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DESCRIPCION

Derivados de 1,4,5-dibenzol[b,f]tiadiazepinas 5,6-dihidro y su uso en el tratamiento de enfermedades neurodege-
nerativas.

La presente invencion se refiere a compuestos quimicos derivados del sistema heterociclico 1,4,5-dibenzo[b,f]tia-
diazepinas 5,6-dihidro y su uso como agentes para el tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central, pro-
vocadas por una serie de procesos incluidos en lo que genéricamente se denomina neurodegeneracion. Asi, la presente
invencion se encuadra dentro del campo de la quimica, bioquimica y de la industria farmacéutica.

Estado de la técnica anterior

El progresivo envejecimiento de la poblacién mundial trae consigo la indeseada consecuencia de un aumento de las
enfermedades neurodegenerativas y demencias seniles. Entre estas, la enfermedad de Alzheimer, EA en lo sucesivo,
es la enfermedad neurodegenerativa mas comun, responsable de aproximadamente dos tercios del total de casos de
demencia (variando entre 42% y 81% segun distintos estudios), con una prevalencia muy relacionada con la edad, que
se aproxima al 50% en la poblacién mayor de 85 afios, y que afecta mds a las mujeres que a los hombres (Nussbaum
R.L.etal., N. Engl. J. Med. 2003, 348, 1356-1364).

Varios son los procesos bioquimicos afectados en los cerebros de pacientes de EA: metabolismo anémalo y agre-
gacion de la proteina amiloide, hiperfosforilacién de la proteina tau, presencia incontrolada de especies oxidantes,
alteraciones de la homeostasis de los iones calcio (Ca** en lo sucesivo), pérdida neuronal, problemas en la neurotrans-
misién colinérgica, etc. Sin duda, una mejora de cualquiera de estas patologias por separado seria una aproximacioén
correcta, si bien incompleta, al tratamiento de la enfermedad. En la actualidad, los farmacos empleados para el trata-
miento de la EA son agentes que mejoran la neurotransmision colinérgica, capaces de aliviar los déficits cognitivos y
de memoria asociados a la EA, aunque s6lo de manera temporal (Mossello E. et al., Arch. Gerontol. Geriatr. Suppl.
2004, 9, 297-307).

Ante esta situacién, resulta obvia la conveniencia de disponer de firmacos capaces de actuar en los primeros
estadios de la enfermedad o, mejor atin, que produzcan una actividad protectora en la fase presintomadtica de la enfer-
medad, en el caso ideal de disponer de un sistema de diagnéstico precoz adecuado (Finehout E. J. et al., Ann. Neurol.
2007, 61, 120-129), y que sean capaces de restablecer o, al menos, mantener los procesos fisiolégicos afectados en las
enfermedades neurodegenerativas en los niveles mas préximos posibles a la normalidad funcional.

Estudios llevados a cabo tanto en modelos animales como en humanos demuestran que la pérdida del equilibrio en-
tre las especies oxidantes generadas por el metabolismo cerebral y los mecanismos protectores antioxidantes produce
el llamado estrés oxidativo, cuando dichos sistemas defensivos disminuyen su eficacia y son desbordados. Este estrés
oxidativo aumenta con la edad y se encuentra entre las primeras causas de la patogénesis de la EA (Behl C., Prog.
Neurobiol. 1999, 57, 301-323) posiblemente asociado a disfunciones de las mitocondrias neuronales (Reddy P. H.,
Antioxid. Redox Signal. 2007, 9, 1647-1658). Asimismo, se conoce que los productos con propiedades antioxidantes
son capaces de prevenir la apoptosis inducida por el péptido amiloide, asi como las alteraciones de la homeostasis de
Ca** en cultivos de neuronas corticales (Huang H. M. et al., Life Sci. 2000, 66, 1879-1892).

Descripcion de la invencion

La presente invencion estd relacionada con las propiedades antioxidantes y reguladoras del equilibrio idnico de
Ca* y, en general, preventivas de ciertos procesos patoldgicos de una familia de compuestos descritos en la presente
invencion.

Mais concretamente, la presente invencion se refiere a una familia de compuestos con la caracteristica estructural
comun de ser derivados del sistema heterociclico 1,4,5-dibenzo[b,f]tiadiazepinas 5,6-dihidro que presentan propieda-
des farmacoldgicas potencialmente ttiles para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como, por ejemplo,
la enfermedad de Alzheimer.

La presente invencién se basa en que los inventores han observado en compuestos de férmula general I interesantes
propiedades farmacoldgicas que los hacen ttiles como agentes terapéuticos con aplicacion en posibles tratamientos de
enfermedades neurodegenerativas como, por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer.

En los estudios farmacolégicos a que han sido sometidos, los compuestos objeto de la presente invencién han
mostrado una serie de actividades potencialmente muy ttiles en tratamientos de enfermedades neurodegenerativas, sin
perjuicio de que en estudios mas profundos, vayan apareciendo nuevas propiedades bioldgicas de posible interés. Las
actividades estudiadas, y que han mostrado resultados positivos, han sido:

- Actividad antioxidante mediante captacion de radicales libres.

- Modulacién de los canales de calcio disminuyendo la entrada de dichos iones.

- Capacidad de atravesar la barrera hematoencefélica y penetrar en el sistema nervioso central.
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Como se ha descrito anteriormente, y cada vez existe un mayor nimero de evidencias experimentales, la presencia
de especies oxidantes por encima de niveles fisiolégicamente aceptables, el llamado estrés oxidativo, se encuentra
muy en el origen de la enfermedad de Alzheimer (Borghi R. ef al., Neurobiol. Aging 2007, 28, 1009-1014), y a su vez
esta fuertemente relacionado con entradas incontroladas de iones Ca®>" (Huang H. M. et al., Life Sci. 2000, 66, 1879-
1892). Finalmente, un farmaco cuya diana terapéutica esté en el interior del cerebro o, en general, del sistema nervioso
central, debe de tener la propiedad de penetrar en dicho sistema atravesando la barrera hematoencefilica.

Por lo tanto, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto de férmula general I, o a un
isémero, sal farmacéuticamente aceptable y/o solvato del mismo (a partir de ahora compuestos de la invencion):

R1\/ S \/R2
N

donde:

R, R, son grupos iguales o distintos y se seleccionan cada uno de forma independiente de la lista que comprende
un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo (C;-Cy), un grupo alcoxilo, un halégeno, un grupo haloalquilo, un
grupo nitro, un grupo amino 6 un grupo aminoalquilo;

R;, R, son grupos iguales o distintos, y se seleccionan cada uno de forma independiente de entre un atomo de
hidr6geno o un grupo acilo (-CORj5); donde

Rs  se selecciona de un 4tomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C,-C;), sustituido o no sustituido.

incluyendo ambos enantiomeros o sus mezclas en cualquier proporcion, en el caso de que existan carbonos quirales
0, en general, cualquier tipo de isomeria.

Los compuestos de la presente invencion representados por la férmula (I) pueden incluir isémeros, dependiendo de
la presencia de enlaces multiples, incluyendo isémeros 6pticos o enantiémeros, dependiendo de la presencia de centros
quirales. Los isémeros, enantidmeros o diastereoisémeros individuales y las mezclas de los mismos caen dentro del
alcance de la presente invencién. Los enantiomeros o diastereoisémeros individuales, asi como sus mezclas, pueden
separarse mediante técnicas convencionales.

En una realizacién preferida de los compuestos de la invencion, R, y/o R, son un adtomo de hidrégeno, un haloal-
quilo, un grupo alcoxilo, un halégeno o un grupo nitro.

El término “alquilo” se refiere en la presente invencidn a cadenas aliféticas, lineales o ramificadas, que tienen de 1
a 10 atomos de carbono, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, tert-butilo, sec-butilo, n-pentilo, etc.
Preferiblemente el grupo alquilo tiene entre 1 y 6 &tomos de carbono. Los radicales alquilo pueden estar opcionalmente
sustituidos por uno o mds sustituyentes tales como un cicloalquilo, arilo, heteroarilo, alcoxilo, halégeno, nitro, amino o
amonio. En general, cualquier sustituyente puede estar situado en cualquier posicion. Preferiblemente el grupo alquilo
es sustituido por un halégeno, denominado “haloalquilo” o un por grupo amino, denominado “aminoalquilo”.

El término “haloalquilo” se refiere a un radical de férmula R,-CH;_,X,, donde R, representa el grupo alquilo,
seglin se definié anteriormente, X representa un grupo halégeno seleccionado de entre cloro, fldor, bromo o yodo, y n
toma los valores de 1, 2 6 3, dependiendo del nimero de dtomos de halégeno. Preferiblemente X es cloro o fldor y/o
n es 3. Mds preferiblemente es un grupo trifluorometil.

El término “alcoxilo” se refiere en la presente invencion a un grupo de férmula -OR,, donde R, es un grupo alquilo
seglin se definid anteriormente, por ejemplo un metoxilo, etoxilo o propoxilo. Preferiblemente es un metoxilo o etoxilo,
mas preferiblemente un metoxilo.

El término “amino” se refiere en la presente invencién a un grupo de férmula -NH,, -NHR, o -NR,R,. Donde R,
y/o R, puede ser un grupo alquilo o cicloalquilo, denominados alquilamino o cicloalquilamino.

El término “acilo” se refiere, en la presente invencion, a un derivado de 4cido carboxilico por eliminacion de un
grupo hidroxilo. Los derivados de 4cido carboxilico tienen como férmula general Rs-CO-, donde Rs se refiere un
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atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C;-Cq) con las acepciones anteriores, sustituido o no sustituido. Ejemplos
de grupo acilo, pero sin limitarse puede ser acetilo, propionilo, butanoico o hexanoilo, preferiblemente son acetilo o
propionilo. Rs, cuando es un grupo alquilo, puede ser lineal o ramificado e incluir enlaces dobles o triples. Ademds,
Rs, cuando es un grupo alquilo, puede estar opcionalmente sustituido por uno o mds sustituyentes tales como un
alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alcoxilo, halégeno, haloalquilo, nitro, amino, amonioalquilo
o amoniocicloalquilo. Preferiblemente puede estar sustituido por 1 o mas sustituyentes seleccionados de entre un grupo
alquilo (C,-C3), amino o heterocicloalquilo. Y estos sustituyentes, a su vez, pueden estar igualmente sustituidos o no,
si estdn sustituidos preferiblemente lo estdn por grupos alquilo como los descritos anteriormente. En una realizacion
preferida Rs es un alquilo sustituido por un grupo dimetilamino.

El término “heterocicloalquilo” se refiere, en la presente invencidn, a un radical estable monociclico o biciclico
de 3 a 10 miembros, que estd saturado o parcialmente saturado, y que consiste en d4tomos de carbono y de al menos
un heterodtomo seleccionados del grupo que consiste en nitrégeno, oxigeno o azufre. Preferiblemente el heterodtomo
es nitrégeno, y mas preferiblemente el ciclo es un anillo de 5 6 6 miembros. Ejemplos de heterocicloalquilos pueden
ser, sin limitarse a piperidin, piperazin, purina, pirazolin o pirrolidin. En una realizacién preferida, Rs es un alquilo
sustituido por heterocicloalquilos, sustituidos o no sustituidos, seleccionados de entre piperidin, piperazin o pirrolidin.

En una realizacién preferida de los compuestos de la presente invencion, los grupos acilo forman una agrupacién
tipo amida con los d4tomos de nitrégeno que forman parte del heterociclo de tiadiazepina.

Tal como aqui se utiliza, el término “derivado” incluye tanto a compuestos farmacéuticamente aceptables, es de-
cir, derivados del compuesto de férmula (I) que pueden ser utilizados en la elaboracién de un medicamento, como
derivados farmacéuticamente no aceptables ya que éstos pueden ser ttiles en la preparacion de derivados farmacéu-
ticamente aceptables. La naturaleza del derivado farmacéuticamente aceptable no es critica, siempre y cuando sea
farmacéuticamente aceptable.

Asimismo, dentro del alcance de esta invencion se encuentran los profdirmacos de los compuestos de férmula (I).
El término “profarmaco” tal como aqui se utiliza incluye a cualquier compuesto derivado de un compuesto de férmula
(D, por ejemplo, ésteres, incluyendo ésteres de dcidos carboxilicos, ésteres de aminoacidos, ésteres de fosfato, ésteres
de sulfonato de sales metdlicas, etc., carbamatos, amidas, etc., que, cuando se administra a un individuo es capaz de
proporcionar, directa o indirectamente, dicho compuesto de férmula (I) en dicho individuo. Ventajosamente, dicho
derivado es un compuesto que aumenta la biodisponibilidad del compuesto de férmula (I) cuando se administra a un
individuo o que potencia la liberacién del compuesto de férmula (I) en un compartimento biolégico. La naturaleza
de dicho derivado no es critica siempre y cuando pueda ser administrado a un individuo y proporcione el compuesto
de férmula (I) en un compartimento biolégico de un individuo. La preparacién de dicho profarmaco puede llevarse a
cabo mediante métodos convencionales conocidos por los expertos en la materia.

Los compuestos de la invencién pueden estar en forma cristalina como compuestos libres o como solvatos y se
pretende que ambas formas estan dentro del alcance de la presente invencion. En este sentido, el término “solvato”,
tal como aqui se utiliza, incluye tanto solvatos farmacéuticamente aceptables, es decir, solvatos del compuesto de
férmula (I) que pueden ser utilizados en la elaboracién de un medicamento, como solvatos farmacéuticamente no
aceptables, los cuales pueden ser utiles en la preparacién de solvatos o sales farmacéuticamente aceptables. La na-
turaleza del solvato farmacéuticamente aceptable no es critica, siempre y cuando sea farmacéuticamente aceptable.
En una realizacién particular, el solvato es un hidrato. Los solvatos pueden obtenerse por métodos convencionales de
solvatacion bien conocidos por los técnicos en la materia. Para su aplicacion en terapia, los compuestos de férmula
(D), sus is6meros, sales, profarmacos o solvatos, se encontrardn, preferentemente, en una forma farmacéuticamente
aceptable o sustancialmente pura, es decir, que tiene un nivel de pureza farmacéuticamente aceptable excluyendo los
aditivos farmacéuticos normales tales como diluyentes y portadores, y no incluyendo material considerado téxico a
niveles de dosificacién normales. Los niveles de pureza para el principio activo son preferiblemente superiores al 50%,
mas preferiblemente superiores al 70%, y mds preferiblemente ain superiores al 90%. En una realizacién preferida,
son superiores al 95% del compuesto de féormula (I), o de sus sales, solvatos o profarmacos.

A menos que se indique lo contrario, los compuestos de la invencién también incluyen compuestos que difieren
sOlo en la presencia de uno o mds atomos isotdpicamente enriquecidos. Por ejemplo, compuestos que tienen dicha
estructura, a excepcion de la sustituciéon de un hidrégeno por un deuterio o por tritio, o la sustituciéon de un carbono
por un carbono enriquecido en *C o *C o un nitrégeno enriquecido en °N, estan dentro del alcance de esta invencién.

Otra realizacion preferida de la presente invencion, comprende los siguientes compuestos de la invencién, o cual-
quiera de sus formas enantioméricas R, S y/o mezclas racémicas:

e 1,4,5-(5,6-dihidro)dibenzol[b,fltiadiazepina

e 1,4,5-(5,6-Diacetil-5,6-dihidrodibenzo[b,f])tiadiazepina

e 1,4,5-(2-Cloro-5,6-diacetil-5,6-dihidrodibenzol[b,f])tiadiazepina
e 1.4,5-(3-Cloro-5,6-diacetil-5,6-dihidrodibenzol[b,f])tiadiazepina
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o 1,4,5-(3-Metoxi-5,6-diacetil-5,6-dihidrodibenzo[b,f])tiadiazepina

e 1,4,5-(3-Nitro-5,6-diacetil-5,6-dihidrodibenzo[b,f])tiadiazepina

e 1,4,5-(3-Trifluorometil-5,6-diacetil-5,6-dihidrodibenzo[b,f])tiadiazepina

e 1,4,5-[2-Cloro-5,6-dihidro-5,6-bis[(4-metilpiperazin-1-il)acetil]]dibenzo [b,f]tiadiazepina
e 1.4,5-[1-Cloro-5,6-dihidro-5,6-bis[(piperidin-1-il)acetil|dibenzo[b,f]tiadiazepina.

e 1,4,5-[5,6-dihidro-5,6-bis(2’-dimetilaminopropionil)]dibenzo[b,f]tiadiazepina.

e 1,4,5-[5,6-dihidro-5,6-bis[2’-(piperidin- I -il)propionil]]dibenzo[b,f]tiadiazepina, o

o 1,4,5-[5,6-dihidro-5,6-bis[2’-(pirrolidin-1-il)propionil]]dibenzo[b,f]tiadiazepina.

Los compuestos de la presente invencién de formula (I) pueden ser obtenidos o producidos mediante una via
sintética quimica u obtenidos a partir de una materia natural de distinto origen.

En otro aspecto de la presente invencién se describe un procedimiento de obtencién de los compuestos de la
invencién de férmula (I) o un isémero, sal farmacéuticamente aceptable y/o solvato del mismo caracterizado por las
siguientes etapas:

a) Reaccién de un sulfuro diarilico de férmula (I1),

Ry— —R
1 a _ 2
O,N  NH,
Q)

en que R; y R, son los descritos anteriormente, en condiciones de nitrosacién, por ejemplo con un nitrito alcalino
en medio dcido. Esta reaccién da lugar a una N-nitrosoamina, que en general no necesita ser aislada y purificada para
la siguiente reaccion, siendo reducida a la correspondiente hidrazina (III)

b) Reduccién de N-nitrosoamina a hidrazina (III), por algin procedimiento general, bien conocido en sintesis
orgdnica, tal como por ejemplo el tratamiento con dicloruro de estafio o hidruro de litio y aluminio.

7 f | AN "
R4 g IR
ON HN.

¢) Acilacién de la hidrazina (IIT) mediante un exceso de algtin agente acilante en las condiciones habituales, por
ejemplo un cloruro o anhidrido de 4cidos sencillos de cadena alquilica, lineal o ramificada (C,-Cs) en presencia de
una base seleccionada entre trietilamina o piridina, en un disolvente aprético seleccionado entre cloruro de metileno o
piridina.

R —_ —_
TR P R;
OzNOC,N\N\H
|
R §©
avy R
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d) Ciclacién de esta hidrazida (IV) mediante una reaccion clasica en sintesis orgdnica en que por tratamiento con
una base fuerte en un disolvente polar aprético se obtienen las N,N’-dihidrazidas derivadas del sistema heterociclico
1,4,5-dibenzol[b,fltiadiazepina (V).

R1\/ S \/Rz
N
N-N
R-CO OC-R
V)

e) Hidrdlisis de las dihidrazidas de férmula general (V) siguiendo métodos comunes y muy conocidos en sinte-
sis orgénica, tales como el tratamiento con hidréxido potdsico en etanol, para obtener el heterociclo base (VI), que
corresponde a la férmula general (I), cuando R; y R, son hidrégeno:

R S \Rz

1\\ / \ //
HN—NH
V)

f) Derivatizacién del sistema heterociclico basico (VI) para conseguir los productos finales objeto de la presente
invencién, de férmula general (I). Estos derivados se obtienen siguiendo metodologias particulares segtn la naturaleza
de los grupos R3 y Ry, descritos anteriormente.

R1\/ S \/Rz
Y
R; Ry

Otro aspecto mas de la presente invencion se refiere al uso de los compuestos representados con la férmula general
(D) en la elaboracién de un medicamento o composicion farmacéutica, y preferiblemente ese medicamento o compo-
sicién farmacéutica se utiliza para el tratamiento de patologias o enfermedades provocadas por procesos oxidativos y
disfunciones de la homeostasis de los iones Ca* o, en general, de enfermedades susceptibles de beneficiarse de las
actividades biol6gicas mostradas por los productos descritos en la presente invencién, o bien de una sal, derivado,
profarmaco o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo.

Los compuestos de la invencidn, sus sales farmacéuticamente aceptables, profairmacos y/o solvatos, asi como las
composiciones farmacéuticas que los contienen, pueden ser utilizados junto con otros farmacos adicionales para pro-
porcionar una terapia de combinacién. Dichos farmacos adicionales pueden formar parte de la misma composicién
farmacéutica o, alternativamente, pueden ser proporcionados en forma de una composicién separada para su admi-
nistracién simultdnea o no a la de la composicién farmacéutica que comprende un compuesto de féormula (I), o un
profarmaco, solvato, derivado o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

Por tanto, otro aspecto de la presente invencidn se refiere a una composicion farmacéutica que comprende al menos
un compuesto de féormula general (I), preferiblemente junto con uno o méas excipientes farmacéuticamente aceptables
y opcionalmente al menos otro agente terapéutico activo.
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Otra realizacion preferida de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica til para el tratamien-
to de patologias o enfermedades del sistema nervioso que puedan ser provocadas por procesos oxidativos, o que al
menos dichos procesos jueguen un papel patolégicamente significativo o, en general, de enfermedades susceptibles de
beneficiarse de las actividades bioldgicas mostradas por los productos descritos en la presente invencion, en adelante
composicién farmacéutica de la invencién, que comprende un compuesto, en cantidad terapéuticamente efectiva, de
férmula (I), o mezclas de los mismos, una sal, profirmaco, solvato o estereoisdmero farmacéuticamente aceptable del
mismo junto con un portador, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable, para la administraciéon a un paciente.

Otra realizacién preferida de la presente invencion se refiere a la composicién farmacéutica de la invencién en
el grupo de enfermedades del sistema nervioso de caracter neurodegenerativo a que pertenecen, a titulo ilustrativo y
sin que limite el alcance de la invencién: enfermedades de Alzheimer, Creutzfeldt-Jakob, Parkinson o Huntington, la
demencia con cuerpos de Lewy o, en general, las enfermedades resultado de un deterioro de las neuronas causado
por procesos de oxidacién o de otro tipo tales como desequilibrios en la concentracién de iones calcio, sistemas de
neurotransmision, etc, que el sistema nervioso del paciente afectado no es capaz de controlar.

El alcance de un proceso neurodegenerativo en la presente invencién es aquel tal como la pérdida neuronal, fallos
en los procesos de neurotransmision o procesos derivados de fallos en el control de las especies oxidantes creadas en
el cerebro que dan lugar a estrés oxidativo patolégico.

Los adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden ser utilizados en dichas composiciones son
los adyuvantes y vehiculos conocidos por los técnicos en la materia y utilizados habitualmente en la elaboracion de
composiciones terapéuticas.

En el sentido utilizado en esta descripcion, la expresion “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad
del agente o compuesto capaz de desarrollar la accién terapéutica determinada por sus propiedades farmacoldgicas,
calculada para producir el efecto deseado y, en general, vendra determinada, entre otras causas, por las caracteristicas
propias de los compuestos, incluyendo la edad, estado del paciente, la severidad de la alteracién o trastorno, y de la
ruta y frecuencia de administracién.

En otra realizacion particular, dicha composicidn terapéutica se prepara en forma de una forma sélida o suspensién
acuosa, en un diluyente farmacéuticamente aceptable. La composicién terapéutica proporcionada por esta invencién
puede ser administrada por cualquier via de administracion apropiada, para lo cual dicha composicién se formulard
en la forma farmacéutica adecuada a la via de administracion elegida. En una realizacién particular, la administracién
de la composicion terapéutica proporcionada por esta invencidn se efectia por via oral, topica, rectal o parenteral
(incluyendo subcutdnea, intraperitoneal, intradérmica, intramuscular, intravenosa, etc.). Una revision de las distintas
formas farmacéuticas de administracién de medicamentos y de los excipientes necesarios para la obtencién de las
mismas puede encontrarse, por ejemplo, en el “Tratado de Farmacia Galénica”, C. Fauli i Trillo, 1993, Luzan 5, S.A.
Ediciones, Madrid, o en otros habituales o similares de las Farmacopeas Espafiola y de Estados Unidos.

El uso de los compuestos de la invencién es compatible con su uso en protocolos en que los compuestos de la
férmula (I), o sus mezclas se usan por si mismos o en combinaciones con otros tratamientos o cualquier procedimiento
médico.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para el tratamiento de pacientes afectados por enfer-
medades del sistema nervioso central en las que tengan lugar procesos oxidativos incontrolados u otros procesos en las
que los productos de la presente invencién produzcan un efecto benéfico. Este tratamiento consiste en la administra-
cién a los individuos afectados por estas enfermedades de cantidades terapéuticamente efectivas de un compuesto de
férmula (I), o una composicién farmacéutica que lo incluya. A titulo de ejemplo, enfermedades contempladas en esta
invencion son las enfermedades de Alzheimer, Creutzfeldt-Jakob, Parkinson o Huntington, la demencia con cuerpos
de Lewy o, en general, las enfermedades resultado de un deterioro de las neuronas causado por procesos de tipo estrés
oxidativo, desequilibrios i6nicos o fallos en algtin sistema de neurotransmision que el sistema nervioso del paciente
afectado no es capaz de controlar.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la préctica de la invencion.
Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la presente
invencion.

Ejemplos

A continuacion se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores, que pone de mani-
fiesto la efectividad del uso de los compuestos de la invencion.
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Ejemplo 1
Obtencion de los compuestos de la invencion
Los compuestos cuya actividad bioldgica es objeto de la presente invencion se sintetizaron siguiendo un procedi-

miento general en sintesis orgdnica. Dicho procedimiento estd representado en el siguiente esquema de reacciones, en
que los sustituyentes R, Ry, R,, R; y R, representan a grupos quimicos tal como han sido definidos anteriormente:

Esquema 1

Sintesis de los compuestos de formula (I)

LT T T
— —R — —R Ry —
T 2 AN 2 A SR
O,N NH N R .
) X ON HN. ON HN NH,

(I (my

= S AN R1\/ S \/ R2
R | | 7R N\ / \
. N — . 7 .
N . N—N
O ocC N NH

[ R-CO OC-R
' lele]
R g V)
(V)

R\/ S \/R R1\/ S \/R
G L o

HN—NH N-N_

R; Ry
\ (h

Esta sintesis en varios pasos parte del sulfuro diarilico (II), obtenido por procedimientos habituales en sintesis or-
gdnica, de facil ejecucion por parte de cualquier experto en este campo. Este compuesto (II) se sometié a condiciones
de nitrosacién, haciendo reaccionar la amina con nitrito sédico en un medio 4cido. En general, la N-nitrosoamina re-
sultante se obtuvo con una pureza suficiente como para no ser necesario su aislamiento y purificacion, siendo reducida
a la correspondiente hidrazina (III) mediante tratamiento con dicloruro de estafio o hidruro de litio y aluminio. Esta
hidrazina (III) se acilé por medio de un exceso de agente acilante para obtener la N,N’-dihidrazida (IV) que se cicl6 en
un medio alcalino, a las N,N’-dihidrazidas derivadas de 1,4,5-(5,6-dihidro)dibenzo[b,f]tiadiazepina (V). Algunos de
estos compuestos de férmula general (V) estan también incluidos como ejemplos y sometidos a evaluacién bioldgica.
Para llegar a los productos de férmula general (I), las dihidrazidas (V) fueron hidrolizadas con potasa etandlica para
obtener los heterociclos basicos (VI), que fueron derivatizados mediante agentes acilantes habitualmente utilizados
en quimica de aminodcidos, tales como hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinfosfonio (PyBOP) en
un disolvente polar y basico, como por ejemplo una mezcla de trietilamina en dimetilformamida, obteniéndose los
productos de férmula general (I).

En particular, y siguiendo el protocolo de sintesis representado en el Esquema 1, se obtuvieron y caracterizado los
siguientes compuestos:

Compuesto 1: 1,4,5-(5,6-dihidro)dibenzo[b.f]tiadiazepina. Sélido blanco. Punto de fusién: 121-123°C. EM: m/z =
215 [M+H]*, 237 [M+Na]* 'H-RMN (400 MHz, CDCl;), 6 (ppm): 7.50 (dd, 2H, J= 8.5 Hz, J= 1.9 Hz, H,, Hy), 7.39
(td, 2H, J=8.5 Hz, J=1.9 Hz, H,, Hy), 7.33 (dd, 2H, J= 8.5 Hz, J=1.9 Hz, H;, H;), 7.21 (td, 2H, J=8.5 Hz, J=1.9 Hz,
H,, Hy), 4.20 (s, 2H, 2NH). 3C-RMN (100 MHz, CDCl;), 6 (ppm): 151.6 (C), 150.0 (C), 135.5 (C), 132.4 (C), 131.8
(0), 131.2 (C), 130.2 (C), 129.9 (C), 129.5 (C), 129.3 (C), 128.7 (C), 127.6 (C). Pureza: 97% (HPLC).
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Compuesto 2: 1,4,5-(5,6-Diacetil-5,6-dihidrodibenzo[b,f] )tiadiazepina. S6lido blanco. Punto de fusion: 146-149°C.
EM: m/z =299 [M+H]" 321 [M+Na]* 319 [2M+Na]*. '"H-RMN (400 MHz, CDCl;), 6 (ppm): 7.48-7.29 (m, 7H, arom4-
ticos), 2.18 (s, 3H, CH3), 2.08 (s, 3H, CH;). *C-RMN (100 MHz, CDCl;), § (ppm): 171.4 (COCH3), 168.3 (COCH,),
133.8 (C), 132.1 (C), 130.2 (C), 128.9 (C), 128.7 (C), 128.5 (C), 128.1 (2C), 127.5 (C), 126.6 (C), 126.3 (C), 125.8
(0), 22.7 (CHj3), 22.3 (CHj3). Pureza: 95% (HPLC).

Compuesto 3: 1,4,5-(2-Cloro-5,6-diacetil-5,6-dihidrodibenzo[b,f])tiadiazepina. S6lido blanco. Punto de fusion:
195-197°C. EM: m/z = 333 [M+H]", 335 [M+2H]*, 355 [M+Na]*, 687 [2M+Na]*. '"H-RMN (400 MHz, CDCl;), 6
(ppm): 7.58-7.32 (m, 7H, arométicos), 2.26 (s, 3H, CH3), 2.11 (s, 3H, CH;). *C-RMN (100 MHz, CDCl,), § (ppm):
169.3 (COCHj;), 168.4 (COCHj;), 140.4 (C), 135.6 (C), 134.4 (C), 131.3 (C), 130.2 (C), 129.4 (C), 128.9 (2C), 128.5
(C), 127.3 (C), 126.7 (C), 126.0 (C), 22.5 (CHj;), 22.3 (CH;). Pureza: 100% (HPLC).

Compuesto 4: 1,4,5-(3-Cloro-5,6-diacetil-5,6-dihidrodibenzo[b,f])tiadiazepina. Sé6lido blanco. Punto de fusion:
119-121°C. EM: m/z = 333 [M+H]*. '"H-RMN (400 MHz, CDCl;), 6 (ppm): 7.85-7.31 (m, 7H, aromaticos), 2.46 (s,
3H, CHa3), 2.17 (s, 3H, CH;). *C-RMN (100 MHz, CDCl;), 6 (ppm): 171.3 (COCH;), 169.7 (COCH;), 144.4 (C),
141.3 (C), 135.2 (C), 133.4 (C), 132.8 (C), 131.5 (C), 130.3 (C), 130.0 (C), 127.4 (C), 126.6 (C), 123.7 (C), 120.4 (C),
24.2 (CHs;), 22.1 (CH3). Pureza: 100% (HPLC).

Compuesto 5: 1,4,5-(3-Metoxi-5,6-diacetil-5,6-dihidrodibenzo[b,f])tiadiazepina. Sélido blanco. Punto de fusidn:
99-101°C. EM: m/z = 329 [M+H]*. '"H-RMN (400 MHz, CDCl,), § (ppm): 7.51-7.19 (m, 7H, aromaticos), 3.78 (s, 3H,
CHs), 2.27 (s, 3H, CH3), 2.13 (s, 3H, CH;). *C-RMN (100 MHz, CDCls), 6 (ppm): 171.5 (COCH3), 169.1 (COCH,),
160.3 (C), 145.2 (C), 143.8 (C), 133.4 (C), 132.3 (C), 131.6 (C), 130.5 (C), 129.8 (C), 126.4 (C), 126.1 (C), 110.9 (C),
105.2 (C), 56.4 (C, CH;), 21.6 (CH;), 20.9 (CHj;). Pureza: 97% (HPLC).

Compuesto 6: 1,4,5-(3-Nitro-5,6-diacetil-5,6-dihidrodibenzo[b,f])tiadiazepina. S6lido amarillo. Punto de fusién:
111-113°C. EM: m/z = 344 [M+H]*, 366 [M+Na]*. 'H-RMN (400 MHz, CDCl;), 6 (ppm): 7.42-6.86 (m, 7H, aroma-
ticos), 2.25 (s, 3H, CH3), 2.01 (s, 3H, CH;). *C-RMN (100 MHz, CDCl;), § (ppm): 170.8 (COCH3), 169.5 (COCH,),
151.4 (C), 144.4 (C), 141.6 (C), 133.1 (C), 132.7 (C), 131.7 (C), 130.8 (C), 130.2 (C), 127.9 (C), 126.8 (C), 123.5 (C),
116.5 (C), 21.6 (CHs;), 20.9 (CH;). Pureza: 95% (HPLC).

Compuesto 7: 1,4,5-(3-Trifluorometil-5,6-diacetil-5,6-dihidrodibenzo[b,f] )tiadiazepin. Sélido blanco. Punto de fu-
sién: 125-127°C. EM: m/z = 367 [M+H]*. '"H-RMN (400 MHz, CDCl,), 6 (ppm): 7.69-6.93 (m, 7H, arométicos), 2.19
(s, 3H, CH3), 2.06 (s, 3H, CH;). *C-RMN (100 MHz, CDCl;), 6 (ppm): 170.8 (COCH3), 169.5 (COCHs;), 143.6 (C),
141.2 (C), 132.9 (C), 131.8 (C), 131.1 (C), 130.5 (C), 129.7 (C), 128.1 (C), 127.4 (C), 126.2 (C), 124.7 (C), 123.3 (O),
119.6 (C), 21.6 (CH3;), 20.9 (CH;). Pureza: 99% (HPLC).

Compuesto 8: 1,4,5-[2-Cloro-5,6-dihidro-5,6-bis[(4-metilpiperazin-1-il)acetil] [dibenzo[b,f]tiadiazepina. Sélido
blanco. Punto de fusién: 174-176°C. EM: m/z = 529 [M]*, 531 [M+2H]". '"H-RMN (400 MHz, CDCl;), 6 (ppm): 7.26
(m, 2H, Hg, H,), 7.11 (m, 2H, Hg, H,), 6.77 (td, 1H, J= 7.5 Hz, J= 1.1 Hz, H;), 7.52 (dd, 1H, J= 7.5 Hz, J= 1.1 Hz,
H,), 6.40 (d, 1H, J= 1.5 Hz, H,), 3.32 (s, 4H, 2CH), 2.22-2.59 (m, 16H, 8CH,), 2.18 (s, 6H, 2CH;). *C-RMN (100
MHz, CDCl,), 6 (ppm): 169.6 (2CO), 143.3 (Co,), 141.2 (C},), 133.6 (C3), 131.4 (Cy), 130.6 (C¢), 128.8 (2C, C,, Cy),
126.8 (Cy), 124.1 (C)), 123.7 (C,,), 122.2 (Cy), 120.6 (Cs,), 58.3 (2C, 2CH,), 54,7 (2C, 2CH,), 54,5 (2C, 2CH,), 45,6
(2C, 2CH3). Pureza: 100% (HPLC).

Compuesto 9: 1,4,5-[1-Cloro-5,6-dihidro-5,6-bis[(piperidin-1-il)acetil] Jdibenzo[b,f]tiadiazepina. Sélido blanco.
Punto defusién: 131-133°C. EM: m/z = 499 [M]*, 501 [M+2H]*. '"H-RMN (400 MHz, CDCl;), § (ppm): 7.14 (dd, 1H,
J=8.1 Hz, J= 1.2 Hz, Hy), 6.88 (m, 2H, H,, H®), 6.50 (m, 3H, Hy, H;, H;), 6.37 (dd, 1H, J= 7.5 Hz, J= 1.0 Hz, H)),
3.32 (s, 4H, 2CH), 2.65 (m, 8H, 4CH,), 1.67 (m, 8H, 4CH,), 1.56 (m, 4H, 2CH,). *C-RMN (100 MHz, CDCl;), &
(ppm): 169.6 (2CO), 144.9 (C,,), 143.5 (Cy,), 133.6 (C,), 131.6 (Cs), 130.6 (Cy), 128.9 (C,), 127.7 (Cy), 126.1 (Cy,),
125.3 (G5, C3), 121.0 (Cs,), 120.5 (Cy), 58.3 (2C, 2CH,), 55.7 (4C, 4CH,), 26.2 (4C, 4CH,), 23.5 (2C, 2CHj;). Pureza:
100% (HPLC).

Compuesto 10: 1,4,5-[5,6-dihidro-5,6-bis(2’-dimetilaminopropionil) Jdibenzo[b,f]tiadiazepina. Sélido blanco.
Punto de fusion: 138-140°C. EM: m/z = 365 [M+H]*. 'H-RMN (400 MHz, CDCl;), 6 (ppm): 7.58 (dd, 2H, J=8.5
Hz, J=1.9 Hz, H,, Hy); 7.44 (td, 2H, J=8.5 Hz, J=1.9 Hz, H,, Hy); 7.38 (dd, 2H, J=8.5 Hz, J=1.9 Hz, H;, H,); 7.27
(td, 2H, J=8.5 Hz, J=1.9 Hz, Hi, H,); 3.20 (t, 4H, J= 2.8 Hz, H;); 2.78 (t, 4H, J= 2.8 Hz, H,); 2.68 (s, 12H, 4CH;).
BC-RMN (100 MHz, CDCl;), 6§ (ppm): 170.6 (2CO); 152.3 (C); 151.6 (C); 136.4 (C); 133.7 (C); 132.7 (C); 131.9
(C); 130.0 (C); 129.5 (C); 129.2 (C); 129.0 (C); 128.6 (C); 127.9 (C); 52.6 (2C, Cy); 40.1 (2C, Cy,); 27.3 (4C, 4CH;).
Pureza 95% (HPLC).

Compuesto 11: 1,4,5-[5,6-dihidro-5,6-bis[2’-(piperidin-1-il)propionil] Jdibenzo[b.f]tiadiazepina. Sé6lido blanco.
Punto de fusién: 151-153°C. EM: m/z = 493 [M+H]*. '"H-RMN (400 MHz, CDCls), 6 (ppm): 7.62 (dd, 2H, J= 8.5 Hz,
J=1.9 Hz, H,, Hy), 7.48 (td, 2H, J=8.5 Hz, J=1.9 Hz, H,, Hy), 7.41 (dd, 2H, J=8.5 Hz, J=1.9 Hz, H;, H;), 7.33 (td,
2H, J=8.5 Hz, J=1.9 Hz, H,, Hy), 3.41 (m, 8H, 4CH,), 3.24 (t, 4H, J= 2.8 Hz, Hy), 2.96 (t, 4H, J= 2.8, Hy), 1.99 (m,
12H, 6CH,). *C-RMN (100 MHz, CDCl;), 6 (ppm): 170.6 (2CO), 152.7 (C), 151.2 (C), 136.7 (C), 133.8 (C), 132.4
(©), 131.9 (C), 130.7 (C), 130.3 (C), 129.8 (C), 129.6 (C), 129.1 (C), 127.9 (C), 54.6 (4C, 4CH,), 52.8 (2C, C3),29.3
(2C, C2), 23.7 (4C, 4CH,), 22.4 (2C, 2CH,). Pureza 100% (HPLC).
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Compuesto 12: 1,4,5-[5,6-dihidro-5,6-bis[2’-(pirrolidin-1-il)propionil] Jdibenzo[b,f]tiadiazepina. Sélido blanco.
Punto de fusién: 180-182°C. EM: m/z = 413 [M+H]*. '"H-RMN (400 MHz, CDCls), § (ppm): 7.53 (dd, 2H, J= 8.5 Hz,
J=1.9 Hz, H,, Hy), 7.41 (td, 2H, J=8.5 Hz, J=1.9 Hz, H,, Hy), 7.37 (dd, 2H, J=8.5 Hz, J/=1.9 Hz, H;, H;), 7.24 (td, 2H,
J=8.5Hz, /=19 Hz, H,, Hy), 3.25 (t, 4H, J= 2.8 Hz, Hy), 3.16 (m, 8H, 4CH,), 2.84 (t, 4H, J= 2.8 Hz, H,/), 1.88 (m,
8H, 4CH,). *C-RMN (100 MHz, CDCI;), § (ppm): 170.6 (2CO), 151.9 (C), 150.4 (C), 135.7 (C), 132.8 (C), 132.0
(©), 131.5 (C), 130.4 (C), 130.2 (C), 129.7 (C), 129.5 (C), 129.1 (C), 127.9 (C), 53.6 (4C, 4CH,), 49.8 (2C, Cy), 30.7
(2C, Cy), 23.9 (4C, 4CH,). Pureza 100% (HPLC).

Ejemplo 2
Actividades bioldgicas estudiadas en los compuestos de la invencion
2.1 Propiedades neuroprotectoras de los compuestos objeto de la invencion

Se evalud el efecto citoprotector de los compuestos en células de neuroblastoma humano, concretamente el poten-
cial neuroprotector de estos compuestos frente al estrés oxidativo producido por rotenona y oligomicina A, bloqueantes
de la cadena respiratoria de la mitocondria segtin fue descrito por Halliwell B. en J. Neurochem. 1992, 59, 1609-1623
y por Newhouse K. et al. en Toxicological Sciences 2004, 79, 137-146, respectivamente. El pardmetro de viabilidad
que se midié en ambos modelos era la actividad de la enzima lactatodeshidrogenasa (LDH en lo sucesivo), una enzima
que se libera al medio extracelular cuando muere la célula (Arias E. er al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 2005, 315, 1346-
1353).

El método experimental utilizado, siguiendo un procedimiento previamente descrito (Arias E. et al., Neuropharma-
cology 2004, 46, 103-114) es el siguiente: células SHSYSY de neuroblastoma humano fueron sembradas y cultivadas
en un medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s médium) conteniendo 15 aminoicidos no esenciales y suple-
mentada con un 10% de suero fetal de ternera, glutamina 1 milimolar, 50 unidades por mililitro de penicilina y 50
microgramos por mililitro de estreptomicina, manteniéndolas a 37°C en aire humidificado conteniendo 5% de diéxido
de carbono. En los ensayos, las células SH-SYS5Y fueron subcultivadas en placas de 48 pocillos con una densidad de
sembrado de 1x10° células por pocillo, o bien en placas de 96 pocillos con una densidad de sembrado de 2x10° células
por pocillo. En los experimentos de citotoxicidad, las células asi preparadas fueron tratadas con los compuestos a
medir en DMEM libre de suero.

Para estudiar la accion citoprotectora de los diferentes compuestos contra la muerte celular inducida por una com-
binaciéon de rotenona con oligomicina A 30 micromolar y 10 micromolar respectivamente. Todos los compuestos
fueron evaluados a varias concentraciones empleando protocolos de pre- y co-incubacion. En el primer protocolo de
preincubacion las células fueron tratadas con el producto a evaluar durante 24 horas. Después, los medios fueron re-
emplazados por medios frescos que auin contenian el compuesto mas el agente citotéxico, y fueron asi mantenidos
por un periodo adicional de 24 horas. En condiciones de co-incubacion, el agente citotéxico y el compuesto a evaluar
fueron afiadidos de forma simultanea y mantenidos en incubacién durante 24 horas. La viabilidad celular fue compro-
bada midiendo la actividad de la enzima LDH, como se ha explicado anteriormente, mediante el kit “Cytotoxicity Cell
Death” (Roche-Boehringer Mannheim) siguiendo las instrucciones del fabricante de dicho kit. La actividad LDH total
fue definida como la suma de las actividades LDH intra y extracelular. La actividad LDH liberada por las células al
morir fue definida como el porcentaje de la actividad LDH extracelular frente a la actividad LDH total. Las muestras
se analizaron espectrofotométricamente en un lector de placas (Labsystems iEMS Reader MF), empleando el filtro
adecuado (490 nm), obteniendo los valores de absorbancia mediante el programa DeltaSOFTII Versién 3,71 EMS.

En todos los ensayos farmacoldgicos se utilizé un control positivo como comparacién y para evaluar la bondad
del método empleado. En este caso su utilizé trolox, un bien conocido captador de radicales libres, nicleo activo
del antioxidante natural vitamina E (Petersen R. C. et al., New. Engl. J. Med. 2005, 352, 2379-2388); los resultados
obtenidos para los compuestos descritos como Compuestos 1 a 12 que se muestran en la siguiente Tabla 1, vienen
expresados en porcentaje de la actividad neuroprotectora.
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TABLA 1

Porcentaje de neuroproteccion frente a la mezcla de rotenona (30 uM) y oligomicina A (10 uM) de las
dibenzotiadiazepinas a tres concentraciones, en condiciones de pre- y co-incubacion

Pre-incubacion Co-incubacién

Comp. 0,3uM 1 uM 3 uM 0,3 uM tuM 3 uM
1 90.3"*  90.2*** 84.4™ 40.5* 31.4* 38.8**

2 64.8**  76.6** 81.5™ 49.0** 59.2** 63.2*

3 79.8***  88.9"*  91.1*** 9.3 38.3 38.3

4 751 71.4***  68.8*** 34.9** 35.6™ 40.8™

5 89.7***  97.0**  95.7*** 49.9** 50.1** 563.8**

6 83.8™*  75.8* 72.7** 26.2* 27.8* 21.9*

7 76.4**  91.1**  Q2.2*** 20.7* 35.0* 35.8™

8 86.0**  96.4**  97.5*** 43.3* 38.2** 35.6™

9 90.5***  83.9*** 83.4** 50.6** 42.6* 35.7*
10 759" 92 1**  96.1*** 8.1** 20.4* 15.9**
11 84.6™*  90.4™* 96.4*** 53.0* 55.4** 63.0*
12 99.3** 946  40.7* 40.7* 459" 32.7*
Trolox -- -- 56.1*** -- - 557

Los resultados son la media de 4 experimentos independientes (por triplicado).

#p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001.

Como conclusién de este apartado, estos resultados indican que los compuestos objeto de la presente invencién son
capaces de reducir la presencia de especies radicélicas con el consiguiente efecto neuroprotector, lo que las convierte
en potenciales fairmacos para el tratamiento de patologias generadas o favorecidas por estrés oxidativo o presencia de
especies radicdlicas en general.

2.2 Medida de la capacidad antioxidante de los compuestos: Captacion de peroxido de hidrogeno por los com-
puestos objeto de la invencion

Con el fin de determinar si los compuestos objetos de la invencién presentaban capacidad antioxidante, se selec-
cionaron 4 compuestos que habian dado buenos resultados como agentes neuroprotectores, los compuestos 2, 5, 8 y
11. La evaluacién se llevo a cabo utilizando una sonda, la DCFH-DA (2,7-diclorofluoresceina diacetato), que atraviesa
la membrana celular y es hidrolizada por esterasas celulares pasando a su forma no fluorescente DCFH,, la cual sufre
una reaccion de oxidacion con los radicales de oxigeno pasando a su forma fluorescente DCF (Molina-Jiménez M.
F. et al., Brain Res. 2004, 1009, 9-16). La disminucién de fluorescencia en presencia de los compuestos objeto de la
evaluacion, afiadidos a la vez que el téxico, indicaria un efecto secuestrador de radicales libres.

El protocolo seguido consistié en sembrar las células a una densidad de 2x10° células por pocillo en placas negras
de 96 pocillos, y mantenerlas durante 24 horas en el incubador. A continuacién, se cargaron las células con 10 uM de
DCFH-DA, se incubaron durante unos 45 minutos y, seguidamente, se afiadi6 el t6xico, per6xido de hidrégeno (H,0,)
a una concentracién 60 uM, que induce la formacién de radicales libres, mas el compuesto a las concentraciones mas
neuroprotectoras durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, se despegaron las células y se midi6 la fluorescencia en
un citémetro de flujo (Cytomics FC 500 MPL de la firma Beckman Coulter, 2 laseres: azul (488 nm) y rojo (633 nm),
5 PMT para fluorescencias con un rango de 185 a 900 nm).

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 340 458 B1

Los resultados de la capacidad antioxidante, (expresados como % de la reduccién de la fluorescencia generada por
H,0,) a una concentracién 60 uM, generadora de ROS, para los compuestos de la invencion, son los siguientes:

e Compuesto 2: 24.,0%
e Compuesto 5: 21,1%
e Compuesto 8: 22,2%
e Compuesto 11: 23,1%
e Trolox: 70.4%

Igual que en el apartado 2.1, estos resultados son una nueva prueba de la capacidad antioxidante y captadora de
radicales libres de los compuestos objeto de la invencidn, reforzando su atractivo como potenciales farmacos titiles
para el tratamiento de patologias en las que al menos una de las causas sea el estrés oxidativo.

2.3 Actividad de los compuestos objetos de la invencion como moduladores de la concentracion de calcio citosdlica

Igualmente se estudié si el mecanismo neuroprotector de los compuestos objeto de la invencién podria tener tam-
bién alguna relacién con una disminucién de la sobrecarga de calcio citosélico. En efecto, es conocido que la alteracion
de la homeostasis del calcio puede estar implicada en el desarrollo de diferentes enfermedades neurodegenerativas
(Weiss J. H. et al., J. Neurochem. 1994, 62, 372-375; Goodman Y. et al., Exp. Neurol. 1994, 128, 1-12; Ueda K. et
al., J. Neurochem. 1997, 68, 265-271). Una sobrecarga de calcio neuronal puede activar distintos procesos patologicos
como la alteracién del potencial de membrana mitocondrial o la produccién de radicales libres que llevaran finalmente
a la muerte celular (De Keyser J. et al., Acta Clin. Belg. 1999, 54, 302-305). Por lo tanto, un bloqueo de la entrada
excesiva de calcio a las células podria estar relacionado con el efecto neuroprotector observado. Para este estudio se
seleccionaron los mismos 4, entre los 12 compuestos que se muestran en esta patente, que habian sido evaluados como
antioxidantes frente a H,0,, los compuestos 2, 5, 8 y 11. Las células SH-SY5Y se sembraron en placas opacas de
96 pocillos, y se mantuvieron durante 24 h en el incubador; seguidamente se incubaron en oscuridad durante 40 min
a 37°C en una solucién Krebs-HEPES (compuesto por: NaCl (144 mM), KCl (5,9 mM), MgCl, (1,2 mM), CaCl, (2
mM), HEPES (10 mM), glucosa (11 mM)) que contenia la sonda fluorescente fluo-4/AM (10 uM), 4cido plurénico F-
127 (0,02%) y probenecid (1 mM). El 4cido plurénico es un detergente de baja toxicidad que se utiliza para impedir la
formacion de micelas y facilitar asi la carga de las células con el fluo-4/AM, un quelante de iones calcio, el cual emite
fluorescencia al unirse a él. El probenecid es un inhibidor del transportador aniénico de la membrana plasmadtica y su
uso reduce la pérdida de la sonda fluorescente.

Una vez finalizada la incubacién con la solucién de carga, las células se lavaron con Krebs-HEPES 'y, posterior-
mente, se mantuvieron 30 min en oscuridad a temperatura ambiente, para permitir la hidrdlisis del enlace éster de la
sonda por las esterasas intracelulares. A continuacién se inyectaron los compuestos a las concentraciones deseadas,
en los distintos pocillos de la placa, tras introducirla en un lector de fluorescencia en placas modelo Fluostar Optima
(BMG Labtechnologies) donde se cuantific6 la fluorescencia emitida por el Fluo-4/AM midiendo a las longitudes de
onda de 485 nm (excitacién) y 520 nm (emision).

En todos los experimentos con los diferentes tratamientos se comprobd el estado del cultivo celular, aplicando un
pulso despolarizante (70 mM de KCl) a un pocillo control y como control positivo se utilizé nifedipino, un bloqueante
de los canales de calcio voltaje-dependientes del subtipo L.

Los resultados del bloqueo de la concentracion de calcio, expresados como % de fluorescencia para los compuestos
de la invencidn, son los siguientes:

e Compuesto 2: 29.2% a 10 uM
e Compuesto 5: 18,6% a 10 uM
e Compuesto 8: 31,0% a 10 uM
e Compuesto 11: 24,4% a 10 uM
o Nifedipino: 35.8% a 10 micromolar.

Los resultados descritos indican como muy probable un doble mecanismo para la accién neuroprotectora que
muestran los compuestos objeto de esta invencion:

e Como antioxidante mediante captacion de radicales libres

e Favoreciendo la disminucién de iones calcio en el citosol por modulacién de los canales de calcio voltaje-
dependientes.

La actividad neuroprotectora mediante este doble mecanismo hace que estos compuestos resulten muy atractivos
por su potencial utilidad para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.
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2.4 Capacidad de penetracion en el sistema nervioso central

Teniendo en cuenta el papel central que juega el cerebro en el organismo, cabe esperar que la propia evolucién lo
haya protegido de forma especial. Esto es cierto para todo el sistema nervioso central y de forma muy particular para
el cerebro, que aparece como un 6rgano blindado, un sistema aparte dentro del conjunto del organismo, separado por
una membrana de caracteristicas especiales llamada barrera hematoencefélica (BHE en lo sucesivo) que selecciona el
paso de determinadas moléculas en ambos sentidos. Es decir, de nada sirve obtener un producto que muestre una alta
actividad in vitro, con un gran potencial para el tratamiento de, por ejemplo, enfermedades neurodegenerativas si in
vivo no es capaz de alcanzar su diana terapéutica. Resulta entonces de gran importancia conocer si la molécula o familia
de moléculas objeto de una investigacion del tipo de la que se presenta en esta patente son capaces de atravesar la BHE
antes de alcanzar fases posteriores del desarrollo del potencial farmaco, en orden a introducir nuevas modificaciones en
la molécula o, incluso, detener la linea de investigacion si se confirma la incapacidad de los productos para penetrar en
el sistema nervioso central a través de la BHE, con el consiguiente ahorro de unas inversiones cada vez mds elevadas.

Existen algunos métodos in vitro para evaluar dicha capacidad de penetracion, siendo la llamada metodologia
PAMPA (Parallel Artificial Membrana Permeation Assay, descrita por Di L. et al. en Eur. J. Med. Chem. 2003, 38,
223-232) la més empleada debido a la maxima precision y verosimilitud que ofrecen sus resultados (Rodriguez-Franco
M. L et al., J. Med. Chem. 2006, 49, 459-462; Pavon F. J. et al., Neuropharmacol. 2006, 51, 358-366; Reviriego F. et
al., J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 16458-16459). En el caso de los productos objeto de esta invencidn, se estudié su
capacidad de atravesar la BHE utilizando dicha metodologia PAMPA en la forma que se describe a continuacién. Los
experimentos se realizaron empleando dos microplacas de 96 pocillos en un montaje tipo sandwich. La microplaca
superior (Millipore Ref. MAIPS4510) estd provista de 96 filtros hidréfobos de PVDEF, donde se deposita una disolucién
de extracto lipidico de cerebro de cerdo (Avanti Polar Lipids) en dodecano. La microplaca inferior posee 96 pocillos
con forma de lagrima (Millipore Ref. MAMCS9610).

La microplaca receptora se rellené con 180 uL por pocillo de una mezcla compuesta por buffer fosfato salino de
pH 7.4 (PBS) y EtOH en proporcién 70:30. El filtro de la placa donadora se cubrié con 4 uLL de una disolucién del
extracto lipidico de cerebro de cerdo en dodecano (20 mg mL™"). A continuacion, se afiadieron 180 uL de una disolu-
ciéon PBS:EtOH (70:30) de los compuestos a evaluar sobre la microplaca donadora, que se situ6 de forma cuidadosa
sobre la placa receptora. Después de 280 minutos de incubacién a 25°C la placa donadora se separé cuidadosamente y
se determind la concentracion de los compuestos en la placa receptora mediante espectroscopia UV. El método mide
la permeabilidad, expresando como tal la velocidad de paso de una barrera de un grosor dado en millonésimas de cen-
timetro (cm x 107%) por segundo. Los resultados se expresan como el valor medio mas/menos la desviacion estdndar
de tres ensayos independientes conteniendo cada uno de ellos cuatro repeticiones de cada compuesto a analizar. Pre-
viamente, el método fue validado con 15 fidrmacos comerciales: testosterona, verapamilo, imipramina, desipramina,
astemizol, progesterona, promazina, clorpromazina, clonidina, corticosterona, piroxicam, hidrocortisona, cafeina, al-
dosterona, lomefloxazina, enoxazina y ofloxazina, que ofrecieron valores comprendidos entre 22,9 + 0,1 (testosterona)
y 0,6 = 0,01 (ofloxazina), coherentes con los valores de permeabilidad descritos para dichos compuestos.

Los resultados obtenidos fueron:

Permeabilidad® Clasificacion®
Compuesto 2 10,1+ 0,1 SNC+
Compuesto 3 124 +0,5 SNC+
Compuesto 4 10,0+ 0,3 SNC+
Compuesto 5 126+£0,3 SNC+
Compuesto 6 20+0,1 SNC+/-
Compuesto 7 1,0+ 0,1 SNC+/-
Compuesto 8 59+0,2 SNC+
Compuesto 9 7,310,2 SNC+
Compuesto 10 14,2 £ 0,1 SNC+
Compuesto 11 53+0,2 SNC+
Compuesto 12 1,7+0,1 SNC+/-

* Permeabilidad experimental, expresada en paso del producto por una membrana de un grosor dado en millonési-
mas de centimetro (cm x 107°) por segundo, siguiendo el método descrito por Di L. et al. en Eur. J. Med. Chem. 2003,
38, 223-232.# SNC+ significa que penetra en el SNC y SNC- significa que no lo hace.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 340 458 B1

La conclusién que se extrae de estos resultados es que los productos objeto de la presente invencion, al ser capaces
de atravesar la barrera hematoencefdlica, son también capaces de alcanzar sus dianas terapéuticas en el cerebro, una
condicién casi imprescindible para formar parte de formacos utiles para el tratamiento de enfermedades del sistema
nervioso en general y neurodegenerativas en particular, tales como la enfermedad de Alzheimer.
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de férmula general (1)
R1 \/ S = R 9
A W
N—N’
R; Ry

donde:
R, R, son grupos iguales o distintos y se seleccionan cada uno de forma independiente de la lista que comprende
un dtomo de hidrégeno, un grupo alquilo (C,-Cs), un grupo alcoxilo, un halégeno, un grupo haloalquilo, un
grupo nitro, un grupo amino 6 un grupo aminoalquilo; y

R;, R, son grupos iguales o distintos, y se seleccionan cada uno de forma independiente de entre un dtomo de
hidrégeno o un grupo acilo (CORs); donde

Rs, se selecciona de un dtomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C,-C;), sustituido o no sustituido.

o un isémero, sal farmacéuticamente aceptable y/o solvato del mismo.

2. Compuesto segun la reivindicacién 1, donde R, y/o R, son un dtomo de hidrégeno, un haloalquilo, un grupo
alcoxilo, un halégeno o un grupo nitro.

3. Compuesto segtin la reivindicacion 2, donde R; y/o R, son un halégeno seleccionado de entre un dtomo de cloro
o de fldor.

4. Compuesto segun la reivindicacién 2, donde R; y/o R, son un grupo alcoxilo seleccionado entre metoxilo o
etoxilo.

5. Compuesto segun la reivindicacion 2, donde R; y/o R, son el grupo trifluorometil.
6. Compuesto seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde R; y R, es un agrupo acilo (CORs).

7. Compuesto segun la reivindicacién 6, donde Rs es un alquilo sustituido por 1 o mds sustituyentes seleccionados
de entre un grupo alquilo (C,-C;), amino o heterociclo.

8. Compuesto segtin la reivindicacién 7, donde el alquilo es sustituido por un metilo o un propilo.

9. Compuesto segtn la reivindicacion 7, donde el alquilo es sustituido por un grupo dimetilamino.

10. Compuesto segtn la reivindicacién 7, donde el alquilo es sustituido por un heterociclo seleccionado de la lista
que comprende piperidin, piperazin o pirolidin.

11. Compuesto segtn la reivindicacién 1, seleccionado de la lista que comprende:

e 1,4,5-(5,6-dihidro)dibenzol[b,fltiadiazepina

e 1,4,5-(5,6-Diacetil-5,6-dihidrodibenzo[b,f])tiadiazepina

e 1.4,5-(2-Cloro-5,6-diacetil-5,6-dihidrodibenzol[b,f])tiadiazepina

e 1,4,5-(3-Cloro-5,6-diacetil-5,6-dihidrodibenzo[b,f])tiadiazepina
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1,4,5-(3-Metoxi-5,6-diacetil-5,6-dihidrodibenzo[b,f])tiadiazepina

1,4,5-(3-Nitro-5,6-diacetil-5,6-dihidrodibenzo[b,f] )tiadiazepina

1,4,5-(3-Trifluorometil-5,6-diacetil-5,6-dihidrodibenzo[b,f])tiadiazepina

1,4,5-[2-Cloro-5,6-dihidro-5,6-bis[(4-metilpiperazin- 1 -il)acetil] |dibenzo[b,f]tiadiazepina

1,4,5-[1-Cloro-5,6-dihidro-5,6-bis[(piperidin-1-il-)acetil]]dibenzo[b,f]tiadiazepina.

1,4,5-[5,6-dihidro-5,6-bis(2’-dimetilaminopropionil) Jdibenzo[b,f]tiadiazepina.

1,4,5-[5,6-dihidro-5,6-bis[2’-(piperidin-1-il)propionil]Jdibenzo[b,f]tiadiazepina, o

1,4,5-[5,6-dihidro-5,6-bis[2’-(pirrolidin- 1-il)propionil ] Jdibenzo[ b, f]tiadiazepina.

12. Procedimiento de obtencién del compuesto de férmula general (I), que comprende las siguientes etapas:

a. nitrosacion de un sulfuro diarilico de férmula (II),

% | S | SN
R I Re
O,N  NH,

(in

donde: R| y R, estan descritos en la reivindicacion 1;

b. reduccidn de la N-nitrosoamina obtenida en el paso (a), obteniéndose la hidrazina (III);

= S X
R1_\ | | /_ R

ON HNv
@)

c. acilacién de la hidrazina (III) obtenida en el paso (b), obteniéndose las N,N’-dihidrazidas (IV)

d. ciclacion de la N,N’-hidrazida (IV) obtenida en el paso (c);

= S =
Ry~L 1R
N—N_
R-CO OC-R
V)
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e. hidrdlisis de derivados de 1,4,5-dibenzo[b,f]tiadiazepina (V) obtenido en el paso (d);

R\/ S \/R

HN—NH
(VD)

f. derivatizacién del heterociclo (VI) obtenido en paso (e), llegdndose a los compuestos de féormula general (I):

Ri~= NS R
NN

Ry Ry
)

13. Procedimiento segun la reivindicacién 12, donde la nitrosacién del paso (a) se lleva a cabo con nitrito alcalino
en medio 4cido.

14. Procedimiento segun la reivindicacién 12, donde la reduccién del paso (b) se lleva a cabo mediante tratamiento
con dicloruro de estafio o hidruro de litio y aluminio.

15. Procedimiento segin la reivindicacién 12, donde la acilacion del paso (c) se lleva a cabo mediante un exceso
de un agente acilante seleccionado de entre un cloruro o anhidrido de 4cidos sencillos de cadena alquilica, lineal
o ramificada (C,-Cs) en presencia de una base seleccionada entre trietilamina o piridina, en un disolvente aprético
seleccionado entre cloruro de metileno o piridina.

16. Procedimiento segtn la reivindicacién 12, donde la ciclacién del paso (d) se lleva a cabo mediante tratamiento
con una base fuerte en un disolvente polar aprético.

17. Procedimiento segtin la reivindicacién 12, donde la hidrdlisis de paso (e) se lleva a cabo mediante tratamiento
con hidréxido potésico en etanol.

18. Composicién farmacéutica que comprende al menos un compuesto de férmula (I) segiin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11.

19. Composicién segun la reivindicacién 18, que ademds comprende un excipiente farmacéuticamente aceptable.

20. Composicién segtin cualquiera de las reivindicaciones 18 o 19, que ademds comprende un agente terapéutico
activo.

21. Uso del compuesto de férmula general (I) para la elaboracién de un medicamento.

22. Uso del compuesto de férmula general (I) para la elaboraciéon de un medicamento para la prevencién y/o
tratamiento de trastornos o enfermedades en los que estén implicados procesos oxidativos.

23. Uso segtn la reivindicacion 22, donde los trastornos o enfermedades pertenece al grupo de las enfermedades
neurodegenerativas.

24. Uso segun la reivindicacion 23, donde la enfermedad neurodegenerativa es la enfermedad de Alzheimer, enfer-
medad de Parkinson o enfermedad de Huntington.
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1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
DO1 ES 472159 A1 05-02-1979
D02 Journal of Organic Chemistry 1982, Vol. 47, pp. 2214-2215 00-00-1982
D03 GB 920400 A 06-03-1963
D04 US 3170930 At 23-02-1965
D05 Electrochimica Acta 1978, Vol. 23, pp. 589-598 00-00-1978

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la invencién es un compuesto derivado de dibenzotiadiazepina de férmula general (1), un procedimiento en varias
etapas para la obtencion del mismo, una composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto de férmula (1) y el
uso del compuesto (I) para la elaboracién de un medicamento.

Novedad (Articulo 6.1 de la Ley de Patentes):

El documento D01 divulga una serie de compuestos Utiles como productos de partida para la sintesis de agentes antiinflama-
torios y antirreumaticos, y cuya férmula general (1) solapa con el compuesto de la invencién cuando X (que se corresponde con
R1 6 R2 en la solicitud) es hidrégeno o halégeno, siendo R3 y R4 hidrégeno (ver pagina 2, lineas 1-13). También se recoge el
compuesto de férmula general (V) que igualmente solapa con la férmula general de la invencién, si en esta Ultima R3 y R4 son
acetilo (ver pagina 3). En concreto, se divulgan los compuestos 2-cloro-5,6-diacetil-(dibenzo-1,4,5-tiadiazepina) y 2-cloro-5,6-
dihidro-(dibenzo-1,4,5-tiadiazepina) (ver ejemplos 3 y 4), que son dos de los compuestos que se recogen en la reivindicacion
11 de la solicitud.

En el documento D01 se divulga también un procedimiento (ver pagina 2, linea 14-pagina 3, linea 21) para la preparacién de
las benzotiadiazepinas de férmula (), que supone las siguientes etapas: 1) diazotacién de un compuesto de férmula general
Il (idéntico al compuesto Il de la solicitud) con nitrito sédico en medio de acido clorhidrico y posterior reduccion de la sal de
diazonio con dicloruro de estafo (etapas a y b del procedimiento de la invencion); 2) reaccion de la hidrazina Ill (compuesto 1lI
de la solicitud) con cloruro de acetilo en benceno anhidro (etapa c del procedimiento de la solicitud); 3) ciclacién del compuesto
IV (compuesto IV de la solicitud) por tratamiento con carbonato potasico en N,N-dimetilformamida (etapa d de la solicitud); 4)
hidrélisis del compuesto diacetilado V con KOH en medio hidroalcohélico (etapa e del procedimiento de la invencién).

Este procedimiento es idéntico al procedimiento de la invencién, con la Unica diferencia de que este Ultimo presenta una etapa
adicional de derivatizacion del compuesto VI (compuesto | en el que R3 y R4 son H) que permite obtener los compuestos de
férmula | en los que R3 y R4 sea un sustituyente diferente a H 6 acilo, y que, por tanto, sera opcional.

Por tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-3, 6-8, 11-17 no es nuevo con respecto a lo divulgado en el
documento DO1.

Del mismo modo, el documento D02 divulga una serie de compuestos Utiles como productos de partida para la sintesis de
analogos del antiinflamatorio fenilbutazona, cuyas férmulas generales 1 (R3=R4=H, en la férmula (I) de la invencién) y 5
(R3=R4=0Ac) solapan con el compuesto de la invencion, siendo X (que se corresponde con R1 6 R2 en la solicitud) un grupo
electronegativo (ver pagina 2214). En concreto, se divulgan los compuestos diacetilados 5a, 5b y 5¢, que son, 2-cloro-, 3-
cloro- y 4-cloro-5,6-diacetil-5,6-dihidrodibenzo[b,f][1,4,5]tiadiazepina), respectivamente, y que se obtienen por acetilaciéon de
los nitroderivados de los correspondientes hidrazinodifenilsulfuros, y posterior ciclacion con carbonato potasico. La hidrdlisis
de los diacetilderivados 5a-5¢ con hidréxido potasico en etanol da lugar a los correspondientes compuestos de féormula, y que
son, 2-cloro-, 3-cloro- y 4-cloro-5,6-dihidrodibenzo[b,f][1,4,5]tiadiazepina (ver pagina 2215, seccion experimental).

En consecuencia, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-3, 6-8, 11-17 no es nuevo con respecto a lo divulgado
en el documento D02.
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Hoja adicional

El documento D03 divulga una serie de compuestos derivados de 5,6-dihidro-dibenzo(b,f][1,4,5]tiadiazepina, entre los que se
encuentran los de formula general lll, que solapan con la formula general (I) de la invencion, cuando X es Sy R2’y R3 en
la férmula Il (que se corresponden con R1 y R2 en la férmula de la invencion) se seleccionan independientemente entre H,
halégeno, alquilo y alcoxilo (ver pagina 1, lineas 33-63).

Por tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1 y 2 no presenta novedad segun lo divulgado en el documento
D03.

El documento D04 divulga un grupo de compuestos derivados de dibenzo[1,4,5]tiadiazepina, entre las que se encuentra la
5,6-dihidrodibenzo[1,4,5]tiadiazepina 1, que se incluye dentro de la férmula general (I) de la invencion, cuando en ésta R1, R2,
R3y R4 son H (ver columna 2, lineas 35-36).

Por tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1 y 2 no es nuevo respecto a lo divulgado en el documento D04.

Del mismo modo, el documento D05 divulga también el compuesto (V) 6 1,2,dihidro-dibenzo(b,e)-(1,4,5)-tiadiazepina, que se
corresponde con la férmula general (1) de la invencién, cuando, en dicha formula R1, R2, R3 y R4 son H (ver pagina 589).

Por consiguiente, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1 y 2 no es nuevo segun lo divulgado en el documento
DO05.

Sin embargo, ninguno de los documentos D01-D05 divulga un compuesto de féormula (1) en el que R1 y/6 R2 sean, independien-
temente, un grupo alcoxilo, trifluorometilo o un grupo acilo sustituido para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
(reivindicaciones 4, 5, 9 y 10 (producto), 18-20 (composicién) y 18-24 (uso)). Tampoco se recoge en estos documentos su-
gerencia alguna que pudiera conducir al experto en la materia hacia la formulacién de estos compuestos con la actividad
mencionada.

Por tanto, se considera que la invencion recogida en las reivindicaciones 4, 5, 9, 10 y 18-24 cumple los requisitos de novedad
y actividad inventiva, segun lo establecido en los Articulos 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes.
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