inmunoprecipitacién/carga.

Para evaluar el efecto de AR42 elevados y el tratamiento con Compuesto C0105 sobre la expresion de FLNA
y a7nAChR, se midieron los niveles de FLNA y a7nAChR en el extracto de tejido mediante transferencia Western
con B-actina como control de carga.

2) Fosforilacion de tau

Usando métodos establecidos [Wang et al., Biol Psychiatry 67:522-530 (2010); y Wang et al., J Biol Chem
278:31547-31553 (2003)], las proteinas tau se inmunoprecipitaron con anti-tau inmovilizado (SC-65865), que no
discrimina entre los estados de fosforilacion. Los niveles de tau fosforilado (pSer202tau, pThr231tau y pThr181tau),
asi como el total de tau precipitado (controles de carga) se evaluaron mediante transferencia Western usando
anticuerpos especificos dirigidos contra cada uno de los fosfoepitopos y el anti-tau, respectivamente.

3) Interaccion AB42-a7nAChR

El nivel de los complejos AB42-a7nAChR se midié en sinaptosomas de la corteza prefrontal y el hipocampo
de ratones tratados usando un método establecido [Wang et al., Biol Psychiatry 67:522-530 (2010); y Wang et al., J
Biol Chem 278:31547-31553 (2003)]. Brevemente, los complejos de AR 42-a7nAChR se inmunoprecipitaron con anti-
AB42 inmovilizado y los contenidos de a 7nAChR se midieron mediante transferencia de Western. Se afiadié anti-
actina a la inmunoprecipitacion y el nivel de B-actina en los inmunoprecipitados sirvi6 como control de
inmunoprecipitacion/carga.

4) Evaluacion funcional de a7nAChR y NMDAR

Se evaluo el efecto del Compuesto C0105 sobre la funcion de a7nAChR y NMDAR en ratones infundidos
con A4z 0 vehiculo. Los sinaptosomas preparados a partir de la corteza prefrontal o el hipocampo se lavaron dos
veces en K-R helado, se centrifugaron y se resuspendieron en 0,5 ml de KR.

Se midio la afluencia de 4 Ca®* mediada por NMDAR y a7nAChR como se ha descrito anteriormente [Wang
et al., Biol Psychiatry 67:522-530 (2010)]. Los sinaptosomas (50 ug) se incubaron a 37° C durante 5 minutos en Mg?*
K-R 0,3 mM oxigenado que contenia “°Ca?* 5 uM (10 Ci/mmol, PerkinElmer) seguido de incubaciéon con vehiculo,
NMDA 0,1-10 uM/glicina 1 yM o PNU282987 0,1- 10 uM durante 5 minutos. La reaccion se terminé con una mezcla
de 1 ml de K-R libre de Ca®* que contenia EGTA 0,5 mM helada y centrifugacion.

Después de dos lavados, se evaluaron los contenidos de “°Ca?* sinaptosomales usando espectrometria de
centelleo. El “°Ca?* de fondo se estimd usando sinaptosomas hipotonicamente lisados. Se calculd la afluencia de
Ca®* absoluta restando el recuento de “°Ca?* de fondo. El porcentaje de aumento en la afluencia de Ca?* se calculd
como% [(vehiculo tratado con farmaco)/vehiculo].

5) Muerte celular medida por la afluencia de Ca+2 provocada por K+

Debido a que el nivel de actividad del canal de Ca?* dependiente de voltaje es indicativo de la integridad de
las células, se evalud el efecto del Compuesto C0105 sobre la muerte celular inducida por AB42 en ratones tratados
usando afluencia de Ca?* mediada por despolarizacion de K*. Los sinaptosomas preparados a partir de la corteza
prefrontal se lavaron dos veces en K-R helado, se centrifugaron y se resuspendieron en 0,5 ml de K-R.

El nivel de afluencia de “°Ca?* mediada por el canal de Ca?* dependiente del voltaje se midié como se ha

descrito anteriormente [Wang et al, Biol Psychiatry 67:522-530 (2010)]. Los sinaptosomas (50 pg) se incubaron a 37°
C durante 5 minutos en Mg?* K-R 0,3 mM oxigenado que contenia “°Ca?* 5uM (10 Ci/mmol, PerkinElmer) seguido
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de incubacion con vehiculo o K* 65 mM (elaborado con reemplazo isomolar de Na*) durante 1 minuto. La reaccion se
termino con una mezcla de 1 ml de K-R libre de Ca?* que contenia EGTA 0,5 mM helado y centrifugacion.

Después de dos lavados, se evalud el contenido de “°Ca?* sinaptosomal mediante espectrometria de
centelleo. El 4°Ca?* de fondo se estimd usando sinaptosomas hipotonicamente lisados. La afluencia de
Ca®*absolutase calculé restando el recuento de “°Ca?* de fondo. El porcentaje de aumento en la afluencia de Ca?*
se calculé como % [(vehiculo tratado con farmaco)/vehiculo].

6) Medicion de los niveles de las moléculas de senalizacion asociadas con NMDAR o IR después de la
estimulacion del receptor

Se compararon la sefializacion de NMDAR vy su interaccion con la proteina de anclaje sinaptica, PSD-95 en
sinaptosomas de ratones tratados. La activacion y sefalizacion de NMDAR se inici6 mediante la incubacion de 6
cortes con KR que contenia Mg?* 0,3 mM (LMKR; basal) o LMKR que contenia NMDA 10 uM y glicina 1 uyM a 37° C
durante 30 minutos.

La mezcla de incubacion se aired con 95% de 02/5% de CO, cada 10 minutos durante 1 minuto durante la
estimulacion. La estimulacion de ligandos se terminé con la adicion de 1 ml de una mezcla de K-R libre de Ca?*
helado de inhibidores de proteina fosfatasa, EGTA 0,5 mMy EDTA 0,1 mM. Después de la recogida, los tejidos se
centrifugaron brevemente y se homogeneizaron en 0,25 ml de tampoéon de inmunoprecipitacion helado. Los
homogeneizados se centrifugaron a 1000 x g durante 5 minutos (4° C) y el sobrenadante (fraccidon post-mitocondrial)
se sonico durante 10 segundos en hielo.

Las proteinas se solubilizaron en digitonina al 0,5%, colato de sodio al 0,2% y NP-40 al 0,5% durante 60
minutos a 4°° C con rotacion de extremo a extremo. Los lisados resultantes se depuraron mediante centrifugacion a
50.000 x g durante 5 minutos y se diluyeron con 0,75 ml de tampdn de inmunoprecipitacion. Las concentraciones de
proteina se midieron por el método de Bradford (Bio-Rad).

Para determinar la asociacion de los NMDAR con PSD-95 asi como la sefalizacion de NMDAR, se
midieron los niveles de las subunidades de NMDAR, PSD-95 y las moléculas de sefalizacion asociadas a NMDAR
en inmunoprecipitados anti-NR1. En estos estudios, los lisados de tejido cerebral (100 ug) se inmunoprecipitaron
durante la noche (aproximadamente 18 horas) a 4° C con 2 ug de anti-NRI inmovilizado en perlas de proteina A-
agarosa conjugadas covalentemente (Pierce-ENDOGEN). Los inmunoprecipitados anti-NR1 se incubaron con 75 pl
de tampodn de elucién de antigeno (Pierce-ENDOGEN) y SDS al 2% durante 2 minutos en hielo, se centrifugaron
para eliminar los complejos de anticuerpo-proteina A-agarosa y se neutralizaron inmediatamente con 10 pl de
tampon Tris 1,5 M, pH 8,8, seguido de la adicion de 65 ul de tampon de muestra 2 X PAGE y se hierve durante 5
minutos.

Setenta y cinco pl de los eluidos obtenidos (50%) se fraccionaron por tamafio en SDS-PAGE al 7,5%. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se midieron los niveles de varias subunidades del
receptor de NMDA, PSD-95, proteinas de sefializacion usando transferencia Western con anticuerpos para PSD-95,
nNOS, fosfolipasa C-y1, yPKC, pY*92PyK2, pY*'6Src o fosfotirosina. Las transferencias se eliminaron y se volvieron a
sondar con anti-NR1 para evaluar la eficacia y la carga de la inmunoprecipitacion.

La activacion y sefalizacion de IR se inici6 mediante la incubacion de tejido con K-R (basal) o K-R que
contenia insulina 1 nM a 37° C durante 30 minutos. La mezcla de incubacion se aireé con 95% de O./5% de CO;
cada 10 minutos durante 1 minuto durante la estimulacién. La estimulacion de ligando se terminé con la adicion de 1
ml de una mezcla que contenia K-R libre de Ca?* helado de inhibidores de la proteina fosfatasa, EGTA 0,5 mM y
EDTA 0,1 mM.

Los tejidos se centrifugaron brevemente y se homogeneizaron en 0,25 ml de tampdén de
inmunoprecipitacion helado. Los homogeneizados se centrifugaron a 1000 X g durante 5 minutos (4° C) y el
sobrenadante (fraccion post-mitocondrial) se sonico durante 10 segundos en hielo. Las proteinas se solubilizaron en
digitonina al 0,5%, colato de sodio al 0,2% y NP-40 al 0,5% durante 60 minutos a 4° C con rotacion de extremo a
extremo. Los lisados resultantes se depuraron luego por centrifugacion a 50.000 X g durante 5 minutos y se
diluyeron con 0,75 ml de tampdn de inmunoprecipitacion. Las concentraciones de proteina se midieron por el método
de Bradford (Bio-Rad).

Para determinar la activacion y sefializacion de IR, se midieron los niveles de pY''5%'51|RB y el nivel de
transductor de sefales de IR, IRS-1 en inmunoprecipitados de anti-IRB. En estos estudios, se inmunoprecipitaron
lisados de tejido cerebral (100 pg) durante la noche (aproximadamente 18 horas) a 4° C con 2 ug de anti-IRB
inmovilizado sobre perlas de proteina A-agarosa conjugadas de forma covalente (Pierce-ENDOGEN).

Los inmunoprecipitados anti-IRB se incubaron con 75 pl de tampdn de elucién de antigeno (Pierce-
ENDOGEN) y SDS al 2% durante 2 minutos en hielo, se centrifugaron para eliminar los complejos de anticuerpo-
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proteina A-agarosa y se neutralizaron inmediatamente con 10 pl de tampon Tris 1,5 M, pH 8,8 seguido de la adicion
de 65 pl de tampon de muestra 2 X PAGE y se hirvieron durante 5 minutos.

Setenta y cinco pl de los eluidos obtenidos (50%) se fraccionaron luego por tamafio en SDS-PAGE al 7,5%.
Las proteinas se transfirieron a membrana de nitrocelulosa y se midieron los niveles de pY''S%"'51RB e IRS-1
proteinas usando transferencia Western con anticuerpos para pY''9'"51|RB e IRS-1. Las transferencias se
separaron y se volvieron a sondar con anti-IRP para evaluar la eficacia y la carga de la inmunoprecipitacion.

7) Evaluacion de los niveles de citoquinas.

Se descongelaron primero lentamente cortezas parietales (aproximadamente 10 mg) derivadas de (1)
simulacién tratado con vehiculo, (2) simulacion tratada con el compuesto C0105, (3) ICV A4, tratada con vehiculo y
(4) ratones ICV A4, tratados con el vehiculo (-80° C a -20° C a -4° C), se homogeneizaron en 100 uyl de medio de
homogeneizacion helado (HEPES 25 mM, pH 7,5; NaCl 50 mM, mezcla de proteasa e inhibidores de la proteina
fosfatasa) por sonicacién y luego se solubilizé con polioxietileno (40) nonil fenil éter (NP-40) al 0,5%, colato de Na al
0,2% vy digitonina al 0,5% a 4° C durante 1 hora con agitacion de extremo a extremo. Después de la centrifugacion,
el lisado resultante se diluyé luego con 500 pl (volumen total 600 pl) y se usé como fuente de citoquinas.

Para determinar los niveles de citoquinas en estos tejidos, se recubrieron 0,5 ug/pocillo de anticuerpo
monoclonal de ratén biotinilado anti-TNF-a, anti-IL-6 y anti-IL-1 sobre placas recubiertas con estreptavidina (placa
de 96 pocillos recubierta de alta capacidad de unién Reacti-Bind™ NeutrAvidin™s; Thermo Scientific Pierce Protein
Research Products; Rockford, IL; Rockford, IL). Las placas se lavaron 3 veces con Tris HCI 50 mM helado (pH 7,4) y
se incubaron a 30° C con 100 pl de lisado derivado de los tejidos mencionados anteriormente durante 1 hora.

Las placas se lavaron 3 veces con Tris HCI 50 mM helado (pH 7,4) y se incubaron a 30° C con 0,5
pg/pocillo de anti-TNF-a, anti-IL-6 y anti-IL-13 de conejo no conjugado durante 1 hora. Después de dos lavados con
Tris HCI 50 mM (pH 7,4), cada pocillo se incub6 en 0,5 ug/pocillo de IgG anti-conejo conjugada con FITC (absorbida
por humanos y ratones) durante 1 hora a 30° C. Las placas se lavaron dos veces con 200 pl de Tris HCI helado, pH
7,4 y las sefiales FITC residuales se determinaron mediante un lector de placas multimodo, DTX880 (Beckman).
Cada lisado se muestreo dos veces.

8) Estudios inmunohistoquimicos.

Se us6 inmunohistoquimica cuantitativa en secciones de 5 pum consecutivas que contenian corteza
prefrontal y corteza entorrinal/hipocampo para determinar los niveles de agregados/placas de AR4; y patologia
neurofibrilar (inmunoreactividad de NFT y de filamento helicoidal emparejado [PHF] usando inmunohistoquimica de
marcado Unico como se ha descrito anteriormente [[Wang et al., Biol Psychiatry 67:522-530 (2010)]; D'Andrea et azl.,
Histopathology 38:120-134 (2001); y Nagele et al., Neuroscience 110:199-211 (2002)]. Una seccién se inmunotifio
con anti-NFT o -PHF. La siguiente seccion (consecutiva) (que a menudo contiene la misma neurona) se inmunotefid
con anticuerpos anti-AB42 para medir los niveles relativos de péptido de ABs; acumulado en las neuronas. Las
extensiones de acumulacion de AR4; relativas se compararon entre diferentes tipos de células usando un analisis de
imagenes asistido por ordenador como se ha descrito anteriormente [Wang et al., J Biol Chem 275:5626-5632
(2000)].

Los tejidos del cerebro se fijaron a 4° C en formalina al 10% tamponada con fosfato 0,15 M, pH 7,4 durante
2 semanas, se embebieron en parafina, se seccionaron en serie a 5 ym y se procesaron para inmunohistoquimica
de campo brillante como se ha descrito. La inmunorreactividad de AB4. estaba ausente cuando se pre-absorbia anti-
AB42 con AB42 pero no ABso-1. Los especimenes se examinaron usando un microscopio Nikon FXA con una camara
CCD Princeton Instruments y se registraron digitalmente.

Las intensidades relativas de la inmunorreactividad NFT/PHF y AB42 se midieron y compararon entre tipos
de células similares y diferentes usando Image-Pro® Plus (MediaCybernetics, Inc.; Bethesda, MD) y el software
Metamorph® (Molecular Devices, Inc.; Sunnyvale, CA) como se ha descrito anteriormente [D'Andrea et al.,
Histopathology 38:120-134 (2001)]. También se determinaron las correlaciones entre la cantidad de
inmunorreactividad NFT/PHF y el material positivo de AB42 acumulado dentro de las neuronas maduras.

Tejido postmortem

Este protocolo de estudio se ajusté a la Declaracién de Helsinki: Principios Eticos para la Investigacion
Biomédica con Seres Humanos (la 42 enmienda), tal como se refleja en una aprobacién previa del City College of
New York and City University of New York Medical School human research committee. Los participantes tenian una
evaluacion clinica uniforme que incluia un historial médico, un examen neurolégico completo, pruebas cognitivas que
incluian examen del estado Mini-Mental y otras pruebas cognitivas en la memoria episédica, la memoria semantica y
el lenguaje, la memoria de trabajo, la velocidad de percepcion y la capacidad visuoespacial, asi como la valoracion
psiquiatrica. En base a esta informacion, los sujetos recibieron diagnésticos de EA basados en los criterios NINCDS-
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ADRDA [Mckhann et al., Neurology 34, 939-944 (1984)].

Se obtuvieron tejidos cerebrales postmortem (corteza frontal = FCX) de pacientes con EA esporadica
clinicamente diagnosticada y tejidos de control de individuos neurolégicamente normales de la misma edad
normales del Harvard Brain Tissue Resource Center (HBTRC, Belmont, MA) y UCLA Brain Tissue Resource Center
(UBTRC, Los Angeles, CA). Tanto HBTRC como UBTRC son apoyados en parte por subvenciones del Public Health
Service del National Institute of Health. Los intervalos de tiempo postmortem para recoger estos cerebros fueron <
13 horas (los intervalos postmortem medios para la recogidan de las muestras de cerebro con EA y de control fueron
6,0 + 0,9 horas y 5,8 + 0,8 horas, respectivamente).

Se realiz6 un examen neuropatologico de diagnéstico en secciones fijas tefiidas con tincion con
hematoxilina y eosina y con tinciéon con plata de Bielschowsky modificada [Yamamoto et al., Neuropathol Appl
Neurobiol 12, 3-9 (1986)] para establecer cualquier diagndstico de enfermedad de acuerdo con los criterios definidos
por el National Institute on Aging y el Reagan Institute Working Group on Diagnostic Criteria for the
Neuropathological Assessment of AD [Hyman et al., J Neuropathol Exp Neurol 56, 1095-1097 (1997)] y el tejido
cerebral de los controles emparejados por edad se examind de manera similar. La presencia de tanto placas
neuriticas (amiloides) como ovillos neurofibrilares en todos los cerebros con EA se confirmé mediante tincion de
Nissl y Bielschowsky, y se caracterizdé inmunohistoquimicamente con anti-AB42 y tincion con NFT en la corteza frontal
y entorrinal, asi como en el hipocampo como se ha descrito anteriormente ((Wang et al., J Neurochem 75, 1155-
1161 (2000)].

Los tejidos de control no mostraron una neuropatologia microscépica macroscopica y minima localizada de
EA (0-3 placas neuriticas/campo 10x y 0-6 NFT/campo 10x en hipocampo). Se diseccionaron bloques de un gramo
de FCX utilizando una sierra de cinta de secciones de cerebro coronal recién congeladas mantenidas a -80° C. Estos
bloques se derivaron de las areas 10 y/o 46 de Brodmann. Todos los tejidos postmortem se identificaron mediante
un numero de identificacion andénimo, y los estudios se realizaron como una pareja mejor emparejada sin
conocimiento de la informacion clinica.

La evaluacion de los efectos de los compuestos de prueba en la afinidad de AB42 para a7nAChRs

Para determinar el efecto del compuesto sobre la afinidad de AB4, para los a7nAChRs, se biotinilaron 200
Mg de sinaptosomas preparados a partir de sujetos control. Los sinaptosomas biotinilados se lisaron por sonicacion
breve en soluciones hiperténicas y se utilizaron como fuente de tejido para determinar la afinidad de AB42 por los
a7nAChR en presencia y ausencia del Compuesto C0105.

Tratamiento in vitro de cortes cerebrales para la evaluacion del compuesto de prueba en asociaciones
a7nAChR-FLNA, TLR4-FLNA y AB42-a7nAChR, afluencia de Ca?*, sefializacién de NMDAR e IR

Se descongelaron gradualmente tejidos de la corteza frontal postmortem (de -80° C a -20° C) y se cortaron
usando un cortador de tejido Mcllwain refrigerado (200 yum x 200 um x 3 mm). Se suspendieron aproximadamente 20
mg de los cortes de cerebro en 1 ml de solucion Kreb's-Ringer oxigenada helada (K-R), que contiene HEPES 25
mM, pH 7,4, NaCl 118 mM, KCI 4,8 mM, CaClz 1,3 mM, KH,PO4 1,2 mM, MgSO 1,2 mM, NaHCO3; 25 mM, glucosa
10 mM, acido ascoérbico 100 uM, 50 pug/ml de leupeptina, PMSF 0,2 mM, 5 ug/ml de pepstatina A 2, y 0,01 U/ml de
inhibidor de tripsina de soja y se centrifugd brevemente. Después de dos lavados adicionales con 1 ml de K-R
helado, los cortes de cerebro se suspendieron en 1 ml de K-R.

Para determinar si la exposicion a ABs2 exdgeno aumenta la asociacién de a7nAChR-FLNA, TLR4-FLNA y
AB42-a7nAChR y provoca disfuncién del receptor a7nAChR y N-metil-D-aspartato (NMDAR) inducida por AR
aproximadamente 20 mg de cortes corticales frontales de los sujetos de control se incubaron con 0,1 uM de AB42 a
37° C durante 1 hora. Para probar los efectos de C0105 en los tejidos de EA de control y nativos incubados con
ABa2, se afadié el Compuesto C0105 (0,1 y 1 nM) 10 minutos después de 0,1 uM de AB42. La incubacion continud
durante 1 hora en la oscuridad para minimizar la destruccion por la luz de los agentes de prueba. La mezcla de
incubacién en un volumen de incubacién total de 0,5 ml se aired con 95% de 02/5% de CO, cada 15 minutos
durante 1 minuto durante la incubacion. La reaccién se terminé mediante la adicion de 1,5 ml de K-R libre de Ca?*
helado. Los cortes de tejido se recogieron mediante una breve centrifugacion y se usaron como fuentes de tejido
para varios ensayos.

Para evaluar los efectos de varios agentes de a7nAChR en los enlaces a7nAChR-FLNA, se incubaron
aproximadamente 20 mg de FCX de sujetos control con nicotina 1 mM, PNU282987, a-bungarotoxina,
metillicaconitina, galantamina, memantina y AB4o junto con AB42 0,1uM. La incubacion continué durante 1 hora en la
oscuridad. La mezcla de la incubaciéon en un volumen de incubacion total de 0,5 ml se aired durante 1 minuto cada
15 minutos con 95% de 02/5% de CO,. La reaccién se termind mediante la adicion de 1,5 ml de K-R libre de Ca?*
helado, y los cortes se recogieron mediante una breve centrifugacion.

Por separado, se determinaron los efectos del compuesto sobre los niveles de los complejos a7nAChR-
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FLNA, TLR4-FLNA y AB42-a7nAChR después de la incubacion con 0,1 y 1 nM de compuestos en Krebs-Ringer y
sinaptosomas incubados con AR4.de sujetos de control y pacientes con enfermedad de Alzheimer incubados con
Krebs-Ringer. Los niveles de los complejos a 7nAChR-FLNA, TLR4-FLNA y AB42-a7nAChR en los sinaptosomas
obtenidos se midieron mediante el método de co-inmunoprecipitacién como se describe a continuacién que se ha
publicado [Wang et al., J Neurosci 35, 10961-10973 (2009)].

Evaluacion de la asociacion a7nAChR-FLNA, TLR4-FLNA y AB42-a7nAChR por co-inmunoprecipitacion

Se sedimentan doscientos pg de sinaptosomas por centrifugacion y luego se solubilizan mediante
sonicacion breve en 250 pl de tampdn de inmunoprecipitacion (HEPES 25 mM, pH 7,5; NaCl 200 mM, EDTA 1 mM,
50 pg/ml de leupeptina, 10 ug/ml de aprotinina, 2 ug/ml de inhibidor de tripsina de soja, PMSF 0,04 mM, NaF 5 mM,
vanadato de sodio1 mM, B-glicerofosfato 0,5 mM y 2-mercaptoetanol al 0,2% que contiene digitonina al 0,5%, colato
de sodio al 0,2% y NP-40 al 0,5% y se incubd a 4° C con agitacion de extremo a extremo durante 1 hora. Después
de la dilucidn con 750 ul de tampdn de inmunoprecipitacion helado y centrifugacion (4° C) para eliminar los residuos
insolubles, los complejos a7nAChR-/LR4-FLNA y AB42-a7nAChR en el lisado se aislan por inmunoprecipitacion con
16 horas de incubacién a 4° C con anti-FLNA de conejo inmovilizado (1 pg) y anticuerpos anti-AB 42 (1 ug) perlas de
agarosa conjugadas con proteina A, respectivamente.

Los inmunocomplejos resultantes se sedimentaron por centrifugacion a 4° C. Después de tres lavados con
1 ml de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) helada (pH 7,2) y centrifugacion, se solubilizan los complejos
a7nAChR-/TLR4-FLNA y AB4.-a7nAChR aislados hirviendo durante 5 minutos en 100 pl de tampdn de preparacion
de la muestras SDS-PAGE (Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8; glicerol al 10%, SDS al 2%; 2-mercaptoetanol al 5%, azul de
bromofenol al 0,1%). El contenido de a7nAChR en el 50% del inmunoprecipitado anti-Af4, obtenido se determin6
mediante transferencia Western con anticuerpos anti-a7nAChR monoclonales. En el ensayo para determinar el nivel
del complejo AB42-a7nAChR, se afiadié agarosa conjugada con anti-actina de conejo inmovilizada (0,5 pg)-proteina
A junto con anti-AB42 en el proceso de co-inmunoprecipitacion.

El contenido de [-actina en los inmunoprecipitados resultantes se analiza luego mediante
inmunotransferencia usando anti-p-actina monoclonal para ilustrar incluso la eficacia y la carga de la
inmunoprecipitacion. En el ensayo para determinar los niveles del complejo a7nAChR-/TLR4-FLNA, las
transferencias obtenidas se eliminan y se vuelven a sondar con anti-FLNA monoclonal para evaluar la eficacia y la
carga de la inmunoprecipitacion.

Evaluacién del afluencia de Ca?* en sinaptosomas como medicién funcional de los compuestos

Se estudiaron NMDAR-, a7nAChR y la afluencia de [**Ca?*] mediada por el canal de calcio dependiente del
voltaje usando sinaptosomas preparados a partir de cortes corticales frontales postmortem de sujetos de control y
con EA. Brevemente, se incubaron sinaptosomas de cerebro (100 mg para el estudio postmortem) a 37° C durante 5
minutos en Mg?* K-R 0,3 mM oxigenado (K-R Mg?* bajo, LMKR) que contiene “5Ca?* 5 uM (10 Ci/mmol) seguido de
incubacion con vehiculo, PNU 282987 0,1-10 uM, un agonista de a7nAChR especifico, o NMDA 0,1-10 uM + glicina
1 UM durante 5 minutos o K* 65 mM (hecho con reemplazo isomolar de Na*) durante 1 minuto en un volumen de
incubacion total de 0,5 ml. La reaccion se termind mediante la adicién de 0,5 ml de K-R libre de Ca?* helado que
contenia EGTA 0,5 mM y centrifugacion a 4° C. Después de dos lavados adicionales, se evaluaron los contenidos de
45Ca®* en los sinaptosomas usando espectrometria de centelleo (Beckman). El 4°Ca?* de fondo se estimé usando
sinaptosomas hipoténicamente lisados. La afluencia de Ca?* absoluta se calculo restando el recuento de “°Ca®* de
fondo. El porcentaje de aumento en la afluencia de Ca?* se calculd6 como % [(vehiculo tratado con
farmaco)/vehiculo].

Senalizacion de NMDAR y asociaciéon con PSD-95.

La sefalizacion de NMDAR vy su interaccion con la proteina de anclaje sinaptica, PSD-95 se compararon en
cortes corticales frontales expuestos a K-R y Compuesto C0105 (1 nM) de sujetos de control y con EA. La activacion
y sefalizacion de NMDAR se iniciaron mediante la incubacion de aproximadamente 10 mg de cortes de cerebro
tratados in vitro con LMKR (basal) o LMKR que contenia NMDA 10 pM y glicina 1 yM a 37° C durante 30 minutos. La
mezcla de incubacion se aire6 con 95% de 02/5% de CO» cada 10 minutos durante 1 minuto durante la estimulacion.
La estimulacién de los ligandos se termind mediante la adicién de 1 ml de K-R libre de Ca?* helado que contenia
EGTA 0,5 mMy EDTA 0,1 mM.

Los cortes de cerebro se recogieron mediante una breve centrifugacion y se homogeneizaron en 0,25 ml de
tampon de inmunoprecipitacion helado. Los homogeneizados se centrifugaron a 1000 X g durante 5 minutos (4° C) y
el sobrenadante (fraccion post-mitocondrial) se sonicé durante 10 segundos en hielo. Las proteinas se solubilizan en
digitonina al 0,5%, colato de sodio al 0,2% y NP-40 al 0,5% durante 60 minutos a 4° C con rotacion de extremo a
extremo. Los lisados resultantes se depuraron luego por centrifugacion a 50.000 X g durante 5 minutos y se diluyero
con 0,75 ml de tampdn de inmunoprecipitacion. Las concentraciones de proteinas se miden por el método de
Bradford (Bio-Rad).
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Para determinar la sefializacion de NMDAR vy la asociacion de los complejos de NMDAR con PSD-95
[también conocido como homdlogo grande de Discos 4 (DLH4)], se midieron los niveles de las subunidades de
NMDAR, PSD-95 y las moléculas de sefalizacion asociadas a NMDAR en inmunoprecipitados anti-NR1. Dos
subunidades de proteinas NR1 y dos NR2 forman el receptor NMDA heterotetramero.

En estos estudios, se inmunoprecipitaron lisados de cortes de cerebro (200 pg) durante la noche
(aproximadamente 18 horas) a 4° C con 2 ug de anti-NR1 inmovilizado sobre perlas de agarosa-proteina A
conjugadas de forma covalente (Pierce-ENDOGEN). Los inmunoprecipitados anti-NR1 se incubaron con 75 ul de
tampodn de elucion de antigeno (Pierce-ENDOGEN) y SDS al 2% durante 2 minutos en hielo, se centrifugaron para
eliminar los complejos de anticuerpo-proteina A-agarosa y se neutralizaron inmediatamente con 10 pl de tampon Tris
1,5 M, pH 8,8, seguido de la adicion de 65 pl de tampon de muestra 2 X PAGE y se hirvié durante 5 minutos.
Setenta y cinco pl de los eluidos obtenidos (50%) se fraccionaron por tamafio en SDS-PAGE al 7,5%. Las proteinas
se transfirieron a la membrana de nitrocelulosa y los niveles de varias subunidades del receptor de NMDA, PSD-95,
proteinas de sefalizacidon se midieron usando transferencia Western con anticuerpos para NR1, PSD-95, nNOS,
fosfolipasa C-y1,yPKC, pY#%2PyK2, pY*'6Src o fosfotirosina. Las transferencias se separaron y se volvieron a sondar
con anti-NR1 o -NR2A/- NR2B para evaluar la carga segun sea apropiado.

Activacion y sefalizacion de IR.

La sefalizacion de IR se comparo en en cortes corticales frontales expuestos a K-R y compuesto C0105 de
sujetos control y con EA. La activacion y la sefalizacion de IR se iniciaron mediante la incubacion de
aproximadamente 10 mg de cortes de cerebro tratados in vitro con KR (basal) o KR que contenia insulina 1 nM a 37°
C durante 30 minutos. La mezcla de incubacion se aire6 con 95% de O2/5% de CO, cada 10 minutos durante 1
minuto durante la estimulacion. La estimulacion del ligando se termind mediante la adicién de 1 ml de K-R libre de
Ca®* helado que contenia EGTA 0,5 mM y EDTA 0,1 mM. Las cortes de cerebro se recogieron mediante una breve
centrifugacion y se homogeneizaron en 0,25 ml de tampdn de inmunoprecipitacion helado. Los homogeneizados se
centrifugaron a 1000 X g durante 5 minutos (4° C) y el sobrenadante (fraccion post-mitocondrial) se sonicé durante
10 segundos en hielo. Las proteinas se solubilizan en digitonina al 0,5%, colato de sodio al 0,2% y NP-40 al 0,5%
durante 60 minutos a 4° C con rotacion de extremo a extremo. Los lisados resultantes se depuraron luego por
centrifugacion a 50.000 X g durante 5 minutos y se diluyeron con 0,75 ml de tampdn de inmunoprecipitacion. Las
concentraciones de proteinas se miden por el método de Bradford (Bio-Rad).

Para determinar la sefializacion IR, se midieron los niveles de pY''%911%- y pY®72|R, asi como el sustrato
del receptor de insulina (IRS)-1 reclutado para IR, en inmunoprecipitados anti-IRB. En estos estudios, se
inmunoprecipitaron lisados de cortes de cerebro (200 pg) durante la noche (aproximadamente 18 horas) a 4° C con 2
Mg de anti-IRP inmovilizado en perlas de proteina A-agarosa conjugadas covalentemente (Pierce-ENDOGEN). Los
inmunoprecipitados anti-IRP se incubaron con 75 pl de tampén de elucion de antigeno (Pierce-ENDOGEN) y SDS al
2% durante 2 minutos en hielo, se centrifugaron para eliminar los complejos de anticuerpo-proteina A-agarosa y se
neutralizaron inmediatamente con 10 pl de tampdn Tris 1,5 M, pH 8,8 seguido de la adicion de 65 pl de tampdn de
muestra 2 X PAGE vy se hirvié durante 5 minutos. Setenta y cinco pl de los eluidos obtenidos (50%) se fraccionaron
por tamafio en SDS-PAGE al 7,5%. Las proteinas se transfirieron a la membrana de nitrocelulosa y los niveles de IR
activado (pY''%911%1 y pY®72) y |IRS-1 reclutado se midieron usando transferencia Western con anticuerpos para
PY18011151IRB, pY®"2 -IRB o IRS-1. Las transferencias se eliminaron y se volvieron a sondar con anti-IRR para
evaluar la carga segun fuese apropiado.

Andlisis de transferencia Western

Los inmunoprecipitados solubilizados derivados de los ensayos de co-inmunoprecipitacion se separaron
mediante SDS-PAGE al 7,5 o al 10% y luego se transfirieron electroforéticamente a membranas de nitrocelulosa.
Las membranas se lavaron con PBS y se bloquearon durante la noche (aproximadamente 18 horas) a 4° C con
leche al 10% en PBS con Tween®-20 (PBST) al 0,1%. Después de tres lavados de 5 minutos con PBST al 0,1%, las
membranas se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas con el anticuerpo de eleccion a diluciones 1:500-
1:1.000. Después de tres lavados de 2 minutos en PBST al 0,1%, las membranas se incubaron durante 1 hora con
IgG-HRP anti-especie (dilucion 1:5.000) y se lavaron con PBST al 0,1% tres veces, 2 minutos cada una. La
inmunorreactividad se visualizd haciendo reaccionar con reactivo quimioluminiscente (Pierce-ENDOGEN) durante
exactamente 5 minutos y se expuso inmediatamente a una pelicula de rayos X. Las bandas especificas se
cuantificaron mediante escaneo densitometrico (densiometro calibrado GS-800, Bio-Rad Laboratories).

Evaluacion de la fosforilacion de tau inducida por LPS usando cortes corticales frontales humanos
postmortem

Se cortaron hipocampos de sujetos de control sin demencia en cortes coronales (100 pm de grosor) usando
un cortador de tejido Mcllwain (Brinkman Instruments) como se ha descrito anteriormente [Wang et al., J Neurosci,
29:10961-10973 (2009)]. Los cortes se separan cuidadosamente en 10 ml de medio de diseccién helado oxigenado
con dos pares de forceps finos y agitacion suave.
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Para determinar si el Compuesto C0105 puede reducir la fosforilacion de tau inducida por LPS y ABa42, se
incubaron aproximadamente 20 mg de cortes de hipocampo humano a 37° C durante 1 hora con 1 o0 10 ug de LPS o
AB42 0,1 uM en Kreb's-Ringer oxigenado (HEPES 25 mM, pH 7,4; NaCl 118mM, KC1 4,8 mM, NaHCO 25 mM,
CaClz 1,3 mM, MgSOq 1,2 mM, H2PO4 1,2 mM, glucosa 10 mM, acido ascoérbico 100uM, 50 mg/ml de leupeptina, 10
pg/ml de aprotinina, 2 pg/ml de inhibidor de tripsina de soja, PMSF 0,04 mM y mezcla de inhibidores de proteina
fosfatasa) con o sin Compuesto C0105 1 nM (el volumen total de incubacién es de 500 pl). La mezcla de reaccion se
aired con 95% de 02/5% de CO- durante 1 minuto cada 10 minutos. La reaccion se terminé diluyendo con 1,5 ml de
Kreb's-Ringer libre de Ca®* que contenia EDTA 1 mM helado y se centrifugd durante 10 minutos a 15.000 X g (4° C).

Después de la eliminacion del sobrenadante, los cortes se homogeneizaron para preparar la fraccién post-
mitocondrial (P2). La fraccion P2 obtenida se solubilizé en 500 yl de tampdn de inmunoprecipitacion (HEPES 25 mM,
pH 7,5; NaCl 200 mM, EDTA 1 mM, 2-mercaptoetanol al 0,02%, 50 pg/ml de leupeptina, 10 pg/ml de aprotinina, 2
pg/ml de inhibidor de tripsina de soja, PMSF 0,04 mM y mezcla de inhibidores de proteina fosfatasa) que contenia
digitonina al 0,5%, colato de sodio al 0,2%y NP-40 al 0,5%. Después de la diluciéon con 1,5 ml de tampdn de
inmunoprecipitacion helado y centrifugacion (4° C) para eliminar los residuos insolubles, se purificaron las proteinas
tau totales en el lisado tisular mediante inmunoprecipitacion con incubacion con anticuerpos anti-tau inmovilizados (1
Mg) durante 16 horas. a 4° C como se ha descrito anteriormente [Wang et al., J Biol Chem, 278:31547-31553 (2003);
Wang et al., Biol Psychiatry, 67:522-530 (2010)].

Los inmunocomplejos anti-tau se enriquecieron mediante incubacién con 50 ul de perlas de agarosa
conjugadas con proteina A/G a 4° C y centrifugacion. Las proteinas tau purificadas se lavaron tres veces con
solucién salina tamponada con fosfato helada (pH 7,2) y luego se solubilizaron hirviendo durante 5 minutos en 150 pl
de tampon de preparacion de muestras SDS-PAGE (Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8; glicerol al 10 %, SDS al 2%; 2-
mercaptoetanol al 5%, azul de bromofenol al 0,1%). El contenido de serina202-tau, treonina231-tau y treonina181-
tau fosforiladas en 50 ul de inmunoprecipitado anti-tau solubilizado se separé en SDS-PAGE al 8-16%, se transfirié
electroforéticamente a membrana de nitrocelulosa y se determiné mediante transferencias Western con anticuerpos
especificos dirigidos contra pSerina202-tau (AT-8), pTreonina231-tau (AT-180) y pTreoninal181-tau (AT270),
respectivamente.

Para asegurar que se cargan cantidades iguales de tau precipitadas por anticuerpos anti-tau en SDS-
PAGE, el contenido total de tau en el inmunoprecipitado anti-tau se determind mediante transferencia Western
usando un anticuerpo anti-tau (Tau-5) que no discrimina entre tau fosforilada y no fosforilada.

Estos resultados se ilustran en las Figs. 47A, 47B y 47C.

Efectos sobre la liberacion de citoquinas proinflamatorias (IL-18, IL-6 y TNFa) inducidas por astrocitos
humanos primarios por contacto con ABs2y LPS

Los astrocitos humanos expresan los receptores de superficie celular tanto TLR4 como TLR2. AB42 y LPS
se unen y activan cada uno la via de sefializacion de TLR4 dando como resultado la liberacion de citoquinas
proinflamatorias como IL-1B, IL-6 y TNFa, como se muestra en los estudios previos tratados en la presente, asi
como en los estudios mostrados en la Fig. 48A y 48B.

Disefno experimental:

Se prepar6 un cultivo de astrocitos primario de acuerdo con el proveedor (Lonza). Los astrocitos adherentes
se tripsinizaron con 0,25% de tripsina-EDTA, luego se recogieron y se subcultivaron en una placa de 12 pocillos (1,2
ml/pocillo). Cuando las células connfluyeron al 80-85%, las células se trataron en una incubadora bajo 5% de CO;
con 100 fM, 10 pM o 1 nM de Compuesto C0105 seguido inmediatamente de la adicion de AB42 (0,1 M) y LPS (1
mg/ml); es decir, afiadiendo simultaneamente el ligando atacante y el Compuesto C0105 a las células. Los grupos
de vehiculos se trataron con DMSO al 0,1% solamente. La incubaciéon continué durante 24 horas después de la
adicion. El medio de cultivo se usé como blanco (no tratado) y se determinaron los niveles de citoquinas, TNF-a, IL-6
e IL-1 en 200 ul de medio de cultivo. Cada pozo se muestred una vez.

Para determinar el efecto del Compuesto C0105 sobre la liberacién de citoquinas de los astrocitos
humanos, se recubrieron 0,5 pg/pocillo de anticuerpo monoclonal de ratén biotinado anti-TNF-a, -IL-6 y -IL-13 sobre
placas recubiertas con estreptavidina (placas de 96 pocillos recubiertas con alta capacidad de unién Reacti-Bind™
NeutrAvidin™). Las placas se lavaron 3 veces con Tris HCI 50 mM helado (pH 7,4) y se incubaron a 30° C con 200
pl de medio derivado de las condiciones mencionadas anteriormente. Las placas se lavaron 3 veces con Tris HCI 50
mM helado (pH 7,4) y se incubaron a 30° C con 0,5 pg/pocillo de anti-TNF-a, -IL-6 y -IL-13 de conejo no conjugado
durante 1 hora. Después de tres lavados de 1 minuto con Tris HCI 50 mM (pH 7,4), cada pocillo se incub6 en 0,25
pg/pocillo de IgG anti-conejo conjugada con FITC (absorbida por humanos y ratones) durante 1 hora a 30° C. Las
placas se lavaron dos veces con 200 ul de Tris HCI helado, pH 7, y las sefales de FITC residuales se determinaron
mediante lector de placas multimodo , DTX880 (Beckman).
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Los resultados de estos estudios se muestran en la Fig. 48 para ABs; y LPS. Como puede verse, el
Compuesto C0105 inhibié la liberacion de cada una de las citoquinas ensayadas en aproximadamente el 75 a
aproximadamente el 95 por ciento para cada una de las tres citoquinas y cada uno de los cuatro ligandos. Analisis
estadistico por ANOVA de una via: p<0,01; p*<0,01 en comparaciéon con el grupo tratado con vehiculo por cada
ataque.

Estudios de unién por afinidad de FLNA

Una serie de estudios de unién usando varios compuestos como ligando y FLNA o el pentamero FLNA de
la SEQ ID NO: 1 como el receptor. Estos estudios se llevaron a cabo de una manera generalmente similar usando
una curva de competencia (desplazamiento) para la inhibicion de la unién de [*H]NLX en presencia del ligando, y los
resultados se muestran en la Fig. 16. Los detalles especificos de cada estudio se exponen a continuacion.

La curva de competencia (desplazamiento) (Fig. 48A) Para la inhibicion de la union de [*HJNLX por la
naltrexona a las membranas de A7 que expresa FLNA (melanociticos humano; ATCC CRL-2500), las células que
estan libres de la mayoria de los receptores y particularmente de mu muestran dos estados de afinidad con ICsg.+
(alto) de 3,94 picomolar e ICsp.. (bajo) de 834 picomolar. Se realizé un analisis de ajuste de curva no lineal usando
una ecuacion de competencia que asumio dos sitios saturables para la curva de naltrexona que comprende 16
concentraciones que van de 0,1 pM a 1 mM. Los datos se derivan de seis estudios, cada uno de los cuales usa un
conjunto diferente de células A7.

La afinidad de union del Compuesto C0105 para FLNA se determin6 de manera similar (Fig. 16B).
Brevemente, se incubaron 100 mg de membranas de células A7 con [*HJNLX 0,5 nM en presencia de Compuesto
C0105 0,01 nM-1 mM a 30° C durante 60 minutos en 250 ml del medio de unién (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5; NaCl 100
mM e inhibidores de proteasa y proteina fosfatasa). La unidon no especifica se definié mediante NTX 1 mM. Las
reacciones se terminaron mediante filtracion rapida a través de membranas de grado B (GF/B) libres de aglutinante
de vidrio tratadas con BSA al 3% al vacio. Los filtros se lavaron dos veces con 5 ml de medio de unién helado, y se
midio el [PBHINLX retenido en los filros mediante espectrometria de centelleo liquido. Los datos obtenidos se
analizaron usando el programa Prism de GraphPad Software, Inc. (San Diego, CA). Aqui, se determinaron un ICsp.n
0,43 picomolar y un ICsg.. 226 picomolar. N=4.

La afinidad de unién del Compuesto C0105 para FLNA se determind de manera similar (Fig. 16C).
Brevemente, 200 mg de membranas celulares de SK-N-MC (neuroepitelioma humano; ATCC HTB-10) que contienen
tanto a7nAChR como receptores opioides mu se incubaron con [*H] NLX 0,5 nM en presencia de DAMGO 1 mM y
Compuesto C0105 0,01. nM-1 mM a 30° C durante 60 minutos en 250 ml del medio de unién (Tris-HCI 50 mM, pH
7,5; NaCl 100 mM; e inhibidores de proteasa y proteina fosfatasa). La unién no especifica se definié mediante NTX 1
mM. Las reacciones se terminaron mediante filtracion rapida a través de membranas GF/B tratadas con BSA al 3%
al vacio. Los filtros se lavaron dos veces con 5 ml de medio de union helado, y se midi6 el [*(HJNLX retenido en los
filtros mediante espectrometria de centelleo liquido. Los datos obtenidos se analizaron usando el programa Prism de
GraphPad Software, Inc. (San Diego, CA). Aqui, se determinaron un ICso.s de 0,201 picomolar y un ICso.. de 111
picomolar. N=4.

La afinidad de uniéon del Compuesto C0105 para el péptido VAKGL también se determind mediante un
ensayo de desplazamiento (Fig. 16D). Brevemente, se incubaron 10 mg de péptido VAKGL biotinilado N-terminal
(Bn-VAKGL) (SEQ ID NO: 1) con [*H]NLX 0,5 nM en presencia de Compuesto C0105 0,01 nM-1 mM a 30° C durante
60 minutos en 250 ml del medio de unién (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5; NaCl 100 mM; e inhibidores de la proteasa y
proteina fosfatasa). La unién no especifica se defini6 mediante NTX 1 mM. La reaccion se termind mediante la
adicion de 1 ml de medio de unién helado. El Bn-VAKGL unido a [*H]NLX se atrapé mediante incubacion con 20 ml
de NeutrAvidin®-agarosa (Thermo), seguido de centrifugacion. Después de dos lavados de 1,5 ml con PBS, se
determind el [*HJNLX unido usando espectrometria de centelleo. Los datos obtenidos se analizaron usando el
programa Prism de GraphPad Software, Inc. (San Diego, CA). Aqui, se obtuvo un unico valor de ICsp, como se
esperaba para el péptido 5-mer de la SEQ ID NO: 1, y su valor fue de 2,76 picomolar. N=4.

Los datos obtenidos en estos estudios ilustran las afinidades similares mostradas entre la naloxona y el
Compuesto ilustrativo C0105 para FLNA. Estos datos también ilustran la similitud en la actividad de unién como un
receptor mostrado entre la molécula FLNA intacta y el péptido FLNA 5-mer de la SEQ ID NO: 1, y validan de este
modo el uso de ese péptido 5-mer como un sustituto para la molécula completa En los ensayos llevados a cabo en la
presente.

Se pretende que el uso del articulo "un" o "uno" incluya uno o mas.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Wang, Haou-Yan Burns Barbier, Lindsay
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la Serie C-2 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo que inhibe por lo menos el 60
por ciento de la unién de naloxona marcada con FITC cuando esta presente a una concentracion de 10 uM y usa
naloxona no marcada como el inhibidor de control a la misma concentracién, para uso en la inhibicion de la
fosforilacién de la proteina tau en un método para tratar la encefalopatia traumatica crénica, en donde dicho método
comprende administrar dicho compuesto o sal farmacéuticamente aceptable del mismo en ausencia de una cantidad
eficaz de union al receptor opioide mu (MOR-) de un agonista o antagonista de MOR separado,

y en donde el compuesto de la Serie C-2 se describe mediante la Férmula | siguiente:

en la que

Q es CHR® 0 C(0), Z es CHR'" 0 C(0), y solo unode Qy Z es C(O);
cadaunodem,nypesceroounoylasumade m+n+tpes2o0 3;

W se selecciona del grupo que consiste de NR?°, NR?, NR7, Sy O, donde R” y R? son iguales o diferentes y
son H, C(H)(D)» donde cada unadevyhesO, 1,203y v+h=3, C(H)4D)-hidrocarbilo C+-C41 alifatico donde
cadaunodeqyres0,102yqt+r=0, 1 o 2, sulfonil hidrocarbilo C4-C; alifatico o hidrocarboilo C4-C12
alifatico, y R?° es X-circulo A-R' como se define mas adelante;

J y F son iguales o diferentes y son CH,, CHD o CD- (donde D es deuterio)

X es SOy, C(0), CHz, CD,, OC(0O), NHC(NH), NHC(S) o NHC(O);

el circulo A es un sistema de anillo aromatico o heteroaromatico que contiene un Unico anillo o dos anillos
fusionados;

R' es H o representa hasta tres sustituyentes, R'@, R™ y R'®, que pueden ser ellos mismos iguales o
diferentes, en donde cada uno de esos tres grupos, R'*, se selecciona por separado del grupo que consiste
de H, hidrocarbilo C4-Cs, hidrocarbiloxi C1-Ce, hidrocarbiloxicarbonilo C4-Cg, trifluorometilo, trifluorometoxi,
hidrocarbilo C4-C7, hidrocarboilo C4-C7 sustituido con hidroxi, trifluorometilo o halégeno, hidrocarbilsulfonilo
C1-Cs, hidrocarbiloxisulfonilo C+4-Cs, haldégeno, nitro, fenilo, ciano, carboxilo, hidrocarbilcarboxilato C4-Cy,
carboxamida o sulfonamida,

en donde el nitrégeno amido en cada grupo amida tiene la férmula NR3R* en la que R® y R* son iguales o
diferentes y son H, hidrocarbilo C1-C4, 0 R® y R* junto con el nitrégeno representado forman un anillo de 5-7
miembros que contiene opcionalmente 1 o 2 heteroatomos adicionales que son independientemente
nitrégeno, oxigeno o azufre,

MAr, donde M es -CHa-, -O- 0 -N=N- y Ar es un grupo arilo o heteroarilo de un solo anillo y NR?R® en donde
R® y R® son iguales o diferentes y son H, hidrocarbilo C4-C4, acilo C+-C4, hidrocarbilsulfonilo C4+-C4 0 R5 y R®
junto con el nitrégeno representado forman un anillo de 5 a 7 miembros que contiene opcionalmente 1 o 2
heteroatomos adicionales que son independientemente nitrégeno, oxigeno o azufre.

R8, R®y R' son cada uno H, o dos de R&, R®y R' son Hy uno es un grupo hidrocarbilo C4-Cs que no esta
sustituido o esta sustituido con hasta tres atomos que son iguales o diferentes y son atomos de oxigeno o
nitrégeno.

2. El compuesto o sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde dicho compuesto muestra menos del 80 por ciento de la estimulacién de MOR proporcionada por DAMGO a
la misma concentracion.

3. El compuesto o sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el
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que dicho compuesto es un compuesto de la Serie C-2 que corresponde en estructura a la Formula Il siguiente:

en la que J y F son iguales o diferentes y son CH,, CHD o CD; (donde D es deuterio).

4. El compuesto o sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde dicho compuesto es un compuesto de la Serie C-2 que corresponde en estructura a la Férmula lll siguiente:

(25 Ha),

—N_ W
R X ITI

en la que J y F son iguales o diferentes y son CHz, CHD o CD, (donde D es deuterio); y
cada uno de my n es uno.

5. El compuesto o sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde dicho compuesto es un compuesto de la Serie C-2 que corresponde en estructura a un compuesto
seleccionado del grupo que consiste de:
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N_ _NH HN N
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N N

6. El compuesto o sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, en donde dicho método comprende administrar dicho compuesto o sal farmacéuticamente
aceptable del mismo una pluralidad de veces.

7. El compuesto o sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, en donde dicho método comprende administrar dicho compuesto o sal farmacéuticamente
aceptable del mismo diariamente.

8. El compuesto o sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, en donde dicho método comprende administrar dicho compuesto o sal farmacéuticamente
aceptable del mismo varias veces al dia.

9. El compuesto o sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, en donde dicho compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto se
administra en una composicion farmacéutica.

10. El compuesto o sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en
donde dicha composicion farmacéutica esta en forma liquida.

11. El compuesto o sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en
donde dicha composicion farmacéutica esta en forma sélida.
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FIG.5
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Fig. 5B
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Fig. 5C
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Fig. 6

Fig. 6A
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Fig. 6B
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Fig. 6C
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Fig. 8

El tratamiento simultaneo de C0105 o C0114 con AB,, durante 16 hr
invierte la disfuncion de NMDAR inducida por AB,, en cortes de FCX
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Fig. 19
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Fig. 47

Fig. 47A
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Fig. 47B
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Fig. 47C
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Fig. 48

Fig. 48A
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Fig. 48B
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Fig. 48C
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Fig. 48D
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