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DESCRIPCION

Induccién de la transicién de permeabilidad mitocondrial.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a la modificacidn de la permeabilidad de membrana mitocondrial en células y, en
particular, la identificacion y uso de compuestos que induzcan selectivamente la MPT en células en proliferacion.

Antecedentes de la intencion

La mitocondria proporciona ATP para apoyar la funcién celular normal y su alteracién conduce a muerte celular
apoptdtica y necrética (Crompton, 1999). Un factor importante en la apoptosis y necrosis es la transicién de per-
meabilidad mitocondrial (MPT) que se produce como resultado de una sobrecarga de calcio. La causa de la MPT
es la apertura de un poro inespecifico en la membrana mitocondrial interna, conocido como el poro de transicién
de permeabilidad mitocondrial (MPTP) (Crompton et al, 1987). El estrés oxidativo, el agotamiento de nucleétidos
de adenina y el fosfato inorgédnico elevado aumentan enormemente la sensibilidad del poro a la concentracién de
calcio. La apertura del MPTP se acompafia del equilibrado de todos los solutos pequefios (<1,5 kD) a través de la
membrana mitocondrial interna. La alta concentracion de proteina resultante en la matriz ejerce una presiéon osmoti-
ca coloidal que es responsable de un hinchamiento importante de la mitocondria y, en dltima instancia, apoptosis o
necrosis.

El translocador de nucleétidos de adenina (ANT) es una proteina de 30 kD que atraviesa la membrana mitocondrial
interna y es fundamental para el MPTP (Crompton et al, 1988).

Existe la necesidad de inducir selectivamente la MPT, particularmente en células en proliferacién, como un medio
para inducir la apoptosis. J. Biol. Chem. (1996) 271, pags. 6746-6751 por Constantini et al es un ejemplo de una
publicacién que describe un método para identificar compuestos que inducen la MPT pero que no contiene ninguna
sugerencia de que dicho método deberia usarse en células en proliferacion.

La presente invencién se refiere a un proceso para identificar compuestos que se unan a ANT en la mitocondria
e induzcan selectivamente la MPT en células en proliferacidn respecto a células que no estdn en proliferacién o de
crecimiento en estado quiescente.

Sumario de la invencion

De acuerdo con un primer aspecto de la invencion se proporciona un proceso in vitro para identificar un compuesto
que induzca selectivamente la transicién de permeabilidad mitocondrial (MPT) en células en proliferacién, donde el
proceso comprende poner en contacto una célula o extracto celular con un compuesto, determinar si el compuesto se
une al translocador de nucleétidos de adenina (ANT) y determinar si el compuesto induce selectivamente la MPT en
células en proliferacion.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencion se proporciona un proceso in vitro para explorar una pluralidad
de compuestos para identificar un compuesto que induzca selectivamente la MPT en células en proliferaciéon, donde
el proceso comprende poner en contacto una célula o un extracto celular con la pluralidad de compuestos, determinar
si cualquiera de los compuestos se une a ANT y si es asi, determinar por separado para cada uno de la pluralidad de
compuestos si el compuesto induce selectivamente la MPT en células en proliferacion.

Con referencia al primer y segundo aspectos de la invencién, puede determinarse la selectividad para células en
proliferacién, por ejemplo, comparando el efecto de compuestos que se ha identificado que se unen a ANT sobre la
MPT en células en proliferacién con el efecto sobre la MPT en células que no estdn en proliferacién o de crecimiento
en estado quiescente.

También con referencia al primer y segundo aspecto de la invencién, en una realizacién, la determinacién de la
induccion de la MPT puede implicar medir cambios en la liberacién de Citocromo C. En otra realizacién, la determi-
nacién de la induccién puede implicar medir cambios en la concentracién de superdxido celular.

Con respecto a cualquiera del primero y segundo aspectos de la invencién, en una realizacion el compuesto puede
ser un compuesto reactivo de ditiol.

En otra realizacion, el compuesto puede tener un resto arsendxido (o equivalente de arsendéxido).

En una realizacién mds, el compuesto arsendxido (o equivalente de arsendxido) puede tener la férmula (I):

A-[(XBX’),B’-Y], @
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en la que
A comprende al menos un grupo colgante sustancialmente impermeable de membrana celular;

(XBX’),B’ comprende un grupo enlazador adecuado, donde n es un nimero entero seleccionado entre 0, 1, 2, 3,
4,5,6,7,3,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20;

Y comprende al menos un arsenéxido O equivalente de arsendxido; y

p es un niimero entero seleccionado entre 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9y 10.

En una realizacién, el compuesto de férmula (I) puede tener més de 8 4tomos de carbono.
Las siguientes caracteristicas se refieren a la Férmula (I):

En una realizacién, A puede seleccionarse entre el grupo que consiste en aminodcidos naturales, no naturales y
sintéticos, aminas hidréfilas, péptidos y polipéptidos, incluyendo dipéptidos tripéptidos, tetrapéptidos, pentapéptidos,
restos de azicar tales como monosacdridos, disacaridos y oligosacdridos (incluyendo variantes sustituidas) y proteinas
que contienen tiol, 0 una combinacion de los mismos. Por ejemplo, A puede seleccionarse entre el grupo que consiste
en glutation, glucosamina, cisteinilglicina, dcido cisteico, 4cido aspértico, dcido glutdmico, lisina y arginina, donde el
atomo de azufre de cada compuesto que contiene azufre puede estar opcionalmente oxidado para formar un sulféxido
o sulfona. En otras realizaciones, A puede comprender un resto de azicar, un resto disacarido u oligosacarido tal
como, por ejemplo, glucosa, fructosa, manosa, xilosa, lixosa, galactosa, hexosa, sacarosa, sorbosa, galactosil-sucnosa,
sorbitol, manitol, xilitol, etc. En otras realizaciones, A puede ser una amina hidréfila tal como una alquil- aril- o
aralquil-amina primaria, secundaria o terciaria, o una amina heterociclica tal como piridina, pirrol, imidazol, etc.

Los aminodcidos son conocidos por los especialistas en la técnica y se muestran, por ejemplo, en libros de referen-
cia convencionales, tales como King and Stansfield, A Dictionary of Genetics, 4* Edicién, Oxford University Press,
1990, cuyo contenido se incorpora en la presente memoria como referencia. Por ejemplo, los aminodcidos pueden
ser aminodacidos a, 8 o y. La presente invencién también incluye las formas de aminoécidos L y D. Los ejemplos de
aminodcidos incluyen glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, prolina, fenilalanina, triptéfano, serina,
treonina, cisteina, tirosina, asparagina, glutamina, dcido aspartico, dcido glutdmico, lisina, arginina e histidina.

En una realizacion, A puede seleccionarse entre el grupo que consiste en ureas tri-dcidas y péptidos que incluyen
dipéptidos, tripéptidos, tetrapéptidos y pentapéptidos. Por ejemplo, glutation, Cys-Glu-Gly, Arg-Gly-Asp-Cys, Val-
Thr-Cys-Gly, Gly-Gly-Cys, Lys-Glu-Gly, Arg-Gly-Asp-Lys, Val-Thr-Lys-Gly, Gly-Gly-Lys, Ser-Glu-Gly, Arg-Gly-
Asp-Ser, Val-Thr-Ser-Gly, Gly-Gly-Ser, Asp-Glu-Gly, Arg-Gly-Asp-Asp, Val-Tbr-Asp-Gly, Gly-Gly-Asp, Glu-Glu-
Gly, Arg-Gly-Asp-Glu, Val-Thr-Glu-Gly, Gly-Gly-Glu, etc, 4cido preslonoico, moléculas dcidas pequeiias tales como
dcido 3-mercapto-1-propanosulfénico, dcido mercaptopropidnico, dcido mercaptosuccinico; alcoholes pequeiios tales
como 1-tio-beta-D-glucosa, 3-mercapto-1,2-propanodiol; aminas pequefias, incluyendo, por ejemplo, alquil-, aril- y
aralquil-aminas sustituidas primarias, secundarias y terciarias; y compuestos heteroarométicos tales como acido 5-
mercapto-1-tetrazolacético, 2-mercaptopiridina y 2-aminopiridina.

En una realizacidn, A es un tripéptido. Por ejemplo, A puede ser una glutatién y en una forma el compuesto puede
representarse por la Férmula (IT):

XBXLE Y
H

Hp H

en la que (XBX’),B’ comprende cualquier grupo enlazador adecuado, e Y comprende un arsenéxido o un equivalente
de arsenoxido.

En una realizacién, p es un nimero entero seleccionado de 1 a 5. Por ejemplo, p puede ser 1, 2, 3,4 6 5. En una
realizacién, p es 1 6 2. En otra realizacién, pes 1.

En una realizacién, n es un nimero entero de 0 a 15. Por ejemplo, n puede ser 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,
12, 13, 14 6 15, en una realizacion n es un nimero entero seleccionado de 0 a 10. En otra realizacion n es un nimero
entero seleccionado de 0 a 5, por ejemplo, n puede ser 0, 1, 2, 3,4 6 5.
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En una realizacién, X se selecciona entre el grupo que consiste en -NR, -S(0)-, -S(0)O-, -S(0),-, -S(0),0-,
-C(0)-, -C(S)-, -C(0O)O-, C(S)0O-, -C(S)S-, -P(O)(R))- y -P(O)(R)O-, 0 estd ausente;
B se selecciona entre el grupo que consiste en alquileno C,-C,,, alquenileno C,-C,, alquinileno C,-C,, cicloal-
quileno C;-C, cicloalquenileno C¢-C,, heterocicloalquileno C;-C,y, heterocicloalquenileno Cq-C,, arileno Cg¢-Cy,

heteroarileno y acilo C,-C,;

X’ se selecciona entre el grupo que consiste en -NR-, -O-, -S-, -Se-, -S-S-, S(O)-, -OS(0)-, OS(0)O-, -OS(0),-
-05(0),0, -S(0)0-, -5(0),-, -S(0),0-, -OP(0)(R)-, -OP(0)(R)O-, -OP(0)(R)OP(O)(R,)O-, -C(0)-, -C(S)-, -C(O)

il

O-, C(S)O-, -C(S)S-, -P(O)(R))-, P(O)(R|)O-y R R' , 0 esta ausente; donde E es O, S, Se, NR o N
(R),";
nes0,162;y

B’ se selecciona entre el grupo que consiste en alquileno C,-C,,, alquenileno C,-C,,, alquinileno C,-C,, cicloal-
quileno C;-C,, cicloalquenileno Cs-C,y, heterocicloalquileno C;-C,y, heterocicloalquenileno Cs-C,y, arileno C¢-C,, y
heteroarileno o estd ausente; y donde

cada R se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-C,, alquenilo C,-
Cyy, alquinilo C,-Cy, cicloalquilo C;-Cy, cicloalquenilo Cs-C;y, heterocicloalquilo C;-C,, heterocicloalquenilo Cs-
C), arilo C¢-C),, heteroarilo, OR, y acilo C,-Cg;

R’ es igual que R o dos R’ pueden tomarse junto con los 4tomos de nitrégeno a los que estdn unidos para formar
un anillo heterociclico, saturado o insaturado, de 5 o 6 miembros;

cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-C,,, alquenilo C,-
Cy, alquinilo C,-C, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo Cs-C,, heterocicloalquilo C;-C,, heterocicloalquenilo Cs-
C)p, arilo C¢-C),, heteroarilo, halo, OR, y N(R),;

cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-C,,, alquenilo C,-
Cyy, alquinilo C,-C, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo Cs-C,y, heterocicloalquilo C;-C,, heterocicloalquenilo Cs-
C\o, arilo C¢-C),, heteroarilo y -C(O)Rs;

cada Rs se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-C,, alquenilo C,-
Cyy, alquinilo C,-Cy, cicloalquilo C;-Cy, cicloalquenilo Cs-Cjy, heterocicloalquilo C;-C,, heterocicloalquenilo Cs-
C,, arilo C¢-C,, heteroarilo, alcoxi C,-C,, alqueniloxi C,-C,y, alquiniloxi C;-C,, cicloalquiloxi C;-C,, cicloalque-
niloxi Cs-C,,, heterocicloalquiloxi C;-C,,, heterocicloalqueniloxi Cs-C,, ariloxi C4-C,,, heteroariloxi, alquiltio C,-
C,o, alqueniltio C;-C,,, alquiniltio C;-C,, cicloalquiltio C;-C,, cicloalqueniltio Cs-C,y, heterocicloalquiltio C;-C,,
heterocicloalqueniltio Cs-C,j, ariltio C¢-C,,, heteroariltio, OH, SH y N(R),;

donde para cada caso en el que B y/o B’ es arileno, los sustituyentes unidos directamente a los anillos arileno
respectivos (incluyendo arsendxido o equivalente de arsen6xido) pueden estar en cualquier posicién disponible, y, por
ejemplo, pueden estar en una relacion para-, meta- u orto-; y

donde cada alquileno, alquenileno, alquinileno, cicloalquileno, cicloalquenileno, heterocicloalquileno, heteroci-
cloalquenileno, arileno, heteroarileno y acilo puede estar sustituido independientemente con hidrégeno, alquilo C;-
C,o, alquenilo C,-C,, alquinilo C,-C,,, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo Cs-C,,, heterocicloalquilo C;-C,,, hetero-
cicloalquenilo Cs-C, arilo C¢-C),, heteroarilo, ciano, cianato, isocianato, OR,,, SRg, nitro, arsenéxido, -S(O)R;, -OS
(O)R;, -S(O),R3, -OS(0),R;, -P(O)R4Ry, -OP(O)R4Ry, -N(R”),, -NRC(O)(CH,),,Q, -C(O)Rs;

Rs R o}
L& I+ | .
mepSRy , wNTR o eBOR
R4 R R
donde

R, R, y Rs son como se han definido anteriormente; y

R,, se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo C,-Cs, ci-
cloalquilo C;3-C,, cicloalquenilo C;-C,y, arilo C¢-Ci5, -S(O)R3, -S(O),R3, -P(O)(Ry),, N(R), y -C(O)Rs;
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cada R; se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,;-C,, alquenilo C,-
C)o, alquinilo C,-C, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo Cs-C,q, heterocicloalquilo C;-C,q, heterocicloalquenilo Cs-
Cyy, arilo C¢-C)s, heteroarilo, alcoxi C;-C,y, alqueniloxi C;-Cy, alquiniloxi C;-C, cicloalquiloxi C;-C,, cicloalque-
niloxi Cs-C,, heterocicloalquiloxi C;-C,, heterocicloalqueniloxi Cs-C, ariloxi C4-C,,, heteroariloxi, alquiltio C,-
C)o, alqueniltio C3-C, alquiniltio C;-C,, cicloalquiltio C;-C,, cicloalqueniltio Cs-C,y, heterocicloalquiltio C;-C,,
heterocicloalqueniltio Cs-C,, ariltio Cs-C,,, heteroariltio y N(R),;

cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-C,, alquenilo C,-
C)o, alquinilo C,-C,, cicloalquilo C;-C,,, cicloalquenilo Cs-C,q, heterocicloalquilo C;-C,g, heterocicloalquenilo Cs-
Cyy, arilo C¢-C)5, heteroarilo, alcoxi C;-C,y, alqueniloxi C;-C,y, alquiniloxi C;-C, cicloalquiloxi C;-C,, cicloalque-
niloxi Cs-C,, heterocicloalquiloxi C;-C,,, heterocicloalqueniloxi Cs-C, ariloxi C4-C,,, heteroariloxi, alquiltio C,-
Cy, alqueniltio C3-Cyy, alquiniltio C;-C,, cicloalquiltio C;-C,, cicloalqueniltio C4-C,, heterocicloalquiltio C;-Cy,
heterocicloalqueniltio C¢-C,j, ariltio C¢-C,,, heteroariltio, halo y N(R),;

Ry se selecciona entre el grupo que consiste en alquilo C,-C,, alquenilo C,-C,, alquinilo C,-C,,, cicloalquilo Cs-
Cyy, cicloalquenilo Cs-C,g, heterocicloalquilo C;-C,y, heterocicloalquenilo Cs-C, arilo C¢-C,,, heteroarilo, alquiltio
C,-C,y, alqueniltio C;-C,y, alquiniltio C;-C,, cicloalquiltio C;-C, cicloalqueniltio Cs-C,,, heterocicloalquiltio C;-
Cyy, heterocicloalqueniltio Cs-Cj, ariltio C¢-C),, heteroariltio, -S(O)R;, SU(O),R; y -C(O)Rs,

R” es igual que R o dos R” tomados junto con el atomo de N al que estan unidos pueden formar un sistema de
anillo heterociclico saturado, insaturado o aromatico;

Q se selecciona entre halégeno y -OS(0),Q;; donde Q, se selecciona entre alquilo C,-C,, perfluoroalquilo, fenilo,
p-metilfenilo; y

mes1,2,3,4065.

En otra realizacidn, X se selecciona entre el grupo que consiste en una atmdsfera de NH, -C(o)-, -C(S)-, -C(O)O-,
C(S)O-y -C(S)S- o estd ausente;

B se selecciona entre el grupo que consiste en alquileno C,-Cs, alquenileno C,-Cs, alquinileno C,-Cs, cicloalqui-
leno C;-Cy, cicloalquenileno Cs-C,, arileno C4-Cy, y acilo C,-Cs;

X’ se selecciona entre el grupo que consiste en -O-, -S-, -NR-, -S-S-, -S(0)-, -S(0),-, -P(O)(R,)-, -OP(O)(R,)-, OP
(0O)(R))O-, OP(O)(R,)OP(0O)(R)O-, -C(0O)-, -C(S)-, -C(0)O-, C(S)O-, -C(S)S-, -Se-,

it
=y R , 0estd ausente; donde E es O, S 0o N(R),*;
nes0,162;y

B’ se selecciona entre el grupo que consiste en alquileno C,-Cs, alquenileno C,-Cs, alquinileno C,-Cs, cicloalqui-
leno C;-Cyy, cicloalquenileno Cs-Cy, y arileno C¢-C)5, 0 estd ausente; y donde

cada R se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, alquenilo C,-
Cs, alquinilo C,-Cs, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo Cs-C,, arilo C¢-Cj,, OR, y acilo C,-C,g;

R’ es el mismo que R;

cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C;-Cs, alquenilo C,-
Cs, alquinilo C,-Cs, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo Cs-C,, arilo C¢-C,, halo, OR, y N(R),;

cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrogeno, alquilo C,-Cg, alquenilo C,-
Cs, alquinilo C,-Cs, cicloalquilo C;-C,j, cicloalquenilo C4-C,y, arilo C4-Cy, y -C(O)Rs;

cada Rjs se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, alquenilo C,-Cs,
alquinilo C,-C;, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo Cs-C,, arilo C¢-C,,, alcoxi C,-Cs, alqueniloxi C;-Cs, alquiniloxi
C;-C;s, cicloalquiloxi C;-Cy, cicloalqueniloxi C4-C,y, ariloxi C4-C,, alquiltio C;-Cg, alqueniltio C;-Cs, alquiniltio C;-
Cs, cicloalquiltio C5-C,y, cicloalqueniltio Cs-C,, ariltio C4-C;, , OH, SH y N(R)»;

donde para cada caso en el que B y/o B’ es arileno, los sustituyentes unidos directamente a los anillos de arileno
respectivos (incluyendo arsendxido o equivalente de arsendxido) pueden estar en cualquier posicion, y, por ejemplo,
pueden estar en una relacién para-, meta- u orto-, y
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donde cada alquileno, alquenileno, alquinileno, cicloalquileno, cicloalquenileno, arileno y acilo puede estar sus-
tituido independientemente con hidrégeno, alquilo C,-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo C,-Cs, cicloalquilo Cs-C,y, ci-
cloalquenilo Cs-C,y, arilo C¢-Cy,, ciano, halo, cianato, isocianato, OR,,, SR, nitro, arsenéxido, -S(O)R3, -OS(O)R;,
-S(0);R;, -OS(0),R3, -P(O)R4Ry, -OP(O)R4Ry, -N(R”),, NRC(O(CH,),Q, -C(O)Rs,

Ry R 0"
bRy wNR o weNSR
Re R R

donde
R, R, y Rs son como se han definido anteriormente; y

R,, se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo C,-Cs, ci-
cloalquilo C;-C, cicloalquenilo Cs-C,y, arilo C¢-Ci5, -S(O)R3, -S(O),R3, -P(O)(Ry),, N(R), y -C(O)Rs;

cada R; se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, alquenilo C,-Cs,
alquinilo C,-Cs, cicloalquilo C;-C, cicloalquenilo Cs-C, arilo C4-C,,, alcoxi C,-Cs, alqueniloxi C;-Cs, alquiniloxi
C;-C;s, cicloalquiloxi C;-Cyy, cicloalqueniloxi Cs-C,y, ariloxi Cs-C),, alquiltio C;-Cs, alqueniltio C;-Cs, alquiniltio C;-
Cs, cicloalquiltio C5-C,j, cicloalqueniltio Cs-C,, ariltio C¢-C;, y N(R),;

cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C;-Cs, alquenilo C,-Cs,
alquinilo C,-Cs, cicloalquilo C;-C,y, cicloalquenilo Cs-C,y, arilo C4-C,, alcoxi C;-Cs, alqueniloxi C;-Cs, alquiniloxi
C;-Cs, cicloalquiloxi C;-Cs, cicloalqueniloxi Cs-C,, ariloxi C4-C),, alquiltio C,-Cs, alqueniltio C;-Cs, alquiniltio C;-
Cs, cicloalquiltio C5-Cs, cicloalqueniltio Cs-C,, ariltio C4-C5, halo y N(R),;

R se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en alquilo C,-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo
C,-C;s, cicloalquilo C;-Cyy, cicloalquenilo Cs-Cy, arilo C¢-C», alquiltio C,-Cs, alqueniltio C;-Cs, alquiniltio C;-Cs,
cicloalquiltio C;-C,j, cicloalqueniltio Cs-C,, ariltio C4-C,,, -S(O)R;, -S(O),R; y -C(O)Rs,

R” es el mismo que R;

Q se selecciona entre el grupo que consiste en haldgeno y -OS(0),Q;; donde Q, se selecciona entre alquilo C,-C,,
perfluoroalquilo C;-C,, fenilo, p-metilfenilo; y

mes1,2,3,465.

En otra realizacion, X esta ausente;
B se selecciona entre el grupo que consiste en alquileno C,-Cs, arileno C4-C, y acilo C,-Cs;

X’ se selecciona entre el grupo que consiste en -O-, -S-, -NR-, -S-S-, -S(O)-, -S(O),-, -P(O)(R,)-, -C(O)-, -C(S)-,
-C(0)O-, C(S)-, -Se-y

E
1]
R R » o estd ausente; donde E es 0, S o N(R),";
nes0,162;y
B’ es alquileno C,-Cs, arileno C4-C, 0 estd ausente; y donde

cada R se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, cicloalquilo C;-
C,, arilo C¢-C,, OR, y acilo C,-Cs;

R’ es el mismo que R;

cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, cicloalquilo
C3—C10, arilo C()—Clz, halo, ORZ y N(R)z,
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cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,;-Cs, cicloalquilo
C;-Cyp, arilo C4-C,, y -C(O)Rs;

cada R;s se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C;-Cs, alquenilo C,-
Cs, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo Cs-C,, arilo C¢-C,,, alcoxi C,-Cs, alqueniloxi C;-Cs, cicloalquiloxi C;-C,g,
cicloalqueniloxi Cs-C,, ariloxi C4-C,,, alquiltio C,-Cs, alqueniltio C;-Cs, cicloalquiltio C,;-C,,, cicloalqueniltio Cs-
Cl()’ ariltio C()—Clz, OH, SH y N(R)Z,

donde para cada caso en el que B y/o B’ es arileno, los sustituyentes unidos directamente a los anillos de arileno
respectivos (incluyendo arsenéxido o equivalente de arsen6xido) pueden estar en cualquier posicién del anillo o anillos
respectivos y, por ejemplo, pueden estar en una relacién para-, meta- u orto-, y

donde cada alquileno, alquenileno, alquinileno, cicloalquileno, cicloalquenileno, arileno y acilo puede estar sus-
tituido independientemente con hidrégeno, alquilo C;-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo C,-Cs, cicloalquilo C;-Cy, ci-

cloalquenilo Cs-C,, arilo C¢-C),, halo, ciano, cianato, isocianato, OR,,, SR, nitro, arsenéxido, -S(O)R3, -OS(O)R;,
-S(O):R3, -OS(0),R;, -P(O)R4R,, -OP(O)R4R,, -N(R”),, -NRC(O)(CH,),Q, -C(O)Rs,

Rs R o
| ¢ | b
ww'?-—R4 , MI}I—R o -w‘l}|—-R ;
R4 R R

donde

R, R; y Rs son como se han definido anteriormente; y

R,, se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, cicloalquilo C;-C,y, arilo C4-C,, -S(O)
R;, -S(O),R;, -P(O)(R,), y -C(O)Rs;

cada Rj se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, cicloalquilo
C;-Cyy, arilo C¢-C),, alcoxi C,-Cs, cicloalquiloxi C;-C,y, ariloxi Cy-C,, alquiltio C,-Cs, cicloalquiltio C;-C,j, ariltio
Cs-Cio y N(R),;

cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, cicloalquilo
C;-Cyy, arilo C4-C,, alcoxi C;-Cs, cicloalquiloxi C;-C,y, ariloxi C4-C,, halo y N(R),;

Rg se selecciona entre el grupo que consiste en alquilo C;-Cs, cicloalquilo C;-C,, arilo C4-C,, alquiltio C;-Cg,
cicloalquiltio C;-C,j, ariltio C¢-C,, -S(O)R3, -S(O),R; y -C(O)Rs,

R” es el mismo que R;

Q se selecciona entre halégeno y -OS(0),Q;; donde Q, se selecciona entre alquilo C;-C,, perfluoroalquilo C,-C,,
fenilo, p-metilfenilo; y

mes1,2,3,4065.

En una realizacion mds, X estd ausente;

B se selecciona entre el grupo que consiste en alquileno C,-Cs, arileno C4-C, y acilo C,-Cs;

X’ se selecciona entre el grupo que consiste en -O-, -S-, -NR-, -C(O)- y -C(O)O-, o estd ausente;

nesl;y

B’ es alquileno C,-Cs, arileno Cy-C, 0 estd ausente; y

R se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, arilo C¢-C, y acilo C,-Cs;

donde para cada caso en el que B y/o B’ es arileno, los sustituyentes unidos directamente a los anillos de arileno

respectivos (incluyendo arsendxido o equivalente de arsendxido) pueden estar en cualquier posicién disponible del
anillo o anillos respectivos y, por ejemplo, puede estar en una relacién para-, meta- u orto-, y
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donde cada alquileno, arileno y acilo puede estar sustituido independientemente con hidrégeno, alquilo C;-Cs,
alquenilo C,-Cs, alquinilo C,-Cs, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo C4-C,y, arilo C4-C),, halo, ciano, cianato, isocia-
nato, OR,,, SR, nitro, arsenéxido, -S(O)R;, -S(0),R;, -P(O)R,R,, -N(R”),, -NRC(O)(CH,),,Q, -C(O)Rs,

b ) 0
bRy meNER o weNTR
Re R R

donde

cada R se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, arilo C4-Cy, y
acilo C,-Cs;

R,, se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, arilo C4-Cy,, -S(O)R3, -S(O),R;, -P
(O)Ry), y -C(O)Rs;

cada R; se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, arilo C¢-C»,
alcoxi C,-Cs, ariloxi C4-C),, alquiltio C,-Cs y ariltio C¢-C,;

cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C;-Cs, arilo Cy-C5,
alcoxi C;-Cs, ariloxi C4-C,, alquiltio C,-Cs, ariltio C¢-C),, halo y N(R),;

cada Rs se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C;-Cs, arilo C4-C»,
alcoxi C,-Cs, ariloxi C4-C),, alquiltio C,-Cs, ariltio C4-C;,, OH, SH y N(R),;

Rg se selecciona entre el grupo que consiste en alquilo C;-Cs, arilo C¢-C,,, alquiltio C,-Csg, ariltio C¢-C,,, -S(O)R3,
-S(O):R; y -C(O)Rs,

R” es el mismo que el R anterior;

Q se selecciona entre halégeno y -OS(0),Q;; donde Q, se selecciona entre alquilo C,-C,, perfluoroalquilo C,-C,,
fenilo, p-metilfenilo; y

mes1,2,3,465.

En otra realizacion mas, X esta ausente
B es acilo C,-Cs;

X’ es NR;

nesl;

B’ es fenileno; y

Res H;

donde los sustituyentes unidos directamente al anillo de fenileno pueden estar en cualquier posicién disponible,
como se ilustra, por ejemplo, por la Férmula (I1I);

(CH2)
‘\n/RmT j”RB
R/ As=0 ()

en la que R; a Ry se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,;-Cs, arilo
Cs-C),, halégeno, hidroxi, amino, nitro, carboxi, alcoxi C;-Cs, -OS(0),R; y -NHC(O)CH,Q donde Q es halégeno,
-0S(0),CHs;, -0OS(0),C¢Hs y -OS(0),-p-tolilo; y donde, cuando uno cualquiera de R; a R, es alquilo C,-Cs, arilo Cs-
C), alcoxi C;-Cs, -OS(0),R3, es capaz de formar un anillo condensado con el fenileno; y donde, ademads, al menos
uno de R; a Ry, es alquilo C,-Cs, arilo C4-C),, alcoxi C;-C5 0 -OS(O),R3, junto con al menos otro cualquiera de R; a
Ry, es capaz de formar un anillo condensado con el fenileno.
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Mais tipicamente, de R; a Rjy se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, hal6-
geno, hidroxi, amino, nitro, ciano, carboxi, alcoxi C,-Cs, metilo, etilo, isopropilo, terc-butilo, fenilo y -NHC(O)CH,Q
donde Q es hal6geno, -OS(0),CHj;, -OS(0),CsHg y -OS(O),-p-tolilo.

Por ejemplo, cuando el grupo colgante A es glutation, el compuesto de férmula (IIT) puede representarse como

o y

H N

N /\o‘(m Ry

O As=0
H,N

Ademais, cuando B’ es arileno, los sustituyentes unidos al anillo de arileno pueden estar en cualquier posicién
disponible del anillo de arileno. Por ejemplo, los sustituyentes pueden estar en una relacién meta- o para- con respecto
al grupo -As=0.

En otra realizacion, un compuesto de arsenéxido identificado de acuerdo con la presente invencion se selecciona
entre los siguientes compuestos:

1 {"0-GSAO") 2
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[0}}]
o

H
. (]\: AOH
9 "
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ay\/\/\/ﬁ\u/@/L - “Mﬁ
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H . H )
14 15
H
g o
M‘OH i,/@l
# } H
N H
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Ho_ OH

y %
i, A0 %ﬁ/{;ﬂ

H y

22 23

El compuesto “GSAQO” (4-(N-(S-glutationilacetil)amino)-fenilarsen6xido) se ha descrito previamente en la solici-
tud de patente internacional WO 01/21628.

Otros compuestos que pueden interactuar con ANT incluyen compuestos de acuerdo con la formula (V) que se

ilustra a continuacion:
Y ¢
HN
H
P\
H N H
2 V)

en la que Q es cualquier halégeno.

Otra forma de un compuesto de arsenéxido que puede interactuar con ANT es un compuesto de acuerdo con la
Férmula (VI):

COs l-’l o
%"'/‘\/\H/N\E“\ ril/\coz'
o s H
ov
G

"y

As=0 (VI)

en al que G se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, hidroxi, amino, nitro, ciano, carboxi,
alcoxi C,-Cs, alquilo C,-Cs y arilo C4-C,, y -NHC(O)CH,Q, donde Q es halégeno, -OS(O),CHj;, -OS(0),CsH; o -OS
(0),-p-tolilo.

Tipicamente, G se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, hidroxi, amino, nitro, carboxi,
alcoxi C,-Cs, metilo, etilo, isopropilo, terc-butilo, fenilo y -NHC(O)CH,Q, donde Q es el grupo que consiste en
halégeno, -OS(0),CHj;, -OS(0),C¢Hs y -OS(O),-p-tolilo.

En una realizacién, en un compuesto de Férmula VI, G es hidroxi, flior, amino o nitro.

12
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En otra realizacién, el grupo G estd en una relacién orto-, meta- o para- con el grupo arsendxido. Por ejemplo, en
otra realizacién, G estd en una relacién orto- o para- con el grupo arsenéxido.

Tipicamente, la actividad del 4tomo de arsénico puede modificarse por el grupo G, cuando G y el dtomo de arsé-
nico estan en una relacion orto o para entre si. Por ejemplo, cuando G es un grupo donador de electrones tal como
OH (ionizado en O~ a pH fisiol6gico), el dtomo de arsénico puede desactivarse hacia ditioles y puede hacerse mas
selectivo, por ejemplo, tinicamente reaccionando con ditioles muy reactivos. Como alternativa, cuando G es un grupo
de extraccién de electrones, tal como NO,, la densidad de electrones puede apartarse del &tomo de arsénico, haciendo
que sea mds reactivo a los ditioles. La inhibicidn selectiva de algunas proteinas redox y no de otras puede conseguirse
por manipulacién de G.

Tipicamente, en los compuestos de arsenéxido capaces de interactuar con ANT, el grupo arsenéxido (-As=0)
puede reemplazarse por un equivalente de arsendxido

Un equivalente de arsendxido se define en la presente memoria como cualquier especie reactiva a ditiol que muestra
esencialmente la misma afinidad para ditioles que para -As=0. Tipicamente, el equivalente de arsendxido incluye
entidades reactivas a ditiol, tales como especies As, Ge, Sn y Sb. Mds tipicamente, un equivalente de arsendxido
puede representarse por -D(Z;)(Z,). Se espera que los equivalentes de arsenéxido muestren una actividad idéntica o
sustancialmente idéntica a la del arsendxido correspondiente.

Tipicamente, para equivalentes de arsen6xido de la forma -D(Z,)(Z,), D sera, por ejemplo, As, RSn, Sb o RGe, y
7,y Z, seran grupos labiles (es decir, grupos desplazados facilmente en condiciones fisioldgicas). Z; y Z, pueden ser
iguales o diferentes, y pueden estar conectados o ser independientes entre si (unidos sé6lo al dtomo de arsénico).

Los equivalentes de arsendéxido adecuados incluyen los siguientes:

-D(Z,)(Z,),

donde Z, y Z, se seleccionan entre el grupo que consiste en OH, alcoxi C,-Cy, ariloxi C4-C,, alquiltio C;-C,
ariltio C4-C,y, alquilseleno C,-C,, arilseleno C¢-C,p, F, Cl, Bre I

Eq

~

E7

A-(xax'),,a'-o\’ M

donde E; =E,=0,E; =0yE,=S0oE; =E, =S; MesR” y R”” se selecciona independientemente entre el grupo
que consiste en hidrégeno, alquilo C,-C,, arilo C4-C,,, halégeno, alcoxi C,-C,,, ariloxi Cs-C,y, hidroxi y carboxi; y n
=1alo.

Para equivalentes de arsenéxido de la forma D(Z,)(Z,), cuando D es As y Z; y Z, son OH, el equivalente de
arsendxido puede estar en equilibrio con especies poliméricas, como se representa a continuacion.

A{XBX). B'(XB B'(XB
A-(XBX)B' As’OH L. fs A.ls H ? '?8,'
"ot B0 o Yot Yo ° Ado
N A0BXE n
lineal ciclico

v
anhidrnido polimerico

Con respecto al equilibrio representado anteriormente, el arsénico es uno de muchos elementos cuyas especies
hidroxi existen en equilibrio con los anhidridos poliméricos correspondientes (Doak & Freedman, 1970). Por lo tanto,
los compuestos de arsendxido pueden existir en realidad como polimeros de bajo o medio peso molecular (por ejemplo,
n = 3 a 6). Sin embargo, la reaccién de deshidratacién es reversible, y por lo tanto se espera que los anhidridos
poliméricos solubles se comporten como equivalentes de arsendxido, es decir, se espera que se unan a ditioles muy
espaciados sustancialmente de la misma manera que las especies monoméricas -AS(OH),.

13
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Xg R

/
A-(XBX)B'—D,
Y5 (0]

donde X;=NH, Y, =0;X;=Y,=00X5=S,Y,=0,yR’ se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno,
alquilo C;-C,y, arilo C¢-C,, y carboxi, o es una de las cadenas laterales de veinte aminodcidos:

o
A-(XBX),BL-D,
o
11
FofRy2
A-{XBX)oB'—D,
Y. Ris
R4

donde X;=Y,=0;X;=NH, Y, =0;X;=S5,Y,=0;X;=Y,=NH;0X;=S,Y,=NH; 0 X5=S,Y,=NHy
R, a Ry, se seleccionan entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-C,, arilo C¢-C,, y CO,H;

Riq

3(3 R12
A-(XBX),B'—D_
Y4 Ria
Ria

donde X3=Y,=00X;=NH, Y, =0;yR,, aRy, se seleccionan entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo
C,-C)y, arilo C¢-C),, halégeno, alcoxi C,-C,, y CO,H. Tipicamente, (XBX’)B’ es como se ha definido anteriormente.
Abreviaturas y definiciones

En el contexto de esta memoria descriptiva, la abreviatura MPT representa la Transicién de Permeabilidad Mito-
condrial.

En el contexto de esta memoria descriptiva, la abreviatura MPTP representa el Poro de Transicion de Permeabilidad
Mitocondrial.

En el contexto de esta memoria descriptiva, la abreviatura ANT representa el translocador de nucleétidos de ade-
nina.

En el contexto de esta memoria descriptiva, el EGTA es 4cido etilenglicol-bis (beta-aminoetil éter)-N,N,N’,N’-
tetraacético.

En el contexto de esta memoria descriptiva, PAO representa arsenéxido de fenilo.
En el contexto de esta memoria descriptiva, el término “arsenéxido” se refiere al grupo -As=0.

En el contexto de esta memoria descriptiva, los grupos escritos como -As=0 y -As(OH), deben considerarse
sinénimos.

En el contexto de esta memoria descriptiva, la expresion “equivalente de arsen6xido” se refiere a cualquier especie
reactiva de ditiol que muestra esencialmente la misma afinidad hacia ditioles que -As=0 o As(OH),, y la expresién in-
cluye, por ejemplo, grupos que comprenden un elemento de transicién y cualquier arsenical trivalente que se hidrolice
a -As=0 o -As(OH), cuando se disuelva en un medio acuoso (tal como tampones de cultivo de células y los liquidos
contenidos en el organismo que se esté tratando).

14
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En el contexto de esta memoria descriptiva, la expresion “grupo sustancialmente impermeable de membrana celu-
lar” se refiere a cualquier grupo que limite la velocidad a la que pasa un compuesto a través de una membrana celular y
hacia el interior de la célula. Un grupo sustancialmente impermeable de membrana celular puede limitar la velocidad
de entrada de un compuesto en una célula en virtud de una o més propiedades tales como, por ejemplo, carga, tamafio
(peso molecular), polaridad, lipofilia, hidrofilia, etc.

El término “arsenical”, como se usa en la presente memoria, incluye cualquier compuesto que contenga arsénico.

El término “acilo”, como se usa en la presente memoria, incluye restos alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo
y cicloalquenilo monovalentes y divalentes que poseen un sustituyente carbonilo terminal donde puede producirse la
unidn en el resto hidrocarburo, el resto carbonilo o ambos.

El término “alquilo”, como se usa en la presente memoria incluye en su significado radicales hidrocarburo mono-
valentes, saturados, de cadena lineal y ramificada.

El término “alquenilo”, como se usa en la presente memoria incluye en su significado radicales hidrocarburo
monovalentes, de cadena lineal y ramificada, que tienen al menos un doble enlace.

El término “alquinilo”, como se usa en la presente memoria, incluye en su significado radicales hidrocarburo
monovalentes, de cadena lineal y ramificada, que tienen al menos un triple enlace.

El término “alquileno”, como se usa en la presente memoria, incluye en su significado radicales hidrocarburo
divalentes, saturados, de cadena lineal.

El término “alquenileno”, como se usa en la presente memoria, incluye en su significado radicales hidrocarburo
divalentes, de cadena lineal, que tienen al menos un doble enlace.

El término “alquinileno”, como se usa en la presente memoria, incluye en su significado radicales hidrocarburo
divalentes, de cadena lineal, que tienen al menos un triple enlace.

El término “arilo” como se usa en la presente memoria, incluye en su significado radicales hidrocarburo aromaticos
monovalentes, sencillos, polinucleares, conjugados y condensados.

El término “arileno”, como se usa en la presente memoria, incluye en su significado radicales hidrocarburo aroma-
ticos divalentes, sencillos, polinucleares, conjugados y condensados.

La expresion “ditioles estrechamente separados”, como se usa en la presente memoria, incluye en su significado
tioles que estdn quimicamente préximos asi como tioles que se ponen en yuxtaposicién espacial en virtud de su
conformacién molecular.

El término “cicloalquilo”, como se usa en la presente memoria, incluye en su significado radicales hidrocarburo
monovalentes, saturados, monociclicos, biciclicos, policiclicos o policiclicos condensados.

El término “cicloalquileno”, como se usa en la presente memoria, incluye en su significado radicales hidrocarburo
divalentes, saturados, monociclicos, biciclicos, policiclicos o policiclicos condensados.

El término “cicloalquenilo”, como se usa en la presente memoria, incluye en su significado radicales hidrocarburo
monovalentes, saturados, monociclicos, biciclicos, policiclicos o policiclicos condensados que tienen al menos un
doble enlace.

El término “cicloalquenileno”, como se usa en la presente memoria, incluye en su significado radicales hidrocar-
buro divalentes, saturados, monociclicos, biciclicos, policiclicos o policiclicos condensados que tienen al menos un
doble enlace.

El término “halo”, como se usa en la presente memoria, incluye flior, cloro, bromo y yodo.

El término “heteroarilo”, como se usa en la presente memoria, incluye en su significado radicales aromaticos
monovalentes, sencillos, polinucleares, conjugados y condensados, que tienen de 1 a 12 dtomos, donde de 1 a 6
atomos son heterodtomos seleccionados de O, Ny S.

El término “heteroarileno”, como se usa en la presente memoria, incluye en su significado radicales aromaticos
conjugados y condensados divalentes, sencillos, polinucleares que tienen de 1 a 12 d4tomos, donde de 1 a 6 4tomos son
heterodtomos seleccionados de O, Ny S.

El término “heterocicloalquilo”, como se usa en la presente memoria, incluye en su significado radicales mono-

valentes, saturados, monociclicos, biciclicos, policiclicos o condensados donde de 1 a 5 4tomos son heterodtomos
seleccionados de O, N o S.
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El término “heterocicloalquileno”, como se usa en la presente memoria, incluye en su significado radicales diva-
lentes, saturados, monociclicos, biciclicos, policiclicos o policiclicos condensados donde de 1 a 5 dtomos son heterod-
tomos seleccionados de O, N o S.

El término “heterocicloalquenilo”, como se usa en la presente memoria, incluye en su significado radicales mo-
novalentes, saturados, monociclicos, biciclicos, policiclicos o policiclicos condensados que tienen al menos 1 doble
enlace y en el que de 1 a 5 4&tomos son heterodtomos seleccionados de O, N o S.

El término “heterocicloalquenileno”, como se usa en la presente memoria, incluye en su significado radicales
divalentes, saturados, monociclicos, biciclicos, policiclicos o policiclicos condensados que tienen al menos un doble
enlace y en el que de 1 a 5 d&tomos son heterodtomos seleccionados de O, N o S.

La expresion “dcido fenilarsénico”, como se usa en la presente memoria, debe considerarse sinénimo al “4cido
bencenarsénico”.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. El GSAO desencadenaba la apertura del MTP por reaccion con y alteracion del ANT. A Estructura
de GSAO, GSAA y GSCA. B GSAO desencaden¢ el hinchamiento de la mitocondria. El hinchamiento se midié por
control de la disminucion asociada de la dispersion de luz a 520 nm a lo largo de 60 min. Las sefiales son representativas
de un minimo de tres experimentos en al menos dos preparaciones mitocondriales diferentes. En la parte i, se incubaron
mitocondrias con nada (@), GSAO 25 (0), 50 (&), 100 (A) o 200 (m) uM. El control positivo para la apertura de poros
era Ca?* 150 uM y Pi 6 mM (0O). En la parte ii, se incubaron mitocondrias con nada (@), GSCA 100 uM (A), GSAA
100 uM (A) o GSAO 100 uM (m). El control positivo para la apertura de poros era PAO 25 uM (O). En la parte
iii, se incubaron mitocondrias con GSAO 100 uM en ausencia (M) o presencia de Mg?* 3 mM (V¥), EGTA 100 uM
(A), BKA 10 uM (A), CsA 5 uM (V) o ADP 8 mM (O). Se muestra sin tratamiento (@) para una comparacién. C El
aumento de la concentracién de Ca?* sensibiliza el MPTP a GSAO. Se incubaron mitocondrias con GSAO 50 (®@),
75 (0), 100 (m) 0 200 uM () en ausencia o presencia de una concentracidn creciente de Ca** y se midi6 el tiempo
para un hinchamiento semimaximo. D Marcaje de ANT con GSAO-B. Se marcaron mitocondrias de rata aisladas con
GSAO-B en ausencia (carril 1) o presencia (carril 2) de un exceso molar de 4 veces de 2,3-dimercaptopropanol (DMP)
y las proteinas marcadas con biotina se recogieron en perlas de estreptavidina-agarosa, se resolvieron en un SDS-
PAGE y se sometieron a una transferencia de Western para ANT. E El GSAO competia por la alquilacién de Cys'®
en ANT por eosina-maleimida. Se marcaron particulas submitocondriales de rata con eosina-5-maleimida en ausencia
(carril 1) o presencia (carril 2) de GSAO y el ANT marcado con eosina se resolvié en un SDS-PAGE y se detectd por
transiluminacion.

Figura 2. El GSAO se concentraba en mitocondrias en células viables. Microscopia confocal de células BAE incu-
badas con GSAO-F (i) y Mitotracker Red (II), que muestra la colocalizacién de los compuestos en las mitocondrias de
una célula individual. E1 GSAO-F no tefiia células cuando se incubaban con DMP (iii y iv). El arsenical pentavalente,
GSAA-F, tampoco tefifa las células (v y vi).

Figura 3. El GSAO desencadenaba la despolarizacion mitocondrial y la apoptosis en células endoteliales en pro-
liferacion pero no de crecimiento en estado quiescente. A E1 GSAO reducia la viabilidad de células endoteliales en
proliferacion, pero no de crecimiento en estado quiescente. Por el contrario, el PAO era igualmente téxico para ambos
tipos de células. Las células BAE se detuvieron durante 24 h en medio que contenia suero a 0,25%, después se culti-
varon durante 48 h adicionales en medio que contenia suero a 0,25% o a 10% con GSAO (i) o PAO (ii). Se midié el
nimero de células unidas después de un tratamiento de 48 h. Los resultados son la media + ET de tres experimentos.
B El GSAO desencadenaba la despolarizaciéon mitocondrial e inducia la apoptosis en células BAE. Las células se
cultivaron durante 48 h en medio que contenia suero a 10% y GSAO y después se marcaron con JC-1 o anexina V. El
porcentaje de células positivas para despolarizacién de membrana mitocondrial (fluorescencia verde/roja de JC-1) y se
midi6 la induccién de apoptosis (unién a anexina V). Se observé el mismo resultado en dos experimentos diferentes.

Figura 4. El GSAO inhibia la produccion de ATP y aumentaba los niveles de superoxido en células endoteliales
en proliferacion pero no de crecimiento en estado quiescente. A Se cultivaron células BAE durante 24 h en medio que
contenia suero a 0,5% o a 10% y después 24 h adicionales en presencia de GSAO. En la parte I, se midieron los niveles
de ATP celular usando un ensayo de luciferina/luciferasa. Los resultados son la media + ETM de cuatro experimentos.
En la parte II, se midi6 la masa mitocondrial a partir de la captacién de naranja de nonil acridina (NAO). Los resultados
son la media + intervalo de dos experimentos. B. Nivel de superéxido medido con dihidroetidina en células BAE que
se habian cultivado durante 24 h en medio que contenia suero a 0,5% o 10% y después durante 24 h adicionales en
presencia de GSAO. Los resultados son la media + el intervalo de dos experimentos. C Medicién simultidnea de O,
(eje y) en células BAE cultivadas en medio que contiene suero a 10% y GSAO durante 24 h. El porcentaje de células
en cada cuadrante se muestra en la esquina mds externa.

Figura 5. El GSAO inducia la liberacion del citocromo c¢ desde la mitocondria. Se incubaron mitocondrias de
higado de rata durante 0-60 min con GSAO 100 uM y se midid el citocromo c liberado hacia el medio por transferencia
de Western. Se muestra la transferencia de Western y la cuantificacion correspondiente. B se incubaron mitocondrias
de higado de rata durante 30 min con nada, GSAO 100 uM, GSAO 100 uM y ciclosporina (CsA) 5 uM, o Ca** 150
uM y Pi 6 mM como control positivo. Se midi6 el citocromo c liberado hacia el medio por transferencia de Western.
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Figura 6. Comparacién de la induccién de MPTP por andlogos de GSAO y GSAO.

Figura 7. Correlacion de la inducciéon de MPTP y peso molecular para GSAO y analogos relacionados.
Figura 8. Correlacién de la inducciéon de MPTP y Log P para GSAO y andlogos relacionados.

Figura 9. Comparacién de la actividad antiproliferativa en células BAE e induccién de MPTP.

Figura 10. Induccién de la transicién de permeabilidad mitocondrial por GSAO o 0-GSAO. Se midi6 el hincha-
miento por disminucion de la dispersién de luz a 520 nm. Se incubaron mitocondrias aisladas con diferentes concen-
traciones de GSAO (parte A) 0 0-GSAO (parte B). El semi-tiempo para el hinchamiento en funcién de la concentracién
de GSAO o 0-GSAO en dos experimentos diferentes se muestra en la parte C. El semi-tiempo para el hinchamiento en
funcién de la concentracién de GSAO o PAO se muestra en la parte D. El control positivo en las partes A y B era Ca**
150 uM y Pi 6 mM (m).

Figura 11. Dependencia de calcio del efecto de GSAO o 0-GSAO sobre la transicién de permeabilidad mitocon-
drial. Se incubaron mitocondrias con diferentes concentraciones de GSAO (parte A) o 0-GSAO (parte B) a concentra-
ciones crecientes de Ca** y se midi6 el tiempo para un hinchamiento semiméximo.

Figura 12. Los ligandos de ANT bloquean la induccién de la transicién de permeabilidad mitocondrial por o-
GSAO. Se incubaron mitocondrias con 0-GSAO 200 uM en ausencia o presencia de EGTA, Mg>*, CSA o ADP. El
control positivo era Ca®* 150 uM y Pi 6 mM (m).

Descripcion detallada

La presente invencion se refiere a procesos in vitro para identificar compuestos que se unen a ANT en mitocondrias
e inducen selectivamente la MPT en células en proliferacién respecto a células que no estan en proliferacién.

El ANT es una proteina de 30 kD que atraviesa la membrana mitocondrial interna y es fundamental para el MPTP
(Crompton et al., 1988). Existen tres cisteinas no emparejadas en el lado de la matriz de ANT-Cys™’, Cys'® y Cys>.
(Halestrap et al., 1997). La actividad de ANT est4 controlada por la unién de Ca®*, ciclofilina D y nucleétidos adenina.
La ciclofilina D (Crompton et al., 1988) y los nucleétidos de adenina (Haworth y Hunter, 1979a, b; Haworth y Hunter,
2000) se unen al lado de la matriz de ANT mientras que aun no se ha determinado el sitio o sitios para la interaccién del
Ca**. Existen varios reguladores conocidos del MPTP que parecen actuar modulando la unién de estos tres compuestos.
El desencadenamiento primario para la apertura del MPTP es un aumento en la concentracién de Ca**. La quelacién
de Ca** con EGTA bloquea la apertura de poros. La especificidad del sitio de desencadenamiento (presumiblemente
en ANT) para Ca’* parece ser absoluta, ya que otros iones de metales divalentes tales como Mg?* actiian como
inhibidores (Haworth y Hunter, 1979a). La unién de ciclofilina D a ANT es necesaria para la apertura de poros a
concentraciones de Ca** submilimolares (Halestrap et al., 2002). La ciclosporina A (CsA) bloquea la apertura de
poros por unién a ciclofilina D y desplazamiento de la misma del ANT (Crompton et al., 1988). El ADP de la matriz
también es un modulador importante de la apertura de poros que se une a ANT y disminuye la sensibilidad del sitio de
desencadenamiento a Ca?* (Haworth y Hunter, 1979a, b). El dcido bonkrékico (BKA) también interacciona con ANT
y disminuye la sensibilidad a Ca** (Hunter y Haworth, 1979).

Generalmente, el proceso para identificar un compuesto que induzca la MPT en células en proliferacién de acuerdo
con la invencién comprende poner en contacto una célula o extracto celular con un compuesto candidato, determinar
si el compuesto se une a ANT y después determinar si el compuesto induce selectivamente la MPT en células en
proliferacién. La evaluacion de si un compuesto induce selectivamente la MPT en las células en proliferacién puede
determinarse por comparacion del efecto de un compuesto que se ha identificado que se une a ANT sobre la MPT
en células en proliferacion con el efecto del compuesto sobre la MPT en células que no estdn en proliferacion o de
crecimiento en estado quiescente.

Puede realizarse el control de la induccién de MPT usando técnicas convencionales conocidas por los especialistas
en la técnica. Por ejemplo, controlando espectrofotométricamente el cambio en la dispersién de la luz a una longi-
tud de onda dada para diferentes concentraciones de compuesto. Una longitud de onda adecuada es tipicamente de
520 nm.

La deteccion de la captacion de un compuesto hacia la mitocondria de una célula puede realizarse usando técnicas
convencionales. Por ejemplo, pueden usarse compuestos marcados fluorescentes o puede unirse un fluoréforo a un
compuesto. Los ejemplos de fluoréforos adecuados incluyen fluoresceina y Cy™5.5. La localizacién subcelular de
compuestos puede detectarse por técnicas convencionales, incluyendo microscopia de fluorescencia confocal. Como
alternativa, los compuestos pueden unirse a otros grupos detectables, por ejemplo, biotina, y detectarse por tincién con
estreptavidina, tal como Estreptavidina-Alexa Fluor 488.

Puede evaluarse el potencial transmembrana mitocondrial usando técnicas convencionales, incluyendo, por ejem-

plo, colorantes tales como JC-1 y tinciones, tales como anexina V-FITC. Mediante dichas técnicas es posible determi-
nar si las células han experimentado la MPT y evaluar si se ha inducido la apoptosis.
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Se generan especies de oxigeno reactivo tales como anién superdxido (O,) y perdxido de hidrégeno (H,0,) como
subproducto de la produccién de ATP y desempefian un papel importante como intermedios de sefializacién en la
proliferacion celular, pero a elevadas concentraciones detienen la proliferacién e inducen la apoptosis dafiando los
lipidos, proteinas, ADN y ARN (Zanetti et al. 2001). El O, se convierte en la mitocondria en H,O, mediante la Mn
superoxido dismutasa (SOD) pero también puede liberarse de la mitocondria a través de canales aniénicos, donde se
dismuta en H,O, mediante la Cu/Zn SOD citosélica (Vanden Hoek et al., 1998).

La invencidn se ilustrard ahora con referencia a los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1
Sintesis de Compuestos
Meétodos

Sintesis de GSAA

Se prepar6 BRAA por una modificacién del método descrito en Donoghue et al (2000) y en el documento WO
01/21628. Se afiadié en porciones dcido p-arsanilico (20,6 g, 95 mmol) a una solucién de carbonato sédico (20 g,
189 mmol) en agua (200 ml). Cuando se disolvieron todos los sélidos, se descubri6 que el pH de la solucién era
10, y se enfrié a 4°C durante 2 horas. Se afiadié en dos porciones bromuro de bromoacetilo (15 ml, 173 mmol) en
diclorometano seco (35 ml), cada porcién seguida de agitacion vigorosa durante 2 a 3 min. La mezcla se dej6 en
amino)bencenoarsénico (BRAA) por acidificacién de la solucién a aproximadamente pH 2-3 con la adicién gota a
gota de 4cido sulftrico al 98%, se recogid por filtracidn al vacio y se secd, dando BRAA en forma de un sélido de
color blanco.

Se mezclaron juntos BRAA (3,38 g, 10 mmol), glutatién reducido (3,23 g, 10,5 mmol) y bicarbonato sédico (3,15
g, 37,5 mmol) y la mezcla sélida se disolvid en porciones en tampoén bicarbonato 0,5 M (100 ml). Se descubri6 que la
solucién transparente tenfa un valor de pH de 9, se mezclé minuciosamente y se dejé durante una noche a temperatura
ambiente. Al dia siguiente, la solucién se acidific hasta alcanzar pH neutral con la adicién gota a gota de 4dcido
clorhidrico al 32% y el producto se precipit6 en etanol absoluto (1 1) mediante la adicién gota a gota de la solucién
acidificada al alcohol bien agitado. La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 1 hora y después se dejé durante
3 horas hasta que el precipitado se sedimentd. La solucidn etandlica transparente se decant6 hasta que quedaron ~300
ml y después se agitd vorticialmente y se centrifugé a 2000 g durante 5 min. El producto acido 4-(N-((S-glutationil)
acetil)amino)-bencenoarsénico (GSAA) se lavé por re-suspension en etanol absoluto reciente recién preparado y se
centrifugé de nuevo. El lavado se repitié dos veces mas y la suspension final se sec para dar un sélido de color blanco,
GSAA, por evaporacion rotatoria. EI GSAA se caracterizé por 'H RMN (D,0 300 MHz) y *C RMN (D,0, 75 MHz)
y tiene un peso molecular de 564.

Sintesis de GSAO

El andlisis completo de GSAO se describe en la solicitud de patente internacional WO 01/21628, cuyo contenido
entero se incorpora en la presente memoria como referencia cruzada. Se preparé6 BRAA como se ha descrito anterior-
mente. Después, BRAA se convirtié en dcido 4-(N-(bromoacetil)amino)-bencenoarsonoso (BRAO) usando el método
descrito en Donoghue ez al. (2000). El procedimiento para la conversién de BRAO en GSAO es una modificacién del
descrito en Donoghue et al. (2000), como se indica a continuacién. Se disolvié glutatién reducido (16 g, 52 mmol)
en agua desoxigenada (1 1) en una atmésfera de nitrégeno (se preparé agua desoxigenada por ebullicion seguido de
refrigeracion a temperatura ambiente, todo el tiempo en una atmdsfera de nitrégeno). Se suspendié BRAO (25 g, 77
mmol) en la solucién y se aplicé agitacion vigorosa de la mezcla hasta que el BRAO no disuelto habia perdido toda
la tendencia a flotar, momento en el que se disminuy6 la velocidad de agitacién. Se afiadi6 trietilamina (16 ml, 11,6
g, 115 mmol) y la mezcla se agité durante al menos 18 horas, todo el tiempo en una atmdsfera de nitrégeno. Se retiré
algun sélido incoloro por filtracién rapida al vacio y el filtrado se concentrd para dar un gel viscoso en un evaporador
rotatorio. El gel se diluyé con etanol (250 ml), la velocidad de agitacién se aumentd y después se afiadié acetona (250
ml), con formacién de un sélido de color blanco. Después de agitar durante 2 horas en una atmésfera de nitrégeno, el
sélido se recogid por filtracion al vacio y se sec a temperatura ambiente al vacio hasta alcanzar un peso constante. El
analisis del material por '"H RMN permitié determinar la cantidad de trietilamina. Se afiadié una cantidad equivalente
de hidréxido sédico (es decir, 1| mmol de NaOH por mmol de trietilamina) en forma de una solucién acuosa 10 M a una
solucién del material en la cantidad minima de agua desoxigenada. La solucién se agité en una atmdsfera de nitrégeno
durante 2 horas y se obtuvo GSAO (en forma de la sal sddica) por retirada del disolvente en un evaporador rotatorio.
El GSAO se caracterizé por los siguientes métodos: 'H RMN (D,0 400 MHz), '*C RMN (D,0, 100 MHz), HPLC y
espectroscopia de infrarrojos (nujol mull). El andlisis elemental era coherente con una composicién de GSAO-2H,O0,
y el espectro de masas dio el i6n molecular parental a 549,1 m.u. [GSAO+H]*. La pureza de GSAO fue >94% por
HPLC.
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Sintesis de GSCA

Se preparé GSCA de una manera similar a GSAA, usando acido 4-aminobenzoico en lugar de 4cido p-arsanilico
como se indica a continuacién. Se prepar6é una solucién alcalina fria de dcido 4-aminobenzoico (13 g, 95 mmol)
como se ha descrito anteriormente ara p-arsanilico y se hizo reaccionar de una manera idéntica con bromuro de
(BRCA) directamente de la solucién por si mismo. Siguiendo el resto del procedimiento para GSM de forma exacta
usando BRCA (2,58 g, 10 mmol) en lugar de BRAA se dio GSCA en forma de un sélido de color blanco después de
la evaporacién rotatoria. El GSCA se caracterizé por 'H RMN (D,0, 300 MHz) y '*C RMN (D,0 75 MHz) y la sal
disédica tiene un peso molecular de 528.

Sintesis de biotina y derivados de fluoresceina de GSAO y GSAA

Se produjo GSAO-B como se describe por Donoghue et al. (2000) y tiene un peso molecular de 1001. Se afiadid una
solucién de fluorescein-5-EX succinimidil éster (Molecular Probes, Eugene, OR) (2,4 mg, 4,1 umol) en DMSO (240
11) a GSAO o GSM (33,8 mM) en tampén Mes, pH 5,5 (5 mM, 473 ul), 1a mezcla se diluy6é con tampén bicarbonato,
pH 9 (0,5 M, 3,287 ml) y se dejé en reposo a temperatura ambiente durante 80 min. Después, la reaccién se diluyd
con glicina (100 mM) en PBS (4 ml) y se dej6 en reposo a temperatura ambiente durante una noche La solucién
final contenfa arsénico trivalente (2,0 mM) y glicina (50 mM). La proporcién molar de fluorescein-5X a GSAO o
GSAA era ~1,5:1. Los pesos moleculares de GSAO- y GSAA-fluoresceina (GSAO-F y GSAA-F) son 1024 y 1040,
respectivamente.

Sintesis de dcido 2-(2-bromoacetil-o-amino)bencenoarsonico

Se disolvié acido o-arsanilico (4,70 g, 21,7 mmol) en KOH 1,85 M (25 ml) y después se hizo reaccionar con
Na,CO; (6 g) y se diluyé con H,O (25 ml). La solucién se enfrié en hielo durante 30 min y después se afiadié a un
embudo de decantacién de 250 ml. Al embudo de decantacién se le afiadié cuidadosamente una solucién de bromuro
de bromoacetilo (4 ml, 46,0 mmol) en CH,Cl, (20 ml) durante aproximadamente 30 min con agitacién frecuente y
liberacién de CO, (g). Después de que cesara el desprendimiento de CO,, el CH,Cl, se separd y la capa acuosa se
acidificé con H,SO, conc. Se produjo como resultado un precipitado de color blanco que se recogié por filtraciéon
(6 g, 82% de rendimiento).

Sintesis de dcido 2-(2-bromoacetil-o-amino)bencenoarsonoso

Se disolvié acido 2-(2-bromoacetilamino)bencenoarsénico (6 g, 17,8 mmol) en HBr/MeOH (1:1), se afiadié Nal
(80 mg) y la reaccion se purgd con N, y se enfrié a 0°C. Se burbujeé SO, a su través a aprox. 4 burbujas/segundo
y después de 15 min comenzé a formarse un precipitado de color blanco. Se burbujed SO, a su través durante 2,5
h mas seglin se calentaba la reaccidén a temperatura ambiente. La reaccion se purgd con N, durante 10 min y el
solido se recogi6 por filtracién lavando con H,O (x 3) y éter (x 2) para dar 1,35 g de 4cido 2-(2-bromoacetilamino)
bencenoarsonoso. Se obtuvieron 0,25 g mds a partir del filtrado inicial. Rendimiento total (1,60 g, 28%).

Sintesis de dcido 2-(2-bromoacetil-p-amino)bencenoarsonico

Se disolvié 4cido p-arsanilico (20 g, 92 mmol) en KOH 1,85 M (100 ml) y después se traté con Na,CO; (30 g)
y H,O (100 ml). La solucién se enfrié en hielo durante 30 min y después se afiadié a un embudo de decantacién de
500 ml. Al embudo de decantacion se le afiadié cuidadosamente una solucién de bromuro de bromoacetilo (18 ml,
184 mmol) en CH,Cl, (60 ml) con agitacion frecuente y liberacion de CO, (g). La adicién duré aproximadamente 2
h. Después de que cesara el desprendimiento de CO, (g), el CH,Cl, se separé y la capa acuosa se acidificé con H,SO,
al 98%. Se produjo como resultado un precipitado de color blanco que se recogid por filtracion y se secé durante 18 h
en un desecador. Se obtuvieron 24 g (72 mmol, 78% de rendimiento).

Sintesis de dcido 2-(2-bromoacetil-p-amino )bencenoarsonoso

Se disolvié acido 2-(2-bromoacetil-p-amino)bencenoarsénico (15 g, 45 mmol) en 150 ml de HBr al 48% (ac.)/
MeOH (1:1). Se afiadié Nal (200 mg, 13 mmol) y la reaccién se purgd con N, y se enfri6 sobre hielo. Se burbujed
SO, (g) a su través a aprox. 2 burbujas/segundo y después de 5 h comenz6 a formarse un precipitado de color blanco.
Se burbujeé SO, (g) a su través durante 2 h m4s segtin se calentaba la reaccion a 25°C. La reaccién se purgd con N,
durante 10 min y el sélido se recogi6 por filtracién lavando con H,O (x 3) y éter (x 2) para dar 1,35 g de 4cido 2-(2-
bromoacetilamino)bencenoarsonoso. Se obtuvieron 5,5 g (17 mmol, 38% de rendimiento).
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Sintesis de NH,-Glu-Cys-(CH,CONH-CsH,-0-As{OH},)-Gly-OH “0-GSAO” (1)

Se suspendi6 acido 2-(2-bromoacetilamino)bencenoarsonoso (288 m, 0,90 mmol) en H,O desgasificada (5 ml). Se
afiadié Net; (250 ul, 1,7 mmol) seguido de glutatién (160 mg, 0,521 mmol). Se confirmé que el pH de la mezcla de
reaccion era pH >8. La suspension de color blanco se agité vigorosamente en una atmésfera de N, durante 20 h. La
reaccion se filtré a través de un filtro vitrificado y el filtrado se concentré en un evaporador rotatorio. El residuo se
transfiri6 a un tubo de plastico y se afladieron 2 ml de EtOH/acetona (1:1), dando como resultado un precipitado de
color blanco. El tubo se tap6 y se almacend a 4°C durante 1,5 h. El sobrenadante se centrifugé y se decantd, dejando
un sélido de color blanco, que se decantd y se secé adicionalmente al vacio. El o-GSAO polvoriento seco se disolvid
en H,O (4 ml) y se inyecté en la HPLC semi-preparativa, columna C;3 Vydac Protein & Peptide. Tampén A: TFA al
0,1% en agua filtrada y desgasificada, Tampé6n B: TFA al 0,1% en acetonitrilo filtrado y desgasificado-agua filtrada y
desgasificada (9:1). Las fracciones se recogieron y se liofilizaron. La estructura de o-GSAO se confirmé por LC-MS
(M* 548,4) y por '"H RMN. La pureza por HPLC fue de 96,9% a 98,8% para 4 extracciones.

Sintesis de retro-HO-Cys-(CH,CONHC¢H,-p-As{ OH},)-carbonil-Glu-OH (3)

Se suspendi6 acido 2-(2-bromoacetil-p-amino)bencenoarsonoso (80 mg, 0,25 mmol) en H,O desgasificado (2 ml).
Se afiadié Net; (70 ul, 0,5 mmol) seguido de retro-HO-Cys-carbonil-Glu-OH (50 mg, 0,17 mol). Se confirmé que el
pH de la solucién era pH >8. La suspension de color blanco se agit6 vigorosamente en una atmdsfera de N, durante 16
h. La reaccion se filtré a través de un disco 0,45 uM desechable y el filtrado se concentré en un evaporador rotatorio.
El residuo se transfirié a un tubo de plastico y se afiadieron 2 ml de EtOH/acetona (1:1), dando como resultado
un precipitado de color blanco. El tubo se tapd y se almacené a 4°C durante 1,5 h. La solucién se centrifugd y se
decanto, dejando un sélido de color blanco, que se disolvié de nuevo en MeCN-Agua. La muestra en bruto se analizé
por RP-HPLC y LCMS. El producto se purificé por RP-HPLC semi-preparativa. Las fracciones se secaron en el
speed-vac.

Sintesis de retro-HO-Cys-(CH,CONHC¢H,-p-As{ OH},)-carbonil-Glu-OH (4)

Se suspendi6 4cido 2-(2-bromoacetil-p-amino)bencenoarsonoso (80 mg, 0,25 mmol) en H,O desgasificada (2 ml).
Se afiadié HEU (70 pl, 0,5 mmol) seguido de retro-HO-Cys-carbonil-Glu-OH (50 mg, 0,17 mmol). Se confirmé que el
pH de la solucién era pH >8. La suspension de color blanco se agité vigorosamente en una atmoésfera de N, durante 18
h. La reaccién se filtr6 a través de un disco 0,45 uM desechable y el filtrado se concentré en un evaporador rotatorio.
El residuo se transfirié a un tubo de plastico y se afiadieron 2 ml de EtOH/acetona (1:1), dando como resultado
un precipitado de color blanco. El tubo se tapd y se almacené a 4°C durante 1,5 h. La solucién se centrifugd y se
decanto, dejando un sélido de color blanco, que se disolvié de nuevo en MeCN-Agua. La muestra en bruto se analizé
por RP-HPLC y LCMS. El producto se purificé por RP-HPLC semi-preparativa. Las fracciones se secaron en el
speed-vac.

Sintesis de H-Arg-Gly-Asp-Cys(CH,CONHCsH,-p-As{OH},)-OH (6)

Se suspendi6 4cido 2-(2-bromoacetil-p-amino)bencenoarsonoso (80 mg, 0,25 mmol) en H,O desgasificada (4 ml).
Se afiadié Net; (70 p, 0,5 mmol) seguido de H-Arg-Gly-Asp-Cys-OH (50 mg, 0,11 mmol). Se confirmé que el pH
de la solucién era pH >8. La suspensién de color blanco se agité vigorosamente en una atmdsfera de N, durante 16
h. La reaccién se filtré a través de un disco 0,45 uM desechable y el filtrado se concentré en un evaporador rotatorio.
El residuo se transfirié a un tubo de plastico y se afiadieron 2 ml de EtOH/acetona (1:1), dando como resultado
un precipitado de color blanco. El tubo se tapé y se almacené a 4°C durante 1,5 h. La solucién se centrifugé y se
decanto, dejando un sélido de color blanco, que se disolvié de nuevo en MeCN-Agua. La muestra en bruto se analizé
por RP-HPLC y LCMS. El producto se purificé por RP-HPLC semi-preparativa. Las fracciones se secaron en el
speed-vac.

Sintesis de H-Gly-Gly-Cys(CH,CONHC4H,-p-As{OH},)-OH (7)

Se suspendié acido 2-(2-bromoacetil-p-amino)bencenoarsonoso (288 mg, 0,90 mmol) en H,O desgasificada (4
ml). Se afiadi6 Net; (220 ul, 1,6 mmol) seguido de H-Gly-Gly-Cys-OH (141,2 mg, 0,8 mmol). Se confirmé que el pH
de la solucién era pH >8. La suspensién de color blanco se agité vigorosamente en una atmdsfera de N, durante 16
h. La reaccién se filtré a través de un disco 0,45 uM desechable y el filtrado se concentré en un evaporador rotatorio.
El residuo se transfirié a un tubo de plastico y se afiadieron 2 ml de EtOH/acetona (1:1), dando como resultado
un precipitado de color blanco. El tubo se tapé y se almacené a 4°C durante 1,5 h. La solucién se centrifugd y se
decantd, dejando un sélido de color blanco, que se disolvié de nuevo en MeCN-Agua. La muestra en bruto se analizé
por RP-HPLC y LCMS. El producto se purificé por RP-HPLC semi-preparativa. Las fracciones se secaron en el
speed-vac.
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Sintesis de H-Val-Thr-Cys(CH,CONHC¢H,-p-As{ OH},)-Gly-OH (8)

Se suspendi6 4cido 2-(2-bromoacetil-p-amino)bencenoarsonoso (80 mg, 0,25 mmol) en H,O desgasificada (4 ml).
Se afiadi6 Net; (70 ul, 0,5 mmol) seguido de H-Val-Thr-Cys-Gly-OH (50 mg, 0,13 mmol). Se confirmé que el pH de
la solucién era pH >8. La suspension de color blanco se agit6 vigorosamente en una atmdsfera de N, durante 16 h.
La reaccion se filtr6 a través de un disco 0,45 uM desechable y el filtrado se concentr6é en un evaporador rotatorio.
El residuo se transfirié a un tubo de pléstico y se afiadieron 2 ml de EtOH/acetona (1:1), dando como resultado un
precipitado de color blanco. El tubo se tapé y se almacené a 4°C durante 1,5 h. La solucién se centrifugd y se decantd,
dejando un sélido de color blanco, que se disolvié de nuevo en MeCN-Agua. La muestra en bruto se analizé por RP-
HPLC y LCMS. El producto se purificé por RP-HPLC semi-preparativa. Las fracciones se secaron en el speed-vac.

Sintesis de H-Cys-(CH,CONHC¢H,-p-As{ OH},)-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-(CH,CONHC¢H,-p-As{ OH},)-OH (9)

Reduccién de 4cido preslonoico: disolver el péptido en 10 ml de bicarbonato sédico 0,1 M, solucién de DTT (99
mg, 0,65 mmol) desgasificada con N,. Se confirmé que el pH de la solucién era pH >8 y proteger la mezcla con
N,. Después de 2 h, acidificar la solucién con AcOH y liofilizar la mezcla. Purificar por RP-HPLC semi-preparativa
después de disolver en una solucién acuosa al 0,1% de TFA. Liofilizar.

Se suspendi6 4cido 2-(2-bromoacetil-p-amino)bencenoarsonoso (26 mg, 0,081 mmol, 14 equiv.) en H,O desgasi-
ficada (3 ml). Se afiadi6é Net; (20 ul, 0,14 mmol) seguido de acido preslonoico (22 mg, 0,028 mmol). Se confirmé que
el pH de la solucion era pH >8. La suspension de color blanco se agité vigorosamente en una atmésfera de N, durante
18 h. La reaccidn se filtré a través de un disco 0,45 uM desechable y el nitrato se concentré en un evaporador rotatorio.
El residuo se transfirié a un tubo de pléstico y se afiadieron 2 ml de EtOH/acetona (1:1), dando como resultado un
precipitado de color blanco. El tubo se tapé y se almacené a 4°C durante 1,0 h. La solucién se centrifugd y se decantd,
dejando un sélido de color blanco, que se disolvié de nuevo en MeCN-Agua. La muestra en bruto se analizé por RP-
HPLC y LCMS. El producto se purificé por RP-HPLC semi-preparativa. Las fracciones se secaron en el speed-vac.

Sintesis de dcido 3-S-(CH,CONHC¢H,-p-As{ OH},)-1-propanosulfénico (10)

Se suspendié 4cido 2-(2-bromoacetil-p-amino)bencenoarsonoso (288 mg, 0,90 mmol) en H,O desgasificada (4
ml). Se afiadié Net; (220 ul, 1,6 mmol) seguido de dcido 3-mercaptopropanosulfénico (108,9 mg, 0,6 mmol). Se
confirmé que el pH de la solucién era pH >8. La suspension de color blanco se agité vigorosamente en una atmdsfera
de N, durante 16 h. La reaccién se filtré a través de un disco 0,45 uM desechable y el filtrado se concentré en un
evaporador rotatorio. El residuo se transfirié a un tubo de plastico y se afiadieron 2 ml de EtOH/acetona (1:1), dando
como resultado un precipitado de color blanco. El tubo se tapd y se almacené a 4°C durante 1,5 h. La solucién se
centrifugd y se decantd, dejando un sélido de color blanco, que se disolvié de nuevo en MeCN-Agua. La muestra en
bruto se analizé por RP-HPLC y LCMS. El producto se purificé por RP-HPLC semi-preparativa. Las fracciones se
secaron en el speed-vac.

Sintesis de dcido 3-S-(CH,CONHC¢H,-p-As{ OH},)-1-propionico (11)

Se suspendié 4cido 2-(2-bromoacetil-p-amino)bencenoarsonoso (288 mg, 0,90 mmol) en H,O desgasificada (4
ml). Se afiadié Net; (210 ul, 1,5 mmol) seguido de dcido mercaptopropidnico (53 ul, 0,6 mmol). Se confirmé que el
pH de la solucién era pH 8. La suspension de color blanco se agit6 vigorosamente en una atmdsfera de N, durante 16
h. La reaccion se filtré a través de un disco 0,45 uM desechable y el filtrado se concentrd en un evaporador rotatorio.
El residuo se transfiri6 a un tubo de plastico y se afadieron 2 ml de EtOH/acetona (1:1), dando como resultado un
precipitado de color blanco. El tubo se tap6 y se almacen6 a 4°C durante 1,5 h. La solucion se centrifugd y se decanto,
dejando un sélido de color blanco, que se disolvié de nuevo en MeCN-Agua. La muestra en bruto se analiz6 por RP-
HPLC y LCMS. El producto se purificé por RP-HPLC semi-preparativa. Las fracciones se secaron en el speed-vac.

Sintesis de dcido 1-S-(CH,CONHC¢H,-p-As{ OH},)-mercaptosuccinico (13)

Se suspendié acido 2-(2-bromoacetil-p-amino)bencenoarsonoso (288 mg, 0,90 mmol) en H,O desgasificada (4
ml). Se afiadi6é Net; (210 ul, 1,5 mmol) seguido de dcido mercaptosuccinico (90 mg, 0,6 mmol). Se confirmé que el
pH de la solucién era pH >8. La suspension de color blanco se agité vigorosamente en una atmésfera de N, durante 16
h. La reaccién se filtré a través de un disco 0,45 uM desechable y el filtrado se concentré en un evaporador rotatorio.
El residuo se transfiri6 a un tubo de plastico y se afladieron 2 ml de EtOH/acetona (1:1), dando como resultado un
precipitado de color blanco. El tubo se tapd y se almacend a 4°C durante 15 h. La solucién se centrifugé y se decantd,
dejando un sélido de color blanco, que se disolvié de nuevo en MeCN-Agua. La muestra en bruto se analiz6 por RP-
HPLC y LCMS. El producto se purificé por RP-HPLC semi-preparativa. Las fracciones se secaron en el speed-vac.
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Sintesis de 1-S-(CH,CONHC4H,-p-As{ OH},)-B-D-glucosa (14)

Se suspendié 4cido 2-(2-bromoacetil-p-amino)bencenoarsonoso (288 mg, 0-90 mmol) en H,O desgasificada (4
ml). Se afiadié Net; (210 pl, 1,5 mmol) seguido de 1-tio-B-D-glucosa (130,9 mg, 0,6 mmol). Se confirmé que el pH
de la solucién era pH >8. La suspension de color blanco se agité vigorosamente en una atmdsfera de N, durante 16
h. La reaccion se filtré a través de un disco 0,45 uM desechable y el filtrado se concentré en un evaporador rotatorio.
El residuo se transfirié a un tubo de pléstico y se afiadieron 2 ml de EtOH/acetona (1:1), dando como resultado un
precipitado de color blanco. El tubo se tapé y se almacené a 4°C durante 1,5 h. La solucién se centrifugd y se decantd,
dejando un sélido de color blanco, que se disolvié de nuevo en MeCN-Agua. La muestra en bruto se analizé por RP-
HPLC y LCMS. El producto se purificé por RP-HPLC semi-preparativa. Las fracciones se secaron en el speed-vac.

Sintesis de 3-S-(CH,CONHCsH,-p-As{OH},)-1,2-propanodiol (15)

Se suspendié 4cido 2-(2-bromoacetil-p-amino)bencenoarsonoso (288 mg, 0,90 mmol) en H,O desgasificada (4
ml). Se afiadié Net; (210 ul, 1,5 mmol) seguido de 3-mercapto-1,2-propanodiol (65 ul, 0,6 mmol). Se confirmé que el
pH de la solucién era pH >8. La suspensién de color blanco se agit vigorosamente en una atmoésfera de N, durante
16 h. La reaccién se filtré a través de un disco 0,5 uM desechable y el filtrado se concentré en un evaporador rotatorio.
El residuo se transfiri6 a un tubo de pléstico y se afadieron 2 ml de EtOH/acetona (1:1), dando como resultado un
precipitado de color blanco. El tubo se tap6 y se almacené a 4°C durante 1,5 h. La solucién se centrifugd y se decanto,
dejando un sélido de color blanco, que se disolvié de nuevo en MeCN-Agua. La muestra en bruto se analizé por RP-
HPLC y LCMS. El producto se purificé por RP-HPLC semi-preparativa. Las fracciones se secaron en el speed-vac.

Sintesis de dcido 5-S-(CH,CONHC¢H,-p-As{ OH},)-1-tetrazolacético (21)

Se suspendié acido 2-(2-bromoacetil-p-amino)bencenoarsonoso (288 mg, 0,90 mmol) en H,O desgasificada (5
ml). Se afiadié Net; (210 ul, 1,5 mmol) seguido de dcido S-mercapto-tetrazolacético (110 mg, 0,6 mmol). Se confirmé
que el pH de la solucién era pH >8. La suspension de color blanco se agité vigorosamente en una atmoésfera de N,
durante 16 h. La reaccién se filtr6 a través de un disco 0,45 uM desechable y el filtrado se concentré en un evaporador
rotatorio. El residuo se transfiri6 a un tubo de pléstico y se afiadieron 2 ml EtOH/acetona (1:1), dando como resultado
un precipitado de color blanco. El tubo se tapé y se almacené a 4°C durante 1,5 h. La solucién se centrifugd y se
decantd, dejando un sélido de color blanco, que se disolvié de nuevo en MeCN-Agua. La muestra en bruto se analizé
por RP-HPLC y LCMS. El producto se purificé por RP-HPLC semi-preparativa. Las fracciones se secaron en el
speed-vac.

Sintesis de H-Gly-Gly-Cys(CH,CONHCyH,-0-As{OH},)-OH (22)

Se suspendi6 4cido 2-(2-bromoacetil-o-amino)bencenoarsonoso (180 mg, 0,5 mmol) en H,O desgasificada (1 ml).
Se afiadié Net; (140 ul, 1,0 mmol) seguido de H-Gly-Gly-Cys-OH (61 mg, 0,26 mmol). Se confirmé que el pH de
la solucién era pH >8. La suspension de color blanco se agité vigorosamente en una atmosfera de N, durante 20 h.
La reaccion se filtr6 a través de un disco 0,45 uM desechable y el filtrado se concentré en un evaporador rotatorio.
El residuo se transfiri6 a un tubo de plastico y se afladieron 2 ml de EtOH/acetona (1:1), dando como resultado un
precipitado de color blanco. El tubo se tapé y se almacené a 4°C durante 1,5 h. La solucién se centrifugd y se decantd,
dejando un sélido de color blanco, que se disolvié de nuevo en MeCN-Agua. La muestra en bruto se analiz6 por RP-
HPLC y LCMS. El producto se purificé por RP-HPLC semi-preparativa. Las fracciones se secaron en el speed-vac.

Sintesis de H-Val-Thr-Cys(CH,CONHC¢H,-0-As{ OH},)-Gly-OH (23)

Se suspendié acido 2-(2-bromoacetil-o-amino)bencenoarsonoso (80 mg, 0,25 mmol) en H,O desgasificada (1 ml).
Se afiadié Net; (70 ul, 0,50 mmol) seguido de H-Val-Thr-Cys-Gly-OH (50 mg, 0,13 mmol). Se confirmé que el pH
de la solucién era pH >8. La suspension de color blanco se agité vigorosamente en una atmdsfera de N, durante 20
h. La reaccién se filtré a través de un disco 0,45 uM desechable y el filtrado se concentré en un evaporador rotatorio.
El residuo se transfirié a un tubo de pléstico y se afiadieron 2 ml de EtOH/acetona (1:1), dando como resultado un
precipitado de color blanco. El tubo se tapé y se almacend a 4°C durante 1,5 h. La solucién se centrifugd y se decantd,
dejando un sélido de color blanco, que se disolvié de nuevo en MeCN-Agua. La muestra en bruto se analizé por RP-
HPLC y LCMS. El producto se purificé por RP-HPLC semi-preparativa. Las fracciones se secaron en el speed-vac.

Ensayo de concentracion de arsénico

Las concentraciones de GSAO, GSAO-B y GSAO-F se midieron por valoracién con dimercaptopropanol y cal-
culando los tioles libres restantes con acido 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoico) (Sigma, St Louis, MO) (Donoghue et al.,
2000). Los conjugados se filtraron mientras permanecian estériles y se almacenaron a 4°C en la oscuridad hasta su
uso. No hubo ninguna pérdida significativa en la concentracion activa de soluciones madre de los arsenicales durante
al menos una semana cuando se almacenaron en estas condiciones.
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Ejemplo 2
El GSAO desencadenaba la apertura de MTP por reaccion con y alteracion del ANT
Meétodos

Ensayo de hinchamiento de mitocondrias

Se aislaron mitocondrias de los higado de ratas Wistar macho de ~250 g usando centrifugacién diferencial como se
ha descrito anteriormente (Schnaitman y Greenawalt, 1968). El sedimento mitocondrial final se resuspendié en tamp6n
HEPES-KOH 3 mM, pH 7,0 que contenfa manitol 213 mM, sacarosa 71 mM Yy succinato de sodio 10 mM a una
concentracion de 30 mg de proteina por ml. La induccién de MPT se evalu6 espectrofotométricamente suspendiendo
las mitocondrias de higado a 0,5 mg de proteina por ml a 25°C en tamp6én HEPES-KOH 3 mM, pH 7,0, que contiene
manitol 75 mM, sacarosa 250 mM, succinato de sodio 10 mM y rotenona 2 uM. Todos los componentes de tampén
eran de Sigma, St Louis, MO. Los derivados arsenicales y el GSCA se disolvieron en solucién salina tamponada
con fosfato (PBS) que contiene glicina 100 mM. Los compuestos de uniéon a ANT empleados eran CsA, BKA y
ADP (Sigma, St. Louis, MO). Las concentraciones de reactivo se indican en las leyendas de la figuras. Se midi6 el
hinchamiento por control de la disminucién asociada de la dispersién de luz a 520 nm usando un lector de microplacas
Molecular Devices Thermomax Plus (Palo Alto, CA).

Union de GSAO a ANT

Se suspendieron mitocondrias de higado de rata a 1 mg de proteina por ml a 25°C en tamp6én HEPES-KOH 3 mM,
pH 7,0 que contenia manitol 213 mM, sacarosa 71 mM y succinato de sodio 10 mM y se incubaron con GSAO-B 100
UM en ausencia o presencia de 2,3-dimercaptopropanol 400 uM (Fluka, Buchs, SG, Suiza) a temperatura ambiente en
una rueda giratoria durante 1 h. Las mitocondrias marcadas se lavaron tres veces con PBS y se sonicaron en 0,3 ml de
tampdn Tris 25 mM, pH 7,4 enfriado en hielo que contenia NaCl 140 mM, KCl1 2,7 mM, Triton X-100 a 0,5%, Tween-
20 a 0,05%, leupeptina 10 uM, aprotinina 10 uM, fluoruro de 4,2- (aminoetil)-benceno sulfonilo 50 ug.ml~' y EDTA
5 mM. El lisado se aclaré por centrifugacién a 18000 g durante 10 min a 4°C y se incubd con 30 ul de estreptavidina-
Dynabeads (Dynal, Oslo, Noruega) durante 60 min a 4°C en una rueda giratoria para aislar las proteinas marcadas
con biotina. Las perlas se lavaron 5 veces con tampén de sonicacién y las proteinas marcadas con biotina se liberaron
de las perlas por ebullicién en 30 ul de tampén SDS-Laemmli durante 2 minutos. Las muestras se resolvieron en
iGels de gradiente de 8-16% en condiciones reductoras y se transfirieron a una membrana de PVDFE. Las proteinas
se detectaron mediante transferencia de Western usando una dilucién 1:500 de anticuerpo policlonal de cabra anti-
ANT humano (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) y una dilucién 1:2000 de anticuerpos de conejo anti-cabra
conjugados con peroxidasa (Dako, Carpinteria, California).

Marcaje de ANT con eosin-5-maleimida

Se prepararon particulas submitocondriales de higado de rata por sonicacion y centrifugacion diferencial de acuer-
do con Majima et al. (1998). Las particulas se suspendieron a 20 mg de proteina por ml en tamp6n Tris 10 mM pH 7,2
que contenia sacarosa 250 mM y EDTA 0,2 mM y se incubaron sin o con GSAO 200 nmol por mg de proteina durante
10 min a 25°C, seguido de 20 nmol de eosin-5-maleimida por mg de proteina durante 1 min a 0°C en la oscuridad. El
marcaje se termind por adicién de 10 pumol de ditiotreitol por mg de proteina. Las proteinas se resolvieron en iGels
de gradiente de 4-20% y el ANT marcado con eosina se visualizé por transiluminacién UV usando un Fluor-S™
Multilmager (Bio-Rad, Hercules, CA).

Resultados

El GSAO (Fig. 1A) desencadenaba el hinchamiento de mitocondrias de higado de rata aisladas (Fig. 1B). La
velocidad de hinchamiento aumentaba con el aumento de la concentracion de GSAO y del tiempo de incubacién.
El resto arsenical trivalente de GSAO era responsable de su actividad ya que los compuestos arsenical pentavalente
(&cido 4-(N-((S-glutationil)acetil)amino)bencenarsénico, GSAA) o de 4cido carboxilico (dcido 4-(N-((S-glutationil)
acetil)amino)benzoico, GSCA) correspondientes (Fig. 1A) no tenfan efecto (Fig. 1Bii). Los controles positivos para
apertura de poros eran iones Ca2+ y Pi (Fig. 1Bi) y PAO (Fig. 1Bii).

La actividad de ANT se controla por la unién de Ca2+, ciclofilina D y nucleétidos de adenina. La ciclofilina D
(Crompton et al., 1988) y los nucleétidos de adenina (Haworth y Hunter, 1979a,b) se unen al lado de la matriz de ANT
mientras que adn no se ha determinado el sitio o sitios para la interaccion de Ca”*. El desencadenamiento primario
para la apertura del MPTP es un aumento en la concentracién de Ca?* en la matriz. La quelacién de Ca** con EGTA
bloquea la apertura del poro. La especificidad del sitio de desencadenamiento para Ca** parece ser absoluta ya que
otros iones de metales divalentes tales como Mg?* actidan como inhibidores (Haworth y Hunter, 1979a). La unién de
ciclofilina D a ANT es necesaria para la apertura de poros a concentraciones de Ca*>* submilimolares (Halestrap et al.,
2002). La ciclosporina A (CsA) bloquea la apertura de poros por unidn a ciclofilina D y desplazamiento de la misma
del ANT (Crompton et al., 1988). El ADP de la matriz también es un modulador importante de la apertura de poros
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que se une a ANT y disminuye la sensibilidad del sitio de desencadenamiento a Ca** (Haworth y Hunter, 1979a,b). El
dcido bonkrékico (BKA) también interacciona con ANT y disminuye la sensibilidad a Ca®>* (Hunter y Haworth, 1979).

El Mg**, EGTA, CsA, ADP y BKA bloquean todos el efecto del GSAO sobre la apertura de poros (Fig. 1Biii).
Estas observaciones concuerdan con un efecto especifico del GSAO sobre la apertura de poros y confirman al ANT
como su diana.

El semi-tiempo para el hinchamiento de la mitocondria mediado por GSAO se redujo por Ca** afiadido (Fig. 1C).
Este resultado concuerda con que el GSAO entrecruza dos de los tres restos cisteina en el ANT que sobresalen hacia
la matriz mitocondrial.

La interaccion directa del ANT con un GSAO marcado con biotina (fenilarsenéxido de 4-(N-(S-(N-(6-((6-((bioti-
noil)amino)hexanoil)amino)hexanoil)-glutationil)acetil)amino), GSAO-B, se muestra en la Figura 1D. El marcaje de
ANT con GSAO-B era especifico ya que presentaba competicién con un exceso molar de 4 veces del ditiol sintético
pequefio, dimercaptopropanol. La eosina-maleimida alquila la Cys'®’ en el ANT (Majima et al., 1998) y bloquea la
unién a ADP (Halestrap et al., 1997). El GSAO competia por la alquilacién por eosina-maleimida de la Cys'® del
ANT (Fig. 1E), que implicaba que el GSAO entrecruza Cys'® y Cys>’.

Ejemplo 3
El GSAO se concentraba en mitocondrias en células viables
Meétodos

Cultivo Celular

Se cultivaron células endoteliales adrticas bovinas (BAE) (ATCC, Rockville, MD) en DMEM complementado con
suero fetal de ternera a 10% (FCS), L-glutamina 2 mM y penicilina/estreptomicina 5 U.ml™' (Gibco, Galthersburg,
MD). La linea celular endotelial microvascular humana, HMEC-1 (Ades et al., 1992), se cultivé en medio MCDB131
(Gibco) complementado con FCS al 10%, L-glutamina 2 mM, penicilina/estreptomicina 5 U.ml™!, factor de creci-
miento epidérmico 10 ng.ml™' (Sigma, St. Louis, MO) e hidrocortisona 1 ug.ml™' (Sigma). Se adquirié material de
plastico de cultivo de células en Coming Costar (Corning, NY). La solucién de tripsina/EDTA era de Gibco.

Inmunocitoquimica y microscopia confocal

Se sembraron células BAE a una densidad de 10* células por pocillo en portaobjetos de cdmara de vidrio Labtek
de 8 pocillos (Nunc, Naperville, IL) y se dejé que se adhirieran durante una noche. Las células se lavaron una vez
y el medio se sustituy6 con solucién salina equilibrada de Hanks (HBSS) (Gibco). Las células se incubaron después
durante 1 h con GSAO-F 50 uM, GSAO-F 50 uM y dimercaptopropanol 250 uM o GSAA-F 50 uM. Todas las
células se contratifieron con Mitotracker™ Red CMXRos 100 nM (Molecular Probes, Eugene, OR). Las células se
lavaron después tres veces con HBSS, se fijaron durante 10 min con acetona a 80% y metanol a 20% y se lavaron tres
veces con HBSS. Los portaobjetos se montaron en agente protector de fluorescencia VectaShield (Vector Laboratories,
Burlingame, CA) y se sellaron con laca de ufias. Las imdgenes se capturaron usando un microscopio invertido Leica
DM IRB y un sistema confocal con el programa informatico confocal de Leica.

Resultados

Una caracteristica sorprendente del GSAO era que se localizaba rdpidamente en mitocondrias en células endote-
liales microvasculares adrticas bovinas (BAE) (Figura 2) y dérmicas humanas (HMEC-1) (no se muestran los datos).
El GSAO se conjugé con fluoresceina (GSAO-F) y se determiné su localizacién subcelular por microscopia de fluo-
rescencia confocal. La tincién mitocondrial se confirmé por colocalizacién de GSAO-F con la sonda Mitotracker roja
fluorescente que se acumula en la mitocondria de células con respiracion activa (Figuras 2ii, iv y vi). La acumulacién
mitocondrial de GSAO-F era especifica para la reactividad ditiol del GSAO ya que se suprimia en presencia de un
exceso molar de cinco veces del ditiol sintético pequefio dimercaptopropanol (Figura 2iii) y el arsenical pentavalente
correspondiente, GSAA-F, no tefiia las células (Figura 2v). La localizacién mitocondrial también se observé en células
BAE incubadas con GSAO-B seguido de tincidn con estreptavidina-Alexa Fluor 488 (no se muestran los datos).

El ANT es abundante en la membrana mitocondrial interna. El secuestro de GSAO en el lado de la matriz del ANT
dirigirfa la importacién entrépica del GSAO hacia la matriz. Este mecanismo se confirma por el descubrimiento de
que el GSAA, que tiene de hecho la misma carga y tamaifio que el GSAO, no reacciona con el ANT ni se acumula en
la mitocondria.
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Ejemplo 4

El GSAO inhibia la produccion de ATP, aumentaba los niveles de superoxido y desencadenaba la despolarizacion
mitocondrial y la apoptosis en células endoteliales en proliferacion pero no de crecimiento en estado quiescente

Métodos
Ensayos de ATP

Se detuvieron células BAE en placas de cultivo de seis pocillos durante 24 h en suero a 0,5% o se dejaron en
suero a 10%, después se trataron durante 24 h con GSAO 0, 60 6 150 uM. Las células se lavaron una vez, después se
resuspendieron en PBS a 0,4 ml que contenia albimina de suero bovino a 0,3%. Una muestra de 50 ul de células se
mezclé con 50 ul de agua y 100 ul de agente liberador de ATP (Sigma) y se midi6 la concentracién de ATP usando
una mezcla de ensayo de ATP con luciferina/luciferasa. Las unidades de luz se convirtieron a concentraciones de ATP
usando un patrén de ATP en lugar de los 50 ul de agua. Se realiz6 un recuento del nimero de células usando un
contador Beckman Coulter y los moles de ATP se expresaron por millén de células.

Ensayos de proliferacion celular

Se sembraron células BAE o HMEC-1 a una densidad de 10* células por célula en placas de 96 pocillos y se dej6
que se adhirieran durante una noche y después se trataron como se indica. Para los experimentos que implicaban la
detencién de la proliferacion celular en suero a 0,25%, las células se sembraron en medio que contenia suero a 10%,
se dejo que se adhirieran durante una noche, después se lavaron con PBS y se detuvieron durante 24 h en medio que
contenia suero a 0,25%. Las células que permanecian unidas después de los tratamientos se midieron usando azul de
metileno (Oliver et al., 1989).

Ensayos de superoxido, potencial de membrana mitocondrial, masa mitocondrial y apoptosis

Para mediciones de niveles de superéxido con dihidroetidina, potencial de membrana mitocondrial con JC-1, masa
mitocondrial con naranja de nonil acridina y apoptosis con anexina V, se trataron células BAE en proliferacién o
de crecimiento en estado quiescente durante 24 o 48 h con GSAO en placas de cultivo de seis pocillos, después
se despegaron con tripsina/EDTA, se lavaron una vez y se resuspendieron a 2 x 10° células por ml en medio sin
suero. Después las células se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente con dihidroetidina (5 uM, Molecular
Probes) o 30 min a temperatura ambiente con JC-1 (0,5 ug.ml™!, Molecular Probes), anexina V-FITC (50 pl.ml™")
(Pharmingen, La Jolla, CA, Estados Unidos) o 10-nonil bromuro de naranja de acridina (5 uM, Molecular Probes).
Después las células se lavaron una vez, se resuspendieron en 0,5 ml de medio sin suero, se transfirieron a hielo y se
cuantificé la fluorescencia inmediatamente por citometria de flujo.

Resultados

El GSAO se concentraba en mitocondrias en células viables y alteraba la funcién mitocondrial y la viabilidad celu-
lar. Teniendo las células en proliferacién una mayor masa mitocondrial y respiracién que las células de crecimiento en
estado quiescente. Para ensayar si el GSAO podia tener efectos selectivos sobre células en proliferacion, se incubaron
células BAE en proliferacién o de crecimiento en estado quiescente durante 48 h con concentraciones crecientes de
GSAO.

Las CIs, de GSAO para la reduccién de la viabilidad de células BAE en proliferacion era de ~75 uM (Figura 3Ai),
mientras que el compuesto tenia escaso efecto sobre células de crecimiento en estado quiescente. Los compuestos de
control, GSAA y GSCA, no tenian efectos significativos sobre la viabilidad de células BAE en proliferacién a concen-
traciones de hasta 1,0 mM (no se muestran los datos). El efecto del GSAO sobre la viabilidad células en proliferacién
dependia del tiempo. La Cls, del GSAO disminuia de ~75 uM a ~25 uM cuando el tiempo de incubacién aumentaba
de 48 a 72 h (no se muestran los datos). El PAO, por el contrario, era igualmente téxico para células BAE tanto en
proliferacién como de crecimiento en estado quiescente con una Cls, de ~200 nM (Figura 3A(ii)). Los mismos re-
sultados se observaron con células HMEC-1 (no se muestran los datos). El efecto del GSAO sobre la viabilidad de
células endoteliales en proliferacion estaba estrechamente asociado con la pérdida de potencial transmembrana mito-
condrial y apoptosis (Figura 3B). Estos parametros se midieron usando el colorante JC-1 y anexina V conjugada con
FITC, respectivamente. La proporcién de distribucién de JC-1 entre el citosol (fluorescencia verde) y la mitocondria
(fluorescencia roja) refleja el potencial transmembrana mitocondrial (Smiley ez al., 1991), mientras que la anexina V
se une a la fosfatidilserina expuesta en la superficie de células apoptdticas.

La unién de GSAO a ANT en células endoteliales en proliferacion afectaba a la produccién de ATP. El contenido
de ATP de células BAE en proliferacion era aproximadamente el doble que el de células de crecimiento en estado
quiescente y la incubacién con GSAO 150 uM durante 24 h reducia los niveles de ATP en células en proliferacién
hasta el de células de crecimiento en estado quiescente (Figura 4ai). Este resultado refleja los efectos selectivos del
GSAO sobre la viabilidad de células en proliferacion (Figura 4ai). Para confirmar que el ATP celular disminuido se
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debia a un efecto del GSAO sobre la sintesis de ATP mitocondrial mas que a la biogénesis mitocondrial, se midié la
masa mitocondrial usando naranja de nonil acridina. El colorante se une a cardiolipina en la membrana mitocondrial
(Petit et al., 1992). La masa mitocondrial de células en proliferacién era aproximadamente el doble que la de células
de crecimiento en estado quiescente, que no cambiaba por tratamiento con GSAO (Figura 4aii).

A altas concentraciones, las especies de oxigeno reactivo tales como anién superdxido (O,) pueden detener la pro-
liferacién celular e inducir la apoptosis. Para ensayar el efecto del GSAO sobre los niveles celulares de O,, se trataron
células BAE durante 24 h con GSAO y se midieron los niveles celulares de O, y H,0, usando los colorantes dihidroe-
tidio y CM-H,-DCFDA, respectivamente. Los niveles celulares de O,_ aumentaban linealmente con la concentracién
de GSAO en células BAE en proliferacion pero no en las de crecimiento en estado quiescente (Figura 4b). Este efecto
del GSAO no se debia a la inhibicién de la actividad de la SOD ya que solo habia una pequefia disminucién en los
niveles de H,O, (Figura 4c). Por ejemplo, el tratamiento con GSAO 120 uM durante 24 h dio como resultado una
disminucién de 30% en H,0, pero un aumento de 100% en el nivel de O,. Este descubrimiento se confirmé usando un
analisis citométrico de flujo de dos canales de los niveles celulares de O, y H,O,. Los niveles de O, se aumentaron en
la mayoria de las células sin una disminucién correspondiente en el H,O, (no se muestran los datos). Por el contrario,
el GSAA no tenia efecto sobre los niveles de O, o H,O,. El aumento lineal en los niveles de O, con tratamiento con
GSAO concuerda con una alteracién de la integridad mitocondrial.

Ejemplo 5
El GSAO desencadena la liberacion de Citocromo C desde la mitocondria
Métodos

Se suspendieron mitocondrias de higado de rata a 1 mg de proteina por ml a 25°C en tamp6én HEPES 3 mM, pH
7,0 que contenia manitol 75 mM, sacarosa 250 mM, succinato de sodio 10 mM y rotenona 2 uM y se trataron con
los compuestos de unién a ANT durante de 0 a 60 min. Las concentraciones de reactivo se indican en las leyendas
de las figuras. Las mitocondrias en 0,25 ml de reaccién se sedimentaron por centrifugacién a 8000 g durante 5 min y
los sobrenadantes se concentraron 10 veces por ultrafiltracién a través de una membrana Microcon YM-3 (Millipore,
Bedford, MA). Los sobrenadantes concentrados se resolvieron en iGels de gradiente de 8-16% de Gradipore (Syd-
ney, Australia) en condiciones no reductoras y se transfirieron a una membrana de PVDF. Las proteinas se detectaron
mediante transferencia de Western usando anticuerpos policlonales anti- citocromo ¢ humano (Producto 556433, BD
Pharmingen) y anticuerpos anti-conejo conjugados con peroxidasa (Dako, Carpinteria, California). Se analizaron pe-
liculas de quimioluminiscencia usando un densitémetro de formacion de imagenes GS-700 y el programa informéatico
Multi-Analyst (Bio-Rad, Hercules, California).

Resultados

La incubacién de mitocondrias aisladas con GSAO desencadenaba la liberacién dependiente del tiempo de Ci-
tocromo C hacia el medio (Figura 5A). El ligando de ANT, la ciclosporina A, inhibia parcialmente esta liberacién
(Figura 5B).
Ejemplo 6
Efecto del GSAO y andlogos relacionados sobre la induccion de la transicion de poro mitocondrial
Meétodos

La exploracién se realizé usando mitocondrias de higado de rata congeladas durante 1 6 2 dias a -80°C después del
aislamiento. El hinchamiento de las mitocondrias se midié por control de la disminucién de la dispersion de luz a 520
nm usando un lector de microplacas.

En todos los experimentos se determind el tiempo necesario para un hinchamiento semimédximo para cada com-

puesto. Después, se calcularon las velocidades de hinchamiento y se compararon con el GSAO. El aumento de la
velocidad de hinchamiento en comparacién con el GSAO se calcul6 de la forma siguiente:

Factor de aumento de hinchamiento = Velocidad de hinchamientogiogo de Gsao) /
Velocidad de hinchamientogsao,

Los resultados se resumen en la Tabla 1 y se presentan en la Figura 6.
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TABLA 1
Efecto del GSAO y andlogos relacionados sobre la induccion de MPTP

Aumento de la velocidad de
hinchamiento por MPTP/GSAO*

Compuesto Media DT
GSAO 1 0

1 16,3 72

3 2,4 0,5

4 5,6 1,5

6 4,5 0,8

7 2,2 0,6

8 2,1 0,4

22 6,9 1,1

23 5,4 0,7

10 2,0 0,2

11 1,3 04

13 1,6 0,7

14 1,1 0.4
15 1,3 -

21 2,8 0,7

Todos los compuestos se ensayaron al menos 2 veces en preparaciones mitocondriales diferentes para determinar
sus propiedades de inducciéon de MPTP, excepto el compuesto 15 que se ensayd solamente una vez.

Resultados
Todos los compuestos mostraban una actividad de induccién similar o mejor que el GSAO. Los compuestos mas
activos eran el 1, 4, 22 y 23, que mostraban una actividad aumentada respecto al GSAO que variaba de 5,4 a 16,3
veces (Tabla 1; Figura 6). Para la induccién de MPTP, como para la actividad antiproliferativa sobre células BAE,
los compuestos de orto-arsendxido (1, 4, 22 y 23) tenfan una actividad aumentada respecto a los compuestos de para-
arsendxido correspondientes (GSAQO, 3, 7 y 8, respectivamente).
Se presenta una comparacion de la induccién de MPTP frente al peso molecular de los compuestos en la Figura 7.
Se presenta una comparacion de la induccién de MPTP frente al Log P del compuesto ensayado en la Figura 8.
La actividad antiproliferativa del GSAO y andlogos relacionados se comparé con la capacidad de esos compues-

tos para inducir la MPT. Los resultados se presentan en la Figura 9. Los compuestos que mostraban una actividad
aumentada respecto al GSAO en ambos ensayos eran los compuestos de orto-arsenéxido 1, 4, 22 y 23.
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Ejemplo 8
Comparacion de GSAO y 0-GSAO - Ensayo de Hinchamiento Mitocondrial
Meétodo

Se aislaron mitocondrias a partir de los higados de ratas Wistar macho de ~250 g usando centrifugacién diferencial
como se ha descrito anteriormente (Don et al., 2003). El sedimento mitocondrial final se resuspendié en tampén
HEPES-KOH 3 mM, pH 7,0 que contenfa manitol 213 mM, sacarosa 71 mM Yy succinato de sodio 10 mM a una
concentracion de 30 mg de proteina por ml. Se evalué la induccién de transicién de permeabilidad mitocondrial
espectrofotométricamente por suspension de las mitocondrias de higado a 0,5 mg de proteina por ml a 25°C en tamp6n
HEPES-KOH 3 mM pH 7,0 que contenia manitol 75 mM, sacarosa 250 mM, succinato de sodio 10 mM y rotenona
2 mM. El hinchamiento se midi6 por control de la disminucién asociada de la dispersion de luz a 520 nm usando un
lector de microplacas.

Resultados

El semi-tiempo para el hinchamiento mdximo de mitocondrias aisladas era 3-5 veces mds rdpido para una concen-
tracién dada de o-GSAO en comparacién con GSAO (Figura 10). De hecho, el 0-GSAO era casi tan eficaz como el
PAO lipdfilo en la induccién de la transicion de permeabilidad mitocondrial (Figura 17D).

La formacién de poros por el ANT estd controlada por la unién de Ca**, ciclofilina D y nucleétidos de adenina
en condiciones fisiolégicas. El desencadenamiento primario para la apertura del poro de transicién de permeabilidad
mitocondrial es un aumento en la concentracién de Ca’* en la matriz. La quelacién de Ca’* con EGTA bloquea la
apertura de poros, al igual que un exceso de otros iones de metales divalentes tales como Mg>*. Tanto el EGTA como
el Mg** bloquearon el hinchamiento dependiente de GSAO (Figura 11). La unién de ciclofilina D a ANT es necesaria
para la apertura de poros a concentraciones de Ca®>* submilimolares. La ciclosporina A (CsA) bloquea la apertura de
poros por unién a ciclofilina D y desplazamiento de la misma del ANT. Ademas, el ADP inhibe la apertura de poros
por unién a ANT y disminucién de la sensibilidad del sitio de desencadenamiento a Ca®*. E1 CsA y el ADP bloqueaban
el efecto del 0-GSAO sobre la apertura de poros (Figura 12).
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso in vitro para identificar un compuesto que induzca selectivamente la transiciéon de permeabilidad
mitocondrial (MPT) en células en proliferacién, donde dicho proceso comprende poner en contacto una célula o
extracto celular con un compuesto, determinar si el compuesto se une al translocador de nucleétidos de adenina (ANT)
y determinar si el compuesto induce selectivamente la MPT en células en proliferacion.

2. Un proceso in vitro de acuerdo con la reivindicacion 1 para explorar una pluralidad de compuestos para identi-
ficar un compuesto que induzca selectivamente la MPT en células en proliferacién, donde dicho proceso comprende
poner en contacto una célula o un extracto celular con la pluralidad de compuestos, determinar si cualquiera de los
compuestos se une a ANT y, si es asi, determinar por separado para cada uno de la pluralidad de compuestos si el
compuesto induce selectivamente la MPT en células en proliferacion.

3. Un proceso in vitro de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el que la selectividad por células en proliferacién
se determina por comparacion del efecto de compuestos que se ha identificado que se unen a ANT sobre la MPT en
células en proliferacion con el efecto sobre la MPT en células que no estdn en proliferacion o de crecimiento en estado
quiescente.

4. Un proceso in vitro de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el que dicha determinacién de la induccién de la
MPT implica medir cambios en la liberacién de Citocromo C.

5. Un proceso in vitro de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el que dicha determinacién de la induccién de la
MPT implica medir cambios en la concentracién celular de superéxido.

6. Un proceso in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en el que el compuesto es un
compuesto reactivo de ditiol.

7. Un proceso in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el compuesto tiene un
resto arsenoxido (o equivalente de arsendxido).

8. Un proceso in vitro de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que el compuesto es de la formula (I):

A-[(XBX"),B-Y], D

en la que
A comprende al menos un grupo colgante;

(XBX’),B’ comprende un grupo enlazador adecuado, donde X se selecciona entre el grupo que consiste en -NR,
-5(0)-, -S(0)0-, -5(0);-, -5(0),0-, -C(0)-, -C(S)-, -C(0)O-, C(S)0-, -C(S)S-, -P(O)R))- y -P(O)(R)O-, 0 estd
ausente;

B se selecciona entre el grupo que consiste en alquileno C,-Cy, alquenileno C,-C,y, alquinileno C,-C,, cicloal-
quileno C;-C, cicloalquenileno Cs-C,, heterocicloalquileno C;-C,y, heterocicloalquenileno Cs-C,, arileno Cg¢-Cy,
heteroarileno y acilo C,-Cy;

X’ se selecciona entre el grupo que consiste en -NR-, -O-, -S-, -Se-, -S-S-, S(O)-, -OS(0)-, OS(0)0-, OS(0),, -OS
(0),0-, -S(0)0-, -S(0),-, -S(0),0-, -OP(O)(R,)-, -OP(0)(R,)O-, -OP(0)(R,)OP(O)(R,)0O-, -C(0)-, -C(S)-, -C(O)O-,
C(S)0O-, -C(S)S-, -P(O)(R))-, -P(O)(R|)O-, y

{
R R o esta ausente; donde E es O, S, Se, NR o N(R),*;

B’ se selecciona entre el grupo que consiste en alquileno C,-C,, alquenileno C,-C,,, alquinileno C,-C,, cicloal-
quileno C;-C,, cicloalquenileno Cs-C,, heterocicloalquileno C;-C,,, heterocicloalquenileno Cs-C,, arileno C4-C,, y
heteroarileno o estd ausente; y donde

cada R se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-C,,, alquenilo C,-
Co, alquinilo C,-C,, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo Cs-C,g, heterocicloalquilo C;-C,g, heterocicloalquenilo Cs-
Cyy, arilo C4-C,, heteroarilo, OR, y acilo C,-Cy;

R’ es igual que R o dos R! pueden tomarse junto con los dtomos de nitrégeno a los que estdn unidos para formar
un anillo heterociclico saturado o insaturado de 5 6 6 miembros;
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cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C;-C,, alquenilo C,-
C)o, alquinilo C,-C, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo Cs-C,q, heterocicloalquilo C;-C,q, heterocicloalquenilo Cs-
Cyy, arilo C¢-Cy, heteroarilo, halo, OR, y N(R),;

cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-C,,, alquenilo C,-
Cyy, alquinilo C,-C, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo Cs-C,, heterocicloalquilo C;-C,, heterocicloalquenilo Cs-
C)o, arilo C¢-C,, heteroarilo y -C(O)Rs;

cada R se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-C,, alquenilo C,-
C)o, alquinilo C,-C, cicloalquilo C;-C,,, cicloalquenilo Cs-C,q, heterocicloalquilo C;-C,g, heterocicloalquenilo Cs-
Cyy, arilo C¢-C)s, heteroarilo, alcoxi C,-C,y, alqueniloxi C;-C,y, alquiniloxi C;-C,, cicloalquiloxi C;-C,, cicloalque-
niloxi Cs-C,, heterocicloalquiloxi C;-C,y, heterocicloalqueniloxi Cs-C, ariloxi C4-C,,, heteroariloxi, alquiltio C,-
Cy, alqueniltio C3-Cyy, alquiniltio C;-C,, cicloalquiltio C;-C,, cicloalqueniltio Cs-C,, heterocicloalquiltio C;-Cj,
heterocicloalqueniltio Cs-C,, ariltio C¢-C,,, heteroariltio, OH, SH y N(R),;

donde para cada caso en el que B y/o B’ es arileno, los sustituyentes unidos directamente a los anillos de arileno
respectivos (incluyendo arsendxido o equivalente de arsendxido) pueden estar en una relacién para-, meta- u orto-; y

donde cada alquileno, alquenileno, alquinileno, -cicloalquileno, cicloalquenileno, heterocicloalquileno, heteroci-
cloalquenileno, arileno, heteroarileno y acilo puede estar sustituido independientemente con hidrégeno, alquilo C,-
C,o, alquenilo C,-C,, alquinilo C,-C,,, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo Cs-C,, heterocicloalquilo C;-C,,, hetero-
cicloalquenilo Cs-C,, arilo C¢-C,, heteroarilo, ciano, cianato, isocianato, OR,,, SR, nitro, arsenéxido, -S(O)R3, -OS
(O)R;, -S(O)2R;, -OS(O):R3, -P(O)R4Ry4, -OP(O)R4Ry4, -N(R”),, -NRC(O)(CH,).nQ, -C(O)Rs;

Ry R ?
m;:nlm., mNER o bR

Rs R R
donde

R, R; y Rs son como se han definido anteriormente; y

R,, se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo C,-Cs, ci-
cloalquilo C;-C, cicloalquenilo Cs-C,y, arilo C4-Ci5, -S(O)R3, -S(O),R3, -P(O)(Ry),, N(R), y -C(O)Rs;

cada R; se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-C,,, alquenilo C,-
Cy, alquinilo C,-C, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo Cs-C,, heterocicloalquilo C;-C,, heterocicloalquenilo Cs-
C)o, arilo C¢-C,, heteroarilo, alcoxi C;-C,g, alqueniloxi C;-C,, alquiniloxi C;-C,, cicloalquiloxi C;-C,, cicloalque-
niloxi Cs5-Cy, heterocicloalquiloxi C;-C,y, heterocicloalqueniloxi Cs-C,, ariloxi C4-C,, heteroariloxi, alquiltio C;-
C)o, alqueniltio C;-C,, alquiniltio C;-C,, cicloalquiltio C;-C,, cicloalqueniltio Cs-C,y, heterocicloalquiltio C;-C,,
heterocicloalqueniltio Cs-C,, ariltio C4-C;,, heteroariltio y N(R),;

cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-C,,, alquenilo C,-
Cyy, alquinilo C,-Cy, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo Cs-C,, heterocicloalquilo C;-C,, heterocicloalquenilo Cs-
C)o, arilo C¢-C,, heteroarilo. alcoxi C;-C,, alqueniloxi C;-C,y, alquiniloxi C;-C,, cicloalquiloxi C;-C,, cicloalque-
niloxi Cs5-Cy, heterocicloalquiloxi C;-C,y, heterocicloalqueniloxi Cs-C, ariloxi C4-C,, heteroariloxi, alquiltio C;-
C)o, alqueniltio C;-C,, alquiniltio C;-C,, cicloalquiltio C;-C,, cicloalqueniltio Cs-C,y, heterocicloalquiltio C;-C,,
heterocicloalqueniltio Cs-C,, ariltio C4-C;,, heteroariltio, halo y N(R),;

Ry se selecciona entre el grupo que consiste en alquilo C,-C,, alquenilo C,-C,,, alquinilo C,-C,, cicloalquilo Cs-
Cyy, cicloalquenilo Cs-C,y, heterocicloalquilo C;-C,y, heterocicloalquenilo Cs-C, arilo C4-C,,, heteroarilo, alquiltio
C,-C), alqueniltio C;-C,, alquiniltio C;-C,,, cicloalquiltio C;-C, cicloalqueniltio Cs-C,, tetracicloalquiltio C;-C,,
heterocicloalqueniltio Cs-C,, ariltio C4-C,, heteroariltio, -S(O)R3, -S(O),R; y -C(O)Rs;

R” es igual que R o dos R” tomados junto con el dtomo de N al que estdn unidos pueden formar un sistema de
anillo heterociclico saturado, insaturado o aromatico;

Q se selecciona entre halégeno y -OS(0),Q;; donde Q, se selecciona entre alquilo C;-C,, perfluoroalquilo C,-C,,
fenilo, p-metilfenilo; y

mesdelas,
n es un nimero entero de 0 a 20
Y comprende al menos un arsendxido o equivalente de arsendxido;

p es un niimero entero de 1 a 10, y donde el compuesto de férmula (I) tiene mas de 6 atomos de carbono.
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9. Un proceso in vitro de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que A se selecciona entre

el grupo que consiste en aminodcidos naturales, no naturales y sintéticos, aminas hidroéfilas, péptidos, polipépti-
dos, restos de azicar, oligosacdridos, y proteinas que contienen tiol, restos de dcidos pequeiios, restos que contienen
hidroxilo, o una combinacion de los mismos.

10. Un proceso in vitro de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que dicha amina hidrdéfila se selecciona entre
alquilaminas primarias, arilaminas primarias, aralquilaminas primarias, alquilaminas secundarias, arilaminas secun-
darias, aralquilaminas secundarias, terciarias alquilaminas, arilaminas terciarias y aralquilaminas terciarias y aminas
heterociclicas.

11. Un proceso in vitro de acuerdo con la reivindicacién 9 6 10, en el que A se selecciona entre el grupo que
consiste en dipéptidos, tripéptidos, tetrapéptidos, pentapéptidos, glutatién, glucosamina, sacdridos, disacaridos, oligo-
sacdridos, donde el atomo de azufre de cada resto que contiene azufre puede estar opcionalmente oxidado para formar
un sulféxido o sulfona.

12. Un proceso in vitro de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que A se selecciona entre un péptido que
comprende uno o mds de cisteinilglicina, dcido cisteico, dcido aspartico, dcido glutdmico, lisina y arginina; glucosa,
fructosa, manosa, xilosa, lixosa, galactosa, hexosa, sacarosa, sorbosa, galactosil-sacarosa, sorbitol, manitol y xilitol.

13. Un proceso in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, en el que

X se selecciona entre el grupo que consiste en -C(O)-, -C(S)-, -C(O)O-, C(S)O- y -C(S)S-, o estd ausente;

B se selecciona entre el grupo que consiste en alquileno C,-Cs, alquenileno C,-Cs, alquinileno C,-Cs, cicloalqui-
leno C;-C,, cicloalquenileno Cs-C,, arileno C¢-Cy, y a;

X’ se selecciona entre el grupo que consiste en-O-, -S-, -NR-, -S-S-, -S(O)-, -S(O),-, -P(O)(R,)-, -OP(O)(R,)-, OP
(O)(R,)O-, -OP(0)(R,)OP(O)(R)O-, -C(O)-, -C(S)-, -C(0)0O-, C(S)0O-, -C(S)S-,

1]
R R , o estd ausente; donde E es O, S o N(R),";
nes0,162;y

B’ se selecciona entre el grupo que consiste en alquileno C;-Cs, alquenileno C,-Cs, alquinileno C,-Cs, cicloalqui-
leno C;-Cyy, cicloalquenileno Cs-Cy, y arileno C¢-C)5, 0 estd ausente; y donde

cada R se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,;-Cs, alquenilo C,-
Cs, alquinilo C,-Cs, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo Cs-C,, arilo C¢-Cj,, OR, y acilo C,-C,g;

R’ es el mismo que R;

cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, alquenilo C,-
Cs, alquinilo C,-Cs, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo Cs-C,, arilo C¢-C,, halo, OR, y N(R),;

cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrogeno, alquilo C,-Cs, alquenilo C,-
Cs, alquinilo C,-Cs, cicloalquilo C;-C,y, cicloalquenilo Cs-C, arilo C4-C;, y -C(O)Rs;

cada R;s se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C;-Cs, alquenilo C,-Cs,
alquinilo C,-Cs, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo Cs-C, arilo Cy-C,,, alcoxi C,-Cs, alqueniloxi C;-Cs, alquiniloxi
C;-C;s, cicloalquiloxi C;-Cy, cicloalqueniloxi Cs-C,, ariloxi Cs-C,,, alquiltio C;-Cs, alqueniltio C;-Cs, alquiniltio C;-
Cs, cicloalquiltio C5-C,j, cicloalqueniltio Cs-C,, ariltio C4-C;,, OH, SH y N(R),;

donde para cada caso en el que B y/o B’ es arileno, los sustituyentes unidos directamente a los anillos de arileno
respectivos (incluyendo arsendxido o equivalente de arsenéxido) pueden estar en una relacion para-, meta- u orto-, y

donde cada alquileno, alquenileno, alquinileno, cicloalquileno, cicloalquenileno, arileno y acilo puede estar sus-
tituido independientemente con hidrégeno, alquilo C;-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo C,-Cs, cicloalquilo C;-C,, ci-
cloalquenilo Cs-C,, arilo C¢-C),, ciano, halo, cianato, isocianato, OR,,, SR, nitro, arsenéxido, -S(O)R3, -OS(O)R3;,
-S(0);R;, -OS(0),R;, -P(O)R4Ry, -OP(O)R4Ry, -N(R”),, NRC(O)(CH,),Q, -C(O)Rs,
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i | ]
~PoRe , wwNR o weNER

donde
R, R; y Rs son como se han definido anteriormente; y

R,, se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C;-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo C,-Cs, ci-
cloalquilo C;-C,j, cicloalquenilo Cs-C,, arilo C4-C, -S(O)R3, -S(O),R3, -P(O)(Ry),, N(R), y -C(O)Rs;

cada R; se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, alquenilo C,-Cs,
alquinilo C,-Cs, cicloalquilo C;-C,, cicloalquenilo Cs-C,, arilo C4-C,,, alcoxi C,-Cs, alqueniloxi C;-Cs, alquiniloxi
C;-C;s, cicloalquiloxi C;-C,y, cicloalqueniloxi Cs-C,, ariloxi C4-C,, alquiltio C,-Cs, alqueniltio C;-Cs, alquiniltio C;-
Cs, cicloalquiltio C5-C,j, cicloalqueniltio Cs-C,, ariltio C¢-C;, y N(R),;

cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno , alquilo C,-Cs, alquenilo C,-
Cs, alquinilo C,-Cs, cicloalquilo C;-C,y, cicloalquenilo Cs-C,, arilo C¢-C),, alcoxi C,-Cs, alqueniloxi C;-Cs, alquini-
loxi C;-Cs, cicloalquiloxi C5-C,y, cicloalqueniloxi Cs-C,, ariloxi Cy-C),, alquiltio C,-Cs, alqueniltio C;-Cs, alquiniltio
C;-C;s, cicloalquiltio C;-Cs, cicloalqueniltio Cs-C, ariltio C4-C,, halo y N(R),;

R se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en alquilo C,-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo
C,-C;s, cicloalquilo C;-Cyy, cicloalquenilo Cs-C,, arilo C¢-C», alquiltio C,;-Cs, alqueniltio C;-Cs, alquiniltio C;-Cs,
cicloalquiltio C;-C,j, cicloalqueniltio Cs-C,, ariltio C¢-C,,, -S(O)R;, -S(O),R; y -C(O)Rs5,

R” es el mismo que R;

Q se selecciona entre el grupo que consiste en halégeno y -OS(0),Q,; donde Q, se selecciona entre alquilo C;-C,,
perfluoroalquilo C,-C,, fenilo, p-metilfenilo;

mesdelas.

14. Un proceso in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13 en el que
X estd ausente;
B se selecciona entre el grupo que consiste en alquileno C;-Cs, arileno C4-Cy, y acilo C,-Cs;;

X’ se selecciona entre el grupo que consiste en -O-, -S-, -NR-, -S-S-, -S(0)-, -S(O),-, -P(O)(R,)-, -C(O)-, -C(S)-,
-C(0)0O-, C(S)O-, -Se-y

R R , 0 estd ausente; donde E es O, S 0 N(R),*;
nes0,162;y
B’ es alquileno C,-Cs, arileno Cy-C), 0 estd ausente; y donde

cada R se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, cicloalquilo Cs-
CIO’ arilo C6-C12, ORZ y acilo Cz-C5;

R’ es el mismo que R;

cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, cicloalquilo
C3-C10, arilo C6-C12, halO, OR2 y N(R)z,

cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, cicloalquilo
C5-Cyy, arilo C4-C, y -C(O)Rs5;

cada Rs se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, alquenilo C,-
Cs, cicloalquilo C;-C,y, cicloalquenilo Cs-C, arilo C¢-C,,, alcoxi C,-Cs, alqueniloxi C;-Cs, cicloalquiloxi C;-C,g,
cicloalqueniloxi Cs-Cy, ariloxi C¢-C,, alquiltio C,-Cs, alqueniltio C;-Cs, cicloalquiltio C;-C, cicloalqueniltio Cs-
C)y, ariltio C4-Cy,, OH, SH y N(R),;
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donde para cada caso en el que B y/o B’ es arileno, los sustituyentes unidos directamente a los anillos de arileno
respectivos (incluyendo arsendxido o equivalente de arsenéxido) pueden estar en una relacién para-, meta- u orto-, y

donde cada alquileno, alquenileno, alquinileno, cicloalquileno, cicloalquenileno, arileno y acilo puede estar sus-
tituido independientemente con hidrégeno, alquilo C,-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo C,-Cs, cicloalquilo C5-C,y, ci-
cloalquenilo Cs-C,, arilo C4-C),, halo, ciano, cianato, isocianato, OR,,, SR, nitro, arsenéxido, -S(O)R3, -OS(O)R;,
-S(O):R3, -O8(0),Rs, -P(O)R4Ry, -OP(O)R,Ry, -N(R”),, -NRC(O)(CH,),Q;, -C(O)Rs,

% R °
R4 R R

donde
R, R; y Rs son como se han definido anteriormente; y

R,, se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-C;, cicloalquilo C;-C,y, arilo C4-C,, -S(O)
R3, -S(O):R;, -P(O)(R,), y -C(O)Rs;

cada R; se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, cicloalquilo
C;-Cyy, arilo C¢-C),, alcoxi C,-Cs, cicloalquiloxi C;-C,yy, ariloxi C4-C;,, alquiltio C,-Cs, cicloalquiltio C;-C,y, ariltio
Co-Ci2 y N(R),;

cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-C;, cicloalquilo
C;5-C)y, arilo C¢-C),, alcoxi C,-Cs, cicloalquiloxi C;-C,, ariloxi C4-C),, halo y N(R),;

Ry se selecciona entre el grupo que consiste en alquilo C,-Cs, cicloalquilo C;-C,, arilo C¢-C,,, alquiltio C,-Cs,
cicloalquiltio C;-C,j, ariltio C¢-C,, -S(O)R;, -S(0),R; y -C(O)Rs,

R” es el mismo que R;

Q se selecciona entre halégeno y -OS(0),Q;; donde Q, se selecciona entre alquilo C;-C,, perfluoroalquilo C,-Cy,
fenilo, p-metilfenilo;

mesdelas.

15. Un proceso in vitro de acuerdo con las reivindicaciones 8 a 14 en el que

X esta ausente;

B se selecciona entre el grupo que consiste en alquileno C,-Cs, arileno C4-C,, y acilo C,-Cs;

X’ se selecciona entre el grupo que consiste en -O-, -S-, -NR-, -C(0)- y -C(O)O-, o estd ausente;
nesl;y

B’ es alquileno C,-Cs, arileno C¢-C,, 0 estd ausente; y

R se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, arilo C¢-C, y acilo C,-Cs;

donde para cada caso en el que B y/o B’ es arileno, los sustituyentes unidos directamente a los anillos de arileno
respectivos (incluyendo arsendxido o equivalente de arsen6xido) pueden estar en una relacién para-, meta- u orto-, y

donde cada alquileno, arileno y acilo puede estar sustituido independientemente con hidrégeno, alquilo C,-Cs,
alquenilo C,-Cs, alquinilo C,-Cs, cicloalquilo C;-C,g, cicloalquenilo Cs-C,, arilo C4-C)5,, halo, ciano, cianato, isocia-
nato, OR,,, SR, nitro, arsendxido, -S(O)Rj, -S(O),R3, -P(O)R,R4, -N(R”),, -NRC(O)(CH,),,Q, -C(O)Rs,

i " A
R, R o R
Ry R R
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donde

cada R se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, arilo C4-Cy, y
acilo C,-Cs;

R», se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, arilo C4-Cj,, -S(O)R3, -S(O),R;, -P
(O)(Ry), y -C(O)Rs:

cada R; se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C;-Cs, arilo C¢-C»,
alcoxi C,-Cs, ariloxi C4-C)5, alquiltio C,-Cs, y ariltio C4-C)5,;

cada R, se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, arilo C¢-C»,
alcoxi C,-Cs, ariloxi C4-C),, alquiltio C,-Cs, ariltio C4-C5, halo y N(R),;

cada Rj se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C,-Cs, arilo C¢-C»,
alcoxi C,-Cs, ariloxi C4-C),, alquiltio C,-Cs, ariltio C4-C,,, OH, SH y N(R),;

Ry se selecciona entre el grupo que consiste en alquilo C,-Cs, arilo C¢-C)5, alquiltio C,-Cs, ariltio C4-C),, -S(O)R3,
-S(0);R; y -C(O)Rs,

R” es el mismo que el R anterior;

Q se selecciona entre halégeno y -OS(0),Q;; donde Q, se selecciona entre alquilo C;-C,, perfluoroalquilo C,-Cy,
fenilo, p-metilfenilo; y

mes2,3,465.

16. Un proceso in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 15, en el que
X estd ausente

B es acilo C,-Cs;

X’ es NR;

nesI;

B’ es fenileno; y

ResH;

donde los sustituyentes unidos directamente al anillo de fenileno pueden estar en una relacién para-, meta u orto-.

17. Un proceso in vitro de acuerdo con la reivindicacién 16 en el que dicho compuesto es:

COy H

HaN*" ~C0oz

donde R; a Ry, se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C;-Cs, arilo Cg-
C),, halégeno, hidroxi, amino, nitro, carboxi, alcoxi C;-Cs, -OS(O),R; y -NHC(O)CH,Q donde Q es halégeno, -OS
(0),CH;, -OS(0),CsHs y -OS(0O),-p-tolilo; y donde, cuando uno cualquiera de R; a Ry, es alquilo C,-Cs, arilo C4-C)5,
alcoxi C;-Cs, -OS(0O),R3, es capaz de formar un anillo condensado con el fenileno; y donde, ademas, al menos uno de
R; a Ry es alquilo C,-Cs, arilo Cs-C,,, alcoxi C,-Cs 0 -OS(O),R;, junto con al menos otro cualquiera de R; a Ry, es
capaz de formar un anillo condensado con el fenileno.

18. Un proceso in vitro de acuerdo con la reivindicacién 17 en el que R; a R, se seleccionan independientemente

entre el grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, hidroxi, amino, nitro, ciano, carboxi, alcoxi C;-Cs, metilo, etilo,
isopropilo, terc-butilo, fenilo y -NHC(O)CH,Q donde Q es halégeno, -OS(0O),CHj;, -OS(0),CsHs y -OS(O),-p-tolilo.
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19. Un proceso in vitro de acuerdo con la reivindicacién 16 6 17 en el que el grupo arsendéxido (-As=0) estd en la

posicién 4 del anillo de fenileno.

20. Un proceso in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19 en el que el compuesto se

selecciona entre el grupo que consiste en:

OR

HaN

ES 2330519 T3

“
Y
H
H
HA
H
H
H
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Ho, o
o b
A0 "
0
N7 H H
H H N N\/ﬁ\m
HaN /\(N\j\N H H H
H oy H .

21. Un proceso in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19 en el que el compuesto se

representa por la Férmula VII:
COz’ H O
N -
WY f‘Lf.'/‘wZ
H
0 S
oﬁ/'
G

“on

As=0 (vIi)

en el que G se selecciona entre el grupo que consiste en; hidrégeno, halégeno, hidroxi, amino, nitro, carboxi, alcoxi C;-
Cs, alquilo C,-Cs y arilo C4-C,, y -NHC(O)CH,Q donde Q es hal6geno, OS(0),CH; -OS(0),CsH;s 0 -OS(O),-p-tolilo.

22. Un proceso in vitro de acuerdo con la reivindicacién 21 en el que G se selecciona entre hidrégeno, halégeno,
hidroxi, amino, nitro, carboxi, alcoxi C;-Cs, metilo, etilo, iso-propilo, terc-butilo, fenilo y -NHC(O)CH,Q donde Q es
halégeno, -OS(0),CHj, -OS(0),C¢Hs 0 -OS(0),-p-tolilo.

23. Un proceso in vitro de acuerdo con la reivindicacién 21 6 22, en el que G se selecciona entre hidroxi, fldor,
amino y nitro.

24. Un proceso in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, en el que el grupo arsenéxido
(-As=0) se reemplaza por un equivalente de arsen6xido como se define en la presente memoria.

25. Un proceso in vitro de acuerdo con la reivindicacién 24, en el que el equivalente de arsendxido es cualquier
especie reactiva de ditiol que muestra esencialmente la misma afinidad para ditioles que para -As=0.
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