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Disulfide, Sulfide, Sulfoxide, and Sulfone Derivatives of
Cyclic Sugars and Uses Thereof

Field of the invention

The present invention relates to disulfide, sulfide,
sulfoxide, and sulfone derivatives of 1,4:3,6 -
dianhydrohexite mononitrate and their use for the prevention
and/or treatment of vascular disorders, ]

Technical background

Nitric oxide (NO) is one of the smallest and simplest of the
bioclogically active molecules in nature. Moreover, NO appears
to be one of the most ubiquitous molqcules in mammalian
species. As one of the most widespread signalling molecules,
NO is a major player in controlling nearly every cellular and
organ function in the body. NO is the only endogenous
molecule able to function as a neurotransmitter, autacoid,
constitutive mediator, inducible mediator, cytoprotective
molecule, and cytotoxic molecule.

Because NO plays multiple physiological roles in regulating
numerous and diverse organ functions, defects in the NO
pathway lead to the development of many different
pathological conditions. These disorders include
hypertension, atherosclercsis, coronary artery diseases,
cardiac failure, pulmonary hypertension, stroke:'impotence,
vascular complications in diabetes mellitus, gastrointestinal
ulcers, asthma, and other central- and systemic- nervous
system disorders.
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All nitric oxide donors (NODs) share the common property of
producing NO-related activity when applied in biological
systems and thus mimic endogenous NO responses. However, the
pathways leading to NO formation/release differ significantly
among the compound classes, as dco their chemical
reactivities. Whereas some compounds require enzymatic
catalysis, others produce NO non-enzymatically. In some
compounds, the liberation of NO is preceded by a reduction or
an oxidation. The process 1is complicqéed still more by the
specific susceptibility of compounds to the changes in pH,
oxygen, light and temperature and by the different by-product
formation that takes place during the.decomposition or the
metabolism. In addition, the kinetics of NO release from a
given compound is often more important than the absolute
amount of NO released. Moreover, the tissue distribution of
the NODs and the site where NO is generated is also of great
importance. All these considerations are important since they
explain the very different pharmacological profiles obtained
with the different NODs described in the literature and make
it necessary to fully characterize the pharmacological
profile of newly developed NODs in research and development.

Pharmaceutically useful NODs having a isosorbide-mononitrate
skeleton are disclosed in WO 00/20420. The compounds as such
disclosed therein do not form part of the present invention.
That application describes organic nitrates capable of
providing a potent vasodilating effect and which at the same
time show a small or null tolerance effect. However, no
indication exists for the possible use of said compounds for
the treatment of platelet activation; thrombosis; stroke;
tissue damage due to ischemia and/or to ischemia/reperfusion;
pathological conditions where oxidative stress plays an
important role in their pathogenesis; and/or atherosclerosis.
Accordingly the new use of said compounds forms part of the
present invention.
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One of the principal problems of the nitrated organic
compounds described in the literature and those used
clinically resides in the fact that their mechanism of action
is the relaxation of vascular smooth muscle without modifying
other pathologic processes involved in cardiovascular
diseases.

Tissue ischemia results in the depletion of intracellular
adenosine triphosphate (ATP) stores, which subsequently
compromises the function of membrane-associated, ATP-
dependent ionic pumps in endothelial cells. This membrane
dysfunction allows entry of calcium, sqQdium, and water into
the cells. The resultant accumulation of calcium and other
ions in the cell can result in cell swelling and the
inappropriate activation of cellular enzymes. One enzyme that
is activated by the rise in intracellular calcium during
lschemia is xanthine dehydrogenase (XDH). Under normal
conditions, hypoxanthine (a breakdown product of ATP
metabolism) is oxidized by XDH, in an NADPH-dependent manner,
to produce xanthine and uric acid. However, during the
hypoxic condition of ischemia, hypoxanthine levels rise
within the cell due to ATP hydrolysis, and there is a
calcium-dependent activation of proteases that convert the
NADPH-reducing XDH to an oxygen-reducing form of the enzyme,
namely, xanthine oxidase (X0). On restoration of blood flow
(reperfusion) to the tissue and with the reintroduction of
molecular oxygen, XO will convert hypoxanthine to xanthine
and urlc acid, and it will catalyze the reduction of
molecular oxygen to form both superoxide anion radicals (0;7)
and hydrogen peroxide (H;0z). This XO-dependent mechanism of
oxygen radical production has been invoked to explain the
involvement of O, and Hz0:. in reperfusion injury to a varlety
of organs, including intestine, brain, heart, and skeletal
muscle.

The generation of oxygen radicals in postischemic tissues
appears to overcome the capacity of endogenous antioxidants
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such as superoxide dismutase (SOD), catalase, glutathione to
protect endothelial and parenchymal cells. Exogenous
antioxidants such as SOD and catalase have been shown to
attenuate the leukocyte infiltration and tissue injury
elicited by ischemia and reperfusion.

Nitric oxide biocavailability appears to be reduced in
reperfusion, which is likely due to a decline in endothelial
NO production and an increased inactivation of NO by
endothelial-cell-derived Oz". The limited biocavailability of
NO contribute to the abnormal cell-cell interactions and
vascular dysfunction during reperfusiop. Nitric oxide-
donating compounds have shown promlse as protective agents in
experimental models of ischemla-reperfusion. However,
considering the processes involved in the damage by ischemia-
reperfusion it would be of great interest to have a molecule
with both properties: being a NO-donor and at the same time
with antioxidant properties.

Atherosclerosis is an active process initiated by a
continuous damage of the vascular endothelium. The view of
atherosclerosis as a response to a damage of the endothelium
was developed when the association of atherosclerosis with
risk factors (high LDL plasma levels, low HDL plasma levels,
hypertension, oxidative stress, tobacco consumption, diabetes
mellitus, high Lp(a) plasma levels or modification of LDL
such as oxidation or glycation that prevent LEDL removal by
the specific receptors) was studied. LDL accumulates in the
vascular wall as a consequence of a vascular endothelial
cells active transport. During this process, the LDL suffers
the oxldation of a part of the molecule. The presence of
oxidated-LDL (ox-LDL) is of capital importance in the |
development of the atherosclerotlc lesion. To the same

extent, the theory that oxidized LDL is responsible for some

of the pathological features of atherosclerotic lesions
derives from the findings in cultured cells systems that

xidized LDL causes cellular changes that correlate with
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known aspects of arterial lesions but are not induced by
native LDL. Endothelial injury, LDL retention ip intiméQ
interstitium, monocyte recruitment into intima, engorgement
of macrophages with lipoprotein-derived lipid, smooth muscle
cell migration and proliferation, accumulation of necrotic
cell debris, and tendencies towards vasoconstriction and
procoagulant activity are characteristics of atherosclerosis.

Cardiac allograft vasculopathy is an unusually accelerated
and diffuse form of coronary atherosclerosis that limits the
long-term success of cardiac transplantation. Coronary
endothelial vasodilatcor dysfunction is a common and early
marker for the development of cardiac allograft vasculopathy.

Accordingly, novel nitrated organic compounds which, in
addition to the vasodilating activity, could combine _
activities that would allow them to modify other pathologic -
processes involved in cardiovascular diseases, such as
atherosclerosis and tissue damage due to ischemia and/or due
to ischemia and reperfusion, will represent an important
advantage with respect to the compounds nowadays in use.

Summary of the invention

An object of the invention is a novel type of compounds,
derivatives of dianhydrohexite mononitrate, which are capable
of providing a potent vasodilating effect and which at the
same time modify other pathologic processes involved in
cardiovascular diseases such as, atherosclerosis, cardiac
allograft vasculopathy, and tissue damage due to ischemia
and/or to lschemia-reperfusion.

Another object of the invention is a novel type of compounds,
derivatives of dianhydrohexite mononitrate, which are capable
of providing a potent antithrombotic effect even at a dose
that does not modify the blood pressure.
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Another object of the invention is a novel type of compounds,
derivatives of dianhydrohexite mononitrate, which are capable
of providing a synergistic effect with thrombolytic drugs,
anticoagulants, antithrombotics, antioxidants and
hypolipemiant drugs.

A further object of the present invention relates to the new
use of derivatives of dianhydrohexite5mononitrate for the
manufacture of a pharmaceutical compdbition for the treatment
of cardiovascular disorders related to atherosclerosis.

Detailed descoription of the invention

It is an object of the present invention to provide a
compound according to formula (I), or a tautomer, a
pharmaceutically acceptable salt, a prodrug or a solvate
thereof:

R
|

X~8(0)y |
(o]

0

H
o
“NO,
()]

wherein:
n is an integer of 0, 1, or 2,
X represents -8{(0)p-, -(C=0)- or a single bond, whe:ein'm is

an integer of 0, 1, or 2; with the proviso that when X
represents - (C=0)- then n is 0,

— -
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R represents hydrogen or is a residue R2, which residue R2 is
selected from the group consisting of:

Ci-¢ alkyl;

Co-g alkenyl;

C3-g cycloalkyl;

C3-g cycloalkyl, wherein one CHs group is replaced by O,
S, NH or NCHj3; '

C4-8 cycloalkenyl: -

C4-g cycloalkenyl, wherein one Cﬁz group is replaced by
0, S, NH or NCH3; n
phenyl; -

pyridyl;

thiophenyl;

nitrosyl;

S-cysteinyl;

S-glutathionyl; and

r

wherein R* 1s selected from the group consisting of
hydrogen, Ci.¢ alkyl, Cz-g alkenyl, C3-g cycloalkyl,
C4-8 cycloalkenyl, acetyloxy, hydroxyl, ONO2 and
halogen,

wherein R2 optionally is substituted by one to three
groups independently selected from Ci.g alkyl,

Ca.¢ alkenyl, C3.g cycloalkyl, C4.g cycloalkenyl,
acetyloxy, hydroxyl, ONO, and halogen.
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It is preferred in the compounds according to formula (I)
when RXS(0)p- and -ONO; are trans to each other with respect
to the ring plane, as depicted in formulae (Ia) and (Ib):

? )
70
o =
A O‘N

that then RXS(Q)p~ does not represent Z §—, wherein Z is
an C1-C4 alkyl group, aryl group, or an aralkyl group.

Surprisingly, in addition\to the potent vasodilating effect
with small or null tolerance, the compounds of formula (I)
possess anti platelet activation, anti thrombotic, anti
stroke, anti oxidant, anti tissue injury/damage due to
ischemia and/or ischemia/reperfusion, and anti
atherosclerotic properties.

Another embodiment of the present invention relates to a
pharmaceutical composition comprising as active ingredient at
least one of the derivatives of dianhydrohexite mononitrate
according to formula (I), a tautomer, a pharmaceutically
acceptable salt, a prodrug or a solvate thereof.

A further embodiment of the present invention relates to the
use of at least one derivative of dianhydrohexite mononitrate
according to formula (I), a tautomer, a pharmaceutically:
acceptable salt, a prodrug or a solvate thereof as active
ingredient for the manufacture of a pharmaceutical
composition for the prevention and/or treatment of
atherosclerosis, endothelial dysfunctions, vasospasm, cardiac
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Examples of basic salts include inorganic salts such as salts
of sodium, potassium, calcium, ammonium, magnesium, aluminium
and lithium, and organic salts such as ethylenediamine,
ethanolamine, N,N—dialkyieneethanolamine, triethanolamine,
glucamine and basic salts of amino acids.

The particularly preferred derlvatives or prodrugs are those
that increase the bioavailability of compounds of the present-
invention when such compounds are administered to a patient
{for example, allowing that an administered compound of oral
form more quickly 1s absorbed in blood) or those that
increase the liberation of the corresppnding compound to a
biological compartment {(for example, the brain or the
lymphatic system).

Any compound that is a prodrug of a2 compound of formula (I)
belongs to the scope of the invention. The term “prodrug” 1is’
used in the amplest sense and includes derivatives that “in
vivo” are metabolized into compounds of the invention. Such
derivatives include, depending on the present functional
groups in the molecule and without limitation, the following
derlivatives: esters, esters of amino acids, phosphate esters,
metallic salts of sulfonated compounds, carbamates and amide
esters.

The compounds of the present invention can preferably be in
their crystalline form, or like free compounds or solvates.
The solvation methods which can be applied are those
generally known in the art. The suitable solvates are
pharmaceutically acceptable solvates. It is preferred that
the solvate is a hydrate.

It is preferred that the compounds of formula (I), or their
salts or solvates are in their acceptable pharmaceutically
substantially pure form. By pharmaceutically acceptable form
it is understood, “inter alia”, having an pharmaceutically
acceptable level of purity excluding usuval pharmaceutical
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allograft vasculopathy, dysfunctions of the circulatory
system, platelet activation, thrombosis, stroke, pathological
conditions where oxidative stress plays an important role in
their pathogenesis such as but not limited to Alzheimer’s
disease, pathological conditions where a deflcit of nitric
oxide plays an important role in their pathogenesis, and/or
tissue damage due to ischemia and/or due to ischemia-
reperfusion.

The above used expressions will be outlined in more detail
below: .
The expression “pharmaceutically acceptable salt, solvate or
prodrug thereof” describes any pharmaceutically acceptable
salt, ester, solvate or any other compound that, administered
to a patient (directly or indirectly), provides a compound
described herein. Nevertheless, it will be considered that
the pharmaceutically non acceptable salts also are included
within the limits of this invention since these compounds can
be useful in the preparation of pharmaceutically acceptable
salts. Preparation of salts, prodrugs and derivatives can be
carried out by methods known in the state of the art.

For example, pharmaceutically acceptable salts of compounds
described herein are synthesized from the corresponding
compound, that contains an acid or basic group, by
conventional chemical methods. Generally, these salts are,
for example, prepared by means of the reaction of free acidic
or basic forms of these compounds in a stoichiometric amount
with a corresponding base or acid in water or an organic
dissolvent or a mixture of both. Non—-aqueous media like
ether, ethyl acetate, isopropanol or acetonitrile are
generally preferred. Examples of acid salts include mineral
acid salts such as hydrochloride, hydrobromide, hydriodide,
sulphate, nitrate, phosphate and organic acid salts such as
acetate, maleate, fumarate, citrate, oxalate, succinate,
tartrate, mandelate, methylsulphonate and p-toluensulphonate.
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additives such as diluents and carriers, and including
material considered non-toxic at levels of normal doses. The
levels of purity for the drug are over 50%, preferably over
70% and still more preferable over 90%. In an even more
preferred embodiment the compounds of formula (I), or the
salts, solvates or prodrugs thereof have purity over 95%.

The compounds of the present invention represented by the
formula (I) can include enantiomers, depending on the
presence of chiral or isomeric centeré, and/or depending on
the presence of multiple bonds (for example, 2, E). The puke
isomers, enantiomers or dlastereoisomers and their mixtures
are within the scope of the present invention.

The term "halogen" refers to fluorine, chlorine, bromine, or
lodine, whereof bromine is preferred.

The term "Cy.¢ alkyl"™ as used herein refers to a straight or

branched chain alkyl moiety having from 1 to 6 carbon atoms,

including for example, methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl, n-
butyl, iso-butyl, sec-butyl, t-butyl, pentyl, and hexyl.

The term "Cs_g alkenyl™ as used herein refers to a straight
or branched chain alkenyl moiety having from 2 to 6 carbon
atoms and at least one double bond of either E or 2
stereochemistry where applicable. This term would include,
for example, vinyl, allyl, 1- and 2-butenyl, and 2-methyl-2-
propenyl.

The term "C3.g cycloalkyl”™ as used herein refers to an
alicyclic group having from 3 to 8 carbon atoms. Some
1llustrative examples of such cycloalkyl groups are
cyclopropyl, cyclobutyl, cyclopentyl and cyclohexyl.

Accordingly, the term "C3-g cycloalkyl wherein one CHz group
is replaced by O, S, NH or NCH3" refers to an alicyclic group
having from 3 to 8 carbon atoms wherein one CHp group is
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replaced by O, S, NH or NCH3. Some illustrative examples of
such groups are tetrahydropyrane, tetrahydrofurane,
pyrrolidine, piperidine, and tetrahydrothiophene.

The term "C4-g cycloalkenyl™ refers to an alicyclic group
having from 4 to B carbon atoms. Some illustrative examples
of such cycloalkenyl groups are cyclopentenyl, cyclohexenyl,
cycloheptenyl and cyclooctenyl.

It 1s preferred that R represents hydrogen, Cj-g alkyl, Co-
¢ alkenyl, C3_g cycloalkyl, C4-g cycloalkenyl, (Ci1- )
6 alkyl)Ci-g cycloalkyl, (Ci-g alkyl)Cy-g cycloalkenyl,
phenyl or (Ci-g alkyl)phenyl, whereas Ci_g alkyl is
especially preferred.

It is further preferred that in formula (I) either one or
both of m and n 1s 0.

Also it is preferred that X represents a single bond or -S-.
It is especially preferred that the compounds of formula (I)

correspond to compounds which are represented by formula (Ia)
and/or formula (Ib):

F.* F.*
o) o)
o) o .
A Hob
O\Noz o"No,
(la) (1b)

The compounds of formula (I) also lnclude (R) and (S)
diastereoisomers according to the formulas (Ic) and (Id):

0000617
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A

ONO;

(id)

Especlally preferred compounds of formula (I) are:

2-thioisosorbide 5-mononitrate, -

5,5’ -dinitrato-2, 2’ -dithiodiisosorbide,
2-methylthioisosorbide S5-mononitrate,

2-[ (R) -methylsulfinyl]isosorbide 5-mononitrate,
2-[(S)-methylsulfinyl]isosorbide 5-mononitrate,
2-methyl-sulfinylisosorbide 5-mononitrate,
2-methylsulfonylisosorbide 5-mononitrate,
S-nitroso-2-thioisosorbide S-mononitrate,
2-(tetrahydropyren-2-yl-thio) isosorbide 5-mononitrate,
2-{isosorbidyl-2’-dithio) isosorbide 5-mononitrate, and
2- (5’ -~acetyloxyisosorbidyl-2’-dithio)isosorbide 5-
mononitrate.

Further, it is especially preferred to use 2-acetylthio-

isosorbide-5-mononitrate (compound (12)), a tautomer, a
pharmaceutically acceptable salt, a prodrug and/or a solvate

thereof:
Hsc)J\?;

H
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as active ingredient for the manufacture of a pharmaceutical
composition for the prevention and/or treatment of
thrombosis, ischemia, cell/tissue damage induced by ischemia
and/or by ischemia and reperfusion, hypertension, vasospasm,
atherosclerosis and/or cardiac graft vasculopathy.

Additlcnally, the compounds of formula (I), especially 2-
acetylthioisosorbide 5-mononitrate (12), their tautomers,
pharmaceutically acceptable salts, prodrugs and solvates
thereof, may also be used in a theraﬁy for the prevention
and/or treatment of atherosclerosis, cardiac allograft
vasculopathy, platelet activation, thrombosis, stroke,
pathological conditions where oxidative stress plays an
important role in their pathogenesis, and/or tissue damage
due to ischemia and/or due to ischemia-reperfusion. These
compounds may especlally be used in the prevention and/or
treatment of pathological conditions, where oxidative stress’
plays an important role in their pathogenesis, such as
allerqgy, stroke, Alzheimer’s disease, and/or ischemic
cardiovascular diseases. The pharmaceutical compositions may
be administered by different routes. For example, they may be
administered orally in form of pharmaceutically preparations
such as tablets, capsules, syrups and suspensions.
Parenterally in form of solutions or emulsions, etc. They may
also be administered topically in form of creams, pomades,
balsams, etc., and transdermically for example through the
use of patches or bandages. They may also be applied directly
in the rectum as suppositories. The preparations may comprise
physliologically acceptable carriers, exclipilents, activators,
chelating agents, stabilizers, etc. In case of injections
there may be incorporated physiologically acceptable buffers,
solublilizing agents or isotonics.

The pharmaceutical compositions according to the present
invention may further comprise a thrombolytic agent,
preferably plasminogen activator, urokinase, streptokinase,
alteplase or anistreplase. They may also contain an
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anticoagqlant agent, preferably heparin, dicoumarol,
acenocoumarol, enoxaparine or pentosan polysulfate. Moreover,
they may contain additionally an antithrombotic agent
preferably acetyl salicylic acid, dipyridamole, ticlopidine,
clopidrogel, triflusal, pentosan polysulfate or abciximab.
They can further comprise an immunoglobulin or fragment
thereof having a specificity for glycoprotein IIb/IIIa.

Alternately, the pharmaceutical compositions according to the
invention may further comprise an hypélipemiant agent
preferably simvastatin, lovastatin, atorvastatin,
pravastatin, fluvastatin, eptastatin, }Jifibrol, acifran,
acitemate, glunicate or rosuvastatine. They may also contain
an antioxidant / free radical scavengers agent, preferably
selected from nicaraven, ranolazine, emoxipin, glutatione,
edaravone, raxofelast, lycopene, N-acetyl-L-cysteine, N-
acetyl-D-cysteine, a racemic mixture of N-acetyl-L-cysteine
and N-acetyl-D-cystelne, or carvedilol.

The pharmaceutical compositions according to the present
invention may be used for the treatment and/or prevention of
atherosclerosis, cardiac allograft vasculopathy, platelet
activation, thrombosis, stroke, tiésue damage due to ischemia
and/or due to ischemia-reperfusion, and/or pathological
conditions where oxidative stress plays an important role in
their pathogenesis (such as but not limited to allergy,
stroke, Alzheimer’s disease, ischemlic cardiovascular
diseases)}; and/or pathological conditions where a deficit of
NO plays an important role in their pathogenesis. They can
also be used for the treatment and/or prevention of
dysfunctions of the clirculatory system preferably
cardiovascular and coronary dysfunctions.

The daily doaé may be varied depending on the specific
symptoms, the age, the body weight of the patients, the
speclfic mode of administration, etc., and a daily normal
dose for an adult person could be between 0.1 to 500 mg, and
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could be administered as one dose only or divided into
several doses during the day.

The compounds of the present invention can be prepared by

preparation methods known in the art, by adaptation of the
known processes by the skilled person or by a new process

described below.

Hence, another embodiment of the present invention relates to
a processes for preparing compounds of formula (I),
tautomers, pharmaceutically acceptable salts, prodrugs and
solvates thereof. -
According to the invention it is preferable to prepare a
compound of the formula (I), a tautomer, a pharmaceutically
acceptable salt, a prodrug or a solvate thereof by the
process outlined below:

T
i 0
o ]
R
o\

NO,
()]

wherein:
n is an integer of 0, 1, or 2,

X represents -S(0)p- or a single bond, wherein m is an
integer of 0, 1, or 2,

and R represents hydrogen or is a residue R2, which residue
R& ig selected from the group consisting of:
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C1-6 alkyl;

C2-¢ alkenyl; -

C3-g cycloalkyl;

C3-g cycloalkyl, wherein one CHy group is replaced by O,
S, NH or NCH3;

C4-g cycloalkenyl;

C4-g cycloalkenyl, wherein one CHz group 1s replaced by
O, S, NH or NCHjy; :
phenyl;

pyridyl;
thiophenyl;
nitrosyl;
S-cysteinyl;
S-glutathionyl:; and

wherein R* 1s selected from the group consisting of
hydrogen, Cj-g alkyl, C>-¢ alkenyl, C3-g cycloalkyl,
C4-g cycloalkenyl, acetyloxy, hydroxyl, ONO2 and
halogen,

wherein R2 optionally is substituted by one to three
groups independently selected from the group consisting of
C1-6 2lkyl, Cs_g alkenyl, C3.g cycloalkyl, C4-p
cycloalkenyl, acetyloxy, hydroxyl, ONO2 and halogen,

which process comprises conducting the following steps:

a) effecting the hydrolysis of a compound of formula
(IIa):
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p ]
-

T hne
O
/

NO,
(lla)

wherein R’ is C3-Cg alkyl, preferably methyl, to
obtain the following compound:

HS, , -
F o
0~ §
H &

and

(b) optionally, effecting on the compound prepared
according to the step (a):

I. an oxidation reaction to obtain:

and/or
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optionally followed by a second oxidation to
obtain the following compound:

R* H

wherein:

n is 1 or 2,
X is -S(O)p~, wherein m 1s 0, 1 or 2, and
R* represants hydroxyl or ONO3;

II. a substitution reaction to obtain:
a compound according to formula (I), wherein:

n is an integer of 0,
X represents a bond,
and R does not represent nitrosyl,

optionally followed by an oxidation to obtain a
compound according to formula (I), wherein:

n is an integer of 0,

X represents -5(O)m~, wherein m is an integer of
0 or 1,

and R does not represent nitrosyl;
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III. a substitution reaction to obtain:

a compound according to formula (I), wherein:

n 1s an integer of 0, and
X represents -S-;

optionally followed by an oxidation to obtain
compound according to formula (I), wherein:

n is an integer of 1 or 2, and )
X represents -S5(0)y-, wherein m is 0, 1 or 2;

or
IV. 2 nitrosation reaction to obtain:

O
\NOQ .

According to the above process of the invention it 1is

especially preferable to prepare a compound of the formula
(Ia), a tautomer, a pharmaceutically acceptable salt, a
prodrug or a solvate thereof:

R
]

wherein n, X, m and R have the above meaning,
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and wherein said process comprises conducting the following
steps:

a) effecting the hydrolysis of a compound of formula
(II):

ReY

(I1)

wherein R’ is C1-Cg alkyl, preferably methyl,
to obtain 2-thioisosorbide 5-mononitrate (1),

H-s
-
.

and

(b) optionally, effecting on compound (1) prepared
according to the step (a):

I. an oxidation reaction to obtain:
5,5’ ~dinitrato-2,2'-dithiodiisosorbide (2) or

é—(isosorbidyl—Z'-dithio)isosorbide
5-mononitrate (8),
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optionally followed by a second oxidation to
obtain a compound according to formula (Ie):

Ri'

H

wherein:

nis 1 or 2,
X is -S(O)p-, wherein m is 0, 1 or 2, and
R* represents hydroxyl or ONO32;

II. a substitution reaction to obtain:
a compound according to formula (Ia), wherein:

n is an integer of O,
X represents a bond,
and R does not represent nitrosyl,

optionally followed by an oxldation to obtain a
compound according to formula (Ia), wherein:

n is an integer of 0,

X represents -S{(O)m-, wherein m is an integer of
Oor 1,

and R does not represent nitrosyl;
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III. a substitution reaction to obtain:
a compound according to formula (Ia), wherein:

n is an integer of 0, and
X represents -S5-;

optionally followed by an oxidation to obtain a
compound according to formula (Ia), wherein:

n is an integer of 1 or 2, and

X represents -S{(O)p-, whexrein m is 0, 1 or 2; or

IV. a nitrosation reaction to obtain:
S-nitroso-2-thioisosorbide 5-mononitrate (6).

Optional step (b) of this new process of the invention is
described schematically in Schemes 1 to 4 for specific
compounds of the invention. These Schemes 1 to 4 relate to
the oxidation reaction I, the substitution reaction II, the
substitution reaction III, and the nitrosation reaction IV,
respectively.

A specifically preferred process of the invention includes
steps (a) and (b) II for the preparation of:

2-[ (R) —alkylsulfinyl]isosorbide 5-mononitrate and/or
2-{(8)-alkylsulfinyl]isosorbide 5-mononitrate.

It is further preferred that both diastereoisomers are
separated subsequently, which separation may be carried out
by using conventional methods known in the art.

A further preferred preparation pr cess of the invention
concerns the preparation of a comp und of formula (11) or a

17
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tautomer, a pharmaceutically acceptable salt, a prodrug or a
solvate thereof:

A

(1)

which process comprises the following steps:

a) effecting an oxidation reaction of a compound of
formula (III):

wherein R’ is C;~Cg alkyl, preferably methyl,
to obtain 2,2’~dithio-diiscosorbide (10),
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(10)

and

({b) effecting a nitration reaction of the compound
prepared in step (a) with a nitrating agent in the
presence of a carboxylic anhydride, preferably acetic
anhydride.

Finally, another embodiment of the present invention relates’
to 2,2’-dithiodiisosorbide, compound (10), which 1is an
intermediate compound in the preparation of compound (11) of
the invention.

In the working examples herein (vide infra) there are
described in detall suitable processes to obtain various of
the compounds according to the general formula (I). In view
of these examples, it is within the skilled persons general
knowledge to obtain the compounds not explicitly exemplified
herein via suitable modifications of the working examples

. herein. It will be apparent to the skilled person that these
examples are solely for illustrative purposes and must not be
considered to limit the invention.

Examples
The compounds obtained in the examples that appear below are

identified by their proton ('-NMR) and carbon-13 ('°C-NMR)
nuclear magnetic resonance spectroscopy data.
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The nuclear magnetic resonance spectra were recorded with
Varian Gemini-2000 or Varlan Gemini-300 spectrometers.

The operating frequency and the solvent used to record the
spectrum are indicated in the 'H-NMR spectra. The position of
the signals is indicated in & (ppm), with the signal of the
solvent protons taken as the reference. The reference values -
were 7.24 ppm for deuterated chloroform and 2.49 ppm for
deuterated dimethyl sulfoxide. The signal obtained from
tetramethylsilane (TMS) protons is occasionally taken as an
internal reference, with 0 ppm used as a reference value. The
number of protons for each signal as measured by electronic
integration and the type of signal are indicated in
parentheses, using the following abbreviations: s (singlet),
d (doublet), t (triplet), dd ({(doublet of doublets), ddd
(doublet of doublet of doublets), bs (broad signal), cs
(complex signal), s.a. D;0 (simplifies upon deuteration),
d.a. D0 (disappears upon deuteration).

The operating frequency and the solvent used in each spectrum
are indicated in the '3C-NMR spectra. The position of the
signals is indicated in 8 (ppm), with the signal of the
solvent carbons taken as the reference. The reference values
are 77.00 ppm for deuterated chloroform and 39.50 ppm for
hexadeuterated dimethyl sulfoxide.

In some cases, nuclear magnetic resonance experiments were
also carried out using the pulse sequences APT (Attached
Proton Test), HETCOR (Heteronuclear Chemical Shift
Correlation) or COSY (Correlated Spectroscopy) as an aid to
assignment.

In the experimental part the following abbreviations are
used:

AcOEt ethyl acetate
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AcOH acetic acid

DMSO~dg hexadeuterated dimethyl sulfoxide

EtOH ethyl alcohol

EtQEt ethyl ether

HPLC high performance liquid chromatography

Hx hexane

Mel methyl iodide

MeOH methyl alcohol

LC~-{ApcI)MS liquid chroma%ography-atmoapheric
pressure chemical ionization mass

spectrometry.
s.d. standard deviation
s.e.m. standard error of mean
THP tetrahydropyranyl

EXAMPLE 1

Method to obtain 2-thioisosorbide 5S5-mononitrate (1).

1) NaOH/MeOH
s
2) HCI

In a 50 mL flask, 1.00 g (4.02 mmol) of 2-
acetylthioisosorbide 5-mononitrate (12) obtained according to
WO 00/20420 were dissolved in 20.0 mL of methyl alcohol. 10.0
mL of a 10% methanol solution of sodium hydroxide were a&ded
all at once. After rapldly covering and stirring for 1 min at
room temperature {(ca. 25 °C), 2.23 mL of concentrated
hydrochloric acld were added all at once. It was stirred and
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concentrated until dryness, eliminating the solvent at
reduced pressure at a temperature below 30 °C.

The residue was suspended in chloroform. This chloroform
solution was filtered and then dried over anhydrous magnesium
sulfate. After filtering the solvent was ellminated at
reduced pressure. It was dried at reduced pressure to obtain
0.83 g of an orange-yellow oil corresponding to the product
of interest. Yield: 100%.

E-NMR (200 MHz, CDCly): 5.36-5.26 (1H, m, CHONO,), 4.95 (1H,
t, J=5.0 Hz, CHCHONO;), 4.42 (1H, d, 4,8 Hz, CHCHS), 4.07
(1H, dd, J=4.6 Hz, J=4.4 Hz, H-CHCHS), 3.97 (1H, dd, J=5.64
Hz, J=2.5 Hz, H-CHCHONO;), 3.87-3.76 (2H, cs, H-CHCHS, H-
CHCHONWOz), 3.45-3.35 (1H, m, CHS), 1.77 (1H, d, J=8.6Hz, SH).

3c-RMR (50 MHz, CDCls): 91.21 (CHCHS), 81.22 (CHONO;), 81.07 -
(CHCHONO;), 76.15 (CH,CHS), 69.26 (CH.CHONO,), 42.82 (CHS).

EXAMPLE 2

Mathod to obtain 5,5’ -dinitrato-2,2’-dithiodiisosorbide (2)

’JL\ 8]

HsC S

L

il T
Q
In
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Procedure 1l:

0.50 g of 2-acetylthioisosorbide 5-mononitrate (12) obtained
according to WO 00/20420 was dissolved in 10.0 mL of methyl
alcohol. This solution was slowly added, drop by drop, to 200
mL of human plasma in a 250 mL flask with strong magnetic
stirring. The reaction mixture was stirred at room
temperature for 15 hours. The reaction crude was poured over
500.0 mL of acetonitrile while stirring vigorously, observing
the instant precipitation of a flocculant white solid
corresponding to the plasma proteins. It was centrifuged at-
3000 rpm and at 20 °C for 30 min, the Jliquid separated and
the solid (protein mass) suspended over 250.0 mL of
acetonitrile. It was stirred and centrifuged under the same
conditions as above (3000 rpm/20 °C/30 min).

The supernatant liquor was decanted and combined with the
previous one. The solvent was evaporated at reduced pressure
at a temperature below 30 °C. The resulting agqueous residue
(about 200 mL) was extiacted with 4 x 500 mL chloroform. The
organic phases were combined and dried over anhydrous
magnesium sulfate. After filtering the solvent was
concentrated at reduced pressure. This results in 350 mg of a
white solid which is purified by chromatography: (CHCli/AcOEt
6:1), isolating 250 mg of a white solid corresponding to the
2-thioisosorbide 5-mononitrate disulfide product (2). Yield:
60%.

Procedure 2:

In a 50 mL flask, 1.00 g (4.02 mmol) of 2-
acetylthioisosorbide 5-mononitrate (12) obtained according to
WO 00/20420 was dissolved in 20 mL of methyl alcohol and 10
wL of a 10% methanol solution of potassium hydroxide were
added. The reaction mixture was covered and stirred for 5
hours at room temperature. The precipitation of a white solid
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corresponding to the disulfide (2) is observed during the
reaction. The solid was filtered off and washed several times
with methyl alcohol. Drying at reduced pressure, ylelds 0.58
g of a white solid corresponding to the 2-thioisosorbide 5-
mononitrate disulfide product of interest (2). Yield: 70%.

H-NMR (200 MHz, DMSO-ds): 5.51~5.43 (2H, m, 2CHONO;), 4.96
(2H, t, J=5.4 Hz, 2CHCHONO;), 4.51 (2H, d, J=4,8 Hz, 2CHCHS),
4.04-3.73 (10H, cs, 2CH;CHONO,, 2CH,CHS, 2CHS).

Yc-NMMR (50 MBx, DMSO-dg): 88.46 (2CHCHS), 83.31 (2CHONO,), -

81.50 (2CHCHONO2), 73.24 (2 CHCHS), 69.95 (2CH,CHONO;), 54.01
(2CHS) .

EXAMPLE 3

Method to obtain 2-methylthiocisosorbide S5-mononitrate (3).

1) KOH/MeOH
R ot

2) Mel

O—no,

I

In a 50 mL flask, 1.00 g (4.02 mmol) of 2-
acetylthioisosorbide 5-mononitrate (12) obtained according to
WO 00/20420 were dissolved in 20.0 mL of methyl alcohol and
5.0 mL of a 10% methanol solution of potassium hydroxide was
added all at once. The reaction mixture was covered and
stirred for 5 minutes at room temperature. 2.0 mL of methyl
lodide (32.00 mmol) were added all at once, the mixture
covered and stirred for 2 hours at room temperature.It was
concentrated to dryness, eliminating the solvent at reduced
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pressure. The residue was dissolved in 250 mL of chloroform
and washed with 50 ml. of water. The organic phase was
separated and washed with 3 x 50.0 mL of water.

After drying over anhydrous magnesium sulfate, it was
filtered and the solvent eliminated at reduced pressure.
After drying at reduced pressure, this results in 0.68 g of a
white solid corresponding to the product of interest. Yield:
76%. :

lg-NMR (200 MHz, CDCls): 5.34-5.26 (1H, m, CHONOp), 4.93 (1H,
t, J=5.2 Hz, CHCHONO;), 4.48 (1H, d, J=4.8Hz, CHCHS), 4.14
(1H, dd, J=9.7 Hz, J=4.8 Hz, H-CHCHS), 4.01 (1H, dd, J=11.2
Hz, J=3.0 Hz, H-CHCHONO;), 4.01-3.81 (2H, cs, H~CHCHS, H-
CHCHONO;), 3.30-3.24 (1H, m, CHS), 2.15 (3H, s, CHj).

Bc-NMR (50 MHz, CDCl,): 88.65 (CHCHS), 81.55 (CHCHONO;),
81.26 (CHONO2), 73.87 (CHZCHS), 69.10 (CH;CHONO,) 50.74 (CHS),
14.74 (CH,).

EXAMPLE 4
Method to cobtain 2-[ (X) -methylsulfinyl]isosorbide 5-

mononitrate (4) and 2-[(S)-methylsulfinyl]iscsorbide 5-
mononitrate (4bis)

O

I

]
il

4 A

ONO, ONO, H . ‘ono,
e @) (4bis)
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In a 500 mL flask, it was dissolved 7.3 g (32.9 mmol) of 2-
methylthioisosorbide S5-mononitrate (3) obtained according to
Example 3 in 75 mL of dioxane. A solution of 7.04 g (32.9
mmol) of NaIO4 in 110 mL of water was added very slowly, drop
by drop, and then stirred for 1 hour at room temperature. The
mixture was filtered and then the dioxane was eliminated from
the filtrate at reduced pressure. 150 mlL of water were added.
The mixture was extracted with 2 x 300 mL portions of
chloroform. it was dried over anhydrous magnesium sulfate,
filtered and the solvent eliminated at reduced pressure. This
results in 6.6 g of a reaction crude containing a mixture of
diastereoisomers in a proportion of 65% of (4) and 35% of
(dbis) . The resulting reaction crude was recrystallized from
dioxane twice to obtain 2.9 g of the product of interest (4)
with a purity of 95% by HPLC. Using the mother liquors from
the first recrystallization, the solvent was eliminated at
reduced pressure and the resulting residue recrystallized
from dioxane to obtain 1 g of the product of interest (4bis)
with a purity of 95% by HPLC.

2-[(R) -methylsulfinyl] isosorbide S5-mononitrate (4):

1g-NMR (200 MHz, CDCls): 5.39-5.28 (1H, m, CHONO,), 5.02 (1H,
dd, J=5.6 Hz, J=1.6 Hz, CHCHS), 4.89 (l1H, t, J=5.5 Hz,
CHCHONO;), 4.29 (1H, dd, J=10.4 Hz, J=6.4 Hz, H-CHCHS), 4.20-
3.91 (3H, cs, H-CHCHS, CH,CHONO; ), 3.38-3.31 (1H, m, CHSO),
2.61 (3H, s, CHy).

Lic-NMR (50 MHz, CDCls): B2.11 (CHCHONO;), 81.51 (CHCHS),
80.55 (CHONO,), 69.65 (CH,CHS) 69.28 (CH,CHONO.), 66.24
(CHSO), 37.28 (CHs).

Microanalysis
calculated (%): 35.44 C; 4.67 Hy 5.90 N; 13.51 S; 40.47 ©
experimental (%): 35,31 C; 4,67 H; 5,98 N; 13,5 S; 40,60 O
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Mass Spectrometry (LC-(ApcI)MS to 20V): 238 (M+1)*

Melting Point: 153 °C by DSC

Monocrystal X-Ray Diffraction: The configuration of the
dlasteromer (4) is establish as: (R)-S, (8)-C2, (S)-C3, (S)-
C4, (R)-C5

2-[ {S) -methylsulfinyl]isosorblde 5-mo§onitrate (4bis) :
'H-NMR (200 MHz, CDCly): 5.39-5.28 (1H, m, CHONOz), 4.89 (1H,
t, J=5,6 Hz, CHCHONO,), 4.68 (1H, d, 5,4 Hz, CHCHS), 4.40-
2.58 (3H, s, CHj).

Be-NMR (50 MHz, CDCls): 82.89 (CHCHS), 82.26 (CHCHONO),
80.55 (CHONOz), 69.19 (CH,CHONO.), 67.88 (CH,CHS), 66.94

(CHSO), 36.64 (CHj).

Microanalysis

calculated (%): 35.44 C ; 4.67 H; 5.90 N; 13.51 §; 40.47 O
experimental (%): 35.65 C; 4.66 H; 5.87 N; 13.56 S; 40.57 O
Mass Spectrometry (LC-(ApcI)MS to 20V): 238 (M+H)*

Melting Point: 115 °C by DSC

Monocrystal X~Ray Diffraction: The configuration of the
diasteromer (4bis) is establish as: (S)-S, (S)-C2, (S)-C3,
(S)-c4r (R) -C5

Mathod to obtain 2-methylsulfonylisosorbide 5-mononitrate (5)
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3 5

In a flask it was dissolved 1.0 g (4.5 mmol) of 2-
methylthioisosorbide S5-mononitrate (3) obtained according to
example 3 in 20 mL of acetonitrile. A solution of 4.11 g
(18,1 mmol) of periodic acid (HsIOg) was added at once, and
then stirred during 48h at room temperature. 50 ml of a
saturated solution of Na,S0; are added. It is extracted with
2 x 30 mL of methylene chloride. The organic phases are
united and they are washed with 2 x 30 mL of a saturated
solution of NazS0;. It was dried over anhydrous magnesium
sulphate, filtered and the solvent eliminated at reduced
pressure. 662 mg are obtained of the product of interest (5).
640 mg of the crude are suspended in 25 ml. of hexane,
filtered, and washed with 7.5 mL of chloroform, obtaining 450
mg of the product (5) with a purity of 99.7% by HPLC.

1g-NMR (200 MH%, DMSO-d¢): 5.53-5.47 (1H, m, CHONOz), 5.00-
4.88 (2H, cs, CHCHONO;, CHCHS), 4.38 (1H, dd, J=9.8 Hz, J=1.8
Hz, H-CHCHS), 4.12-3.86 (4H, cs, H-CHCHS, CH,CHONO,, CHSO;),
3.07 (3H, s, CHs).

13c-mMR (50 MHz, DMSO-dg): 82.77 (CHCHS), 82.36 (CHCHONO;),
81.81 (CHONO2), 68.95 (CH;CHONO;), 68.46 (CH,CHS), 67.48
(CHSO2), 39.31 (CHj).

Migroanalysis
calculated (%): 33.20 C; 4.38 H; 5.53 N; 12.66 S; 44.23 0
experimental (%): 33.45 C; 4.34 H; 5.52 N; 12.69 S; 44.43 0
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Mass Spectrometry (LC-(ApcI)MS to 20V): 254 (M+H)*

Melting Point: 173 °C by DSC

EXAMPLE 6

Mathod to obtain S-nitroso-2-thioisosorbide 5-mononitrate (6)

HS H

In an amber vial, 0.5 g (2.41 mmol) of 2-thioisosorbide 5-
mononitrate (1) obtained according to Example 1 were
dissolved in 4.0 mL of MeOH, covered and stirred in an ice
bath. 320 pL (0.249 g, 2.41 mmol) of tert-butoxynitrite were
added and stirred while covered and under cold conditions for
7 hours. The white solid was filtered off and the filtrate
was concentrated to dryness at reduced pressure protected
from exposure to light and at room temperature. This results
in 0.48 g (yield: 84%) of a deep red solid identified as S-
nitroso-2-thioisosorbide 5-mononitrate (6).

‘H-NMR (CDCl;, 200 MBz): 5.40-5.25 (sc, 1H, CHONO;), 4.84-4.64
(sc, 2H, CHSNO, CHCHONO;), 4.40-4.30 (m, 2H, H-~CHCHSNO,
CHCHSNO), 4.12 (dd, 1lH, J=11.4 Hz, J=2.6 Hz, H-CHCHONO;) ,
4.00-3.80 (sc, 2H, H-CHCHSNO, H-CHCHONO;}.

3c-MMR (CDC1ls, 50 MHE): 88.2 (CHCHSNO) , 81.9+81.1 (CHCHONOa,
CHONOp), 73.4 (CH,CHSNO), 69.5 (CHCHONO;), 51.6 (CHSNO).
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EXAMPLE 7

Method to obtain 2-(tetrahydropyran-2-yl-thio)isosorbide 5-
mononitratea (7)

O-no, O—no,
7

|

0.5 g (2.41 mmol) of 2-thioisosorbide 5-mononitrate (1)
obtained according to Example 1 were suspended in 6 mL of
3,4-dihydro-2H-pyran and the mixture cooled in an ice bath.
0.10 g (0.40 mmol) of pyridinium p-toluenesulfonate were
added and stirred overnight under an nitrogen atmosphere at
room temperature..50 mL of EtOEt were added and the mixture
washed with 2 x 40 mL of a saturated NaCl solution. This
results in 1.15 g of a reaction crude that is purified by
chromatography (Hx:AcOEt = 3:2), which yields 0.65 g of the
product of interest with a purity of 83%. Recrystallization
from hexane gave 0.45 g of the product with a purity of 95%,
identified by its spectroscopy data as 2-(tetrahydropyran-2-
yl)-2-thioisosorbide 5-mononitrate (7)

B-NMR (CDCl,, 200 MHz): 5.28 (ddd, 1H, J=11.0HZ, 5.4Hz,
2.8Hz, CHONOz), 5.0-4.85 (sc, 2H, CHSTHP, CHCHONO;), 4.59
(dd, 1H, J=11.2Hz, 4.6Hz, CHCHSTHP), 4.20-3.80 (sc, 5H,
CHCHSTHP, H~CHCHONO,, CHz ewe), 3.60-3.40 (sc, 2H, H-CHCHONO,,
CHeup) , 2.00-1.45 (sc, 6H, 3CHz ).

13c-mMR (CDC1ly, 50 MHz): 89.5 and 89.1 (CHCHS), 83.0 and 81.6
(CHCHONO;), 81.4 and 81.3 (CHSTHP, CHONOz), 74.9 and 74.1 (CH:
rup), 69.0 and 68.9 (CH;CHSTHP), 64.8 and 64.7 (CH,CHONO;),
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49.1 and 47.6 (CH; Tnp), 31.3 and 31.2 (CHz mg), 25.4 (CHz ﬂ;p),
21.7 and 21.6 (CHz '.I.'Ill"-

Method to cbtain 2-(isosorbidyl-2/-dithio)isosorbide 5-
mononitrate (8)

HO

o =
Q7 N0
—JEEEE;
+
4}0
X
o
7.\l
[
)
(o]

ONO,

A solution of 0.170 g (1.72 mmol) of succinimide in EtOH was
added to 0.323 g (1.56 mmol) of 2-thioisoseorbide
S5-mononitrate (1). After a white precipitate appears, 0.168
mg (2 mmol) of NaHCO; were added. After stirring at room
temperature for 3 hours and 45 minutes an additional 100 mg
(1.19 mmol) of NaHCO; and 10 drops of water were added. After
an additional 1 hour and 30 minutes of stirring, the mixture
was brought to reflux. After two hours at reflux, the EtOH
was eliminated at reduced pressure; 150 mL of water and 150
mL of AcOEt were added. An emulsion is formed and NaCl(,; 1is
added until the two phases are separated. The organic phase
is separated and the aqueous phase washed with 2 x 150 mL
portions of AcOEt. Each of the three organic phases is washed
separately with 100 ml: of water and the organic phases are
combined and dried over anhydrous Naz;S04. This 1s filtered,
washed with AcOEt and the solvent eliminated from the
filtrate at reduced pressure, obtaining 336 mg of a reaction
crude on which flash chromatography is performed. Use of a
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mixture of 1:1 CHCl,/AcOEt as an eluent for the
chromatographic separation results in a fraction of 98 mg of
the product of interest (B).

B-MMR (300 MHz, CDCl3): 5.40-5.32 (1H, cs, CHONO,;), 5.04-4.98
(18, cs, CHCHONO,), 4.70-4.60 (3H, cs, 3CH), 4.36-4.26 (1H,
cs, CHOH), 4.22-4.12 (2H, cs, 2H-CH), 4.10-4.00 (3H, cs, 3H-
CH), 3.94-3.86 (2H, cs, 2H-CH), 3.68-3.56 (3H, cs, 2CH-S, 1
H-CH), 2.55 (1H, d, J=6.9 Hz, OH).

Infrared spectroscopy (in KBr pellet): 3461 cm™, 2987 cm™}-,
1642 cm™ , 1465 cm™, 1279 cm™, 1077 cm™, 846 cm™.

Microanalysis:
experimental (%):39.53 C, 34.70 H, 4.77 O, 3.96 N, 17.04 S.
calculated(%):39.23 C, 34.84 H, 4.66 0, 3.81 N, 17.45 S.

Mass spectromatry:

Electrospray: 368 (M+l).

Electron impact (m/z, (% relative abundance)): 367 (7.4) (M+),
261 (3.8), 160 (B.6), 129 (15.5), 127(14.2), 85 (35.7), €9
(100) .

Step 1

Method to obtain 2~thioisosorbide (9) and 2,2’-
dithiodiisosorbide (10)
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In a 500 ml. flask, 15 g (74 mmol) of 2-acetylthioisosorbide .
(13) obtained according to WO 00/20420 are dissolved in 225
mL of EtOH. A 85% solution of 11.3 g of KOH in 150 mL of
water is added. The resulting mixture is stirred at room
temperature for 2 hours, neutralized with AcOH; and the EtOH
eliminated at reduced pressure. The resulting solution 1is
brought to basic pH by adding NaOH), and stirred at room
temperature while bubbling an air stream through the solution
for 10 hours. The solution is acidified with HCl, and
brought to pH=4. The water is eliminated at reduced pressure
and the resulting residue redissolved in CH.Cl,, filtered and
dried over anhydrous Na;$0,. The solution is filtered, washed
and the solvent eliminated from the filtrate at reduced
pressure, obtaining 9.22 g of a reaction crude which 1is
purified by flash chromatography using different mixtures of
cyclohexane/ethyl acetate as eluent. The elution is started
with 3 L of a 1:1 mixture, and after that, the percentaée of
the polar solvent increased, first with 2 L of a 3:5 mixture,
later with 2 L. of a 1:2 mixture and finally eluted only with
AcOEt. A 2.64 g fraction of the thiol (9) and another 3.06 g
of the disulfide (10) are isolated from the eluate.

2-Thioisosorbide (9)

lF-NMR (200 MBz, CDCls): 4.68-4.58 (1H, cs, CHCHOH), 4.48-
4.40 (1H, cs, CHCHSH), 4.34-4.18 (1H, bs, s.a. D;0, CHOH),
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4.16-4.06 (1H, m H-CHCHSH), 3.96-3.78 (2H, cs, H-CHCHOH, H-
CHCHSH), 3.62-3.50 (1H, cs, 1 H-CHCHOH), 3.48-3.36 (1lH, cs,
s.a, DO, CHS), 2.80-2.60 (1H, bs, d.a. D0, OH), 1.75 (1H,
d, J=8 Hz, d.a. D0, SH).

13cqMR (50 MHx, CDCls): $0.42 (CHCHSH), B1.47 (CHCHOH), 76.27
(CH,CHSH), 74.00 {CH,CHOH), 72.04 (CHOH), 43.81 (CHSH).

2,2'-Dithiodiisosorbide (10)

lg-NMR (200 MHz, CDCls): 4.68-4.56 (4H, cs, 2CHCHS, 2CHCHOH),
4.34-4.19 (2H, cs, s.a. D0, 2 CHOH), 4.19-3.97 (4H, cs,
2CH.CHS), 3.92-3.80 (2H, cs, 2H- CHCHOH), 3.66-3.52 (4H, cs,
2H-CHCHOH, 2CHS), 2.63 (2H, d, J=6.6 Hz, d.a. D;O, 20H).

3c—MMR (50 MHxz, CDCls): 87.42 (2CHCHS), 81.98 (2CHCHOH),
73.93 (2CH.CHOH) 72.89 (2CHCHS), 72.07 (2CHOH), 54.74
(2CHS) .

Step 2

Mathod to cobtain 5,5’ -diacetyloxy-2,2’~dithiodiisosorbidea
(14) and 2- (5’ -acetyloxyisosorbidyl-2’-dithio)isosorbide 5-
mononitrate (11)
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R =NO, 11
A nitrating mixture is prepared by adding, slowly and with
caution at 0 °C, 1.8 mL of 60% HNO; to a mixture of 7.5 mL of
acetic anhydride and 12.5 mL of acetic acid. In a 100 mL
flask fitted with reflux cooler, thermometer and magnetic
stirrer, 2.77 g (8.6 mmol) of 2,2’-dithio-diisosorbide (10}
obtained according to Example 8 are dissolved in 17 mL of
acetic acid and 3.5 mL of acetic anhydride are added. The
mixture is cooled at 0 °C in an ice/salt bath. 4 mL of the
previously prepared nitrating mixture is added dropwise over
15 minutes. It is stirred at 0 °C for 2 hours, observing the
solidification of the reaction crude. Then it is stirred for
2 hours and 30 minutes at room temperature. The reaction
crude is poured over 100 ml. of water, filtered and washed
with plenty of water. The resulting solid is dried at reduced
pressure in the presence of P;0s. This results in 2.69 g of a
reaction crude which is purified by preparative reversed
phase chromatography. A 1:1- mixture of acetonitrile:water is
used as an eluent for the chromatography. A 1.01 g fraction
of the diacetate (14) (R=COCH3) and another 0.5 g fraction of
acetate-nitrate (11) (R=NO2) is isolated.
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5,5'~diacatyloxy-2,2’'-dithiodiisosorbida (R=COCH;) (14)

15-MMR (200 MHz, CDClz): 5.16-5.02 (2H, cs, 2CHOCO), 4.85-
4.76 (2H, cs, 2CH-0-C), 4.63-4.56 (2H, cs, 2CHOC), 4.17-4.05
(2H, cs, 2H-CH), 4.00-3.74 (6H, cs, 6 H-CH), 3.56-3.48 (2H,
cs, 2CHS), 2.09 (6H, s, CHi).

3c-NMR (50 MHx, CDCls): 170.27 (2CO), 87.73 (2CHCHS), 80.76
(2CHCHO), 73.79 (2CHO), 72.66 (2CH2CHS), 70.46 (2CH2CHO),
54.42 (2CHS), 20.63 (2CHj;).

2—(5'ﬁhcetyloxyisosofbidyl-Z'-dithio):isoaorbide 5-
mononitrate (R=NO;} (11)

LY
‘E-NMR (200 MHE2, CDCl;): 5.37-5.28 (1H, cs, CHONOz), 5.18-5.06
(1H, cs, CHOCO), 5.02-4.94 (1H, cs, CHOC), 4.87-4.78 (1H, cs,
CHOC), 4.64-4.56 (2H, cs, 2 CBOC), 4.18-3.75 (8H, cs, 4CH,;),
3.59-3.50 (2H, cs, 2 CHS), 2.10 (3H, s, CHj).

Bc-NMR (50 MH=, CDCls): 170.29 (CO), 88.25 (CH), B87.43 (CH),
81.58 (CH), 81.16 (CH), 80.79 (CH), 73.80 (CH), 72.78 (CHaz),
72.66 (CHa}, 70.51 (CHp), 69.32 (CHa), 54.42 (CHS), 53.72
(CHS), 20.65 (CHs).

Mass spaectrometry:
Chemical ionization (NH;3): 410 (M+1)*, 427 (M+18)*.
Tests for vasorelaxation

The method used in the assays is substantially the same as
described in following references:

* Furchgot, R.F., "Methods in nitric oxide research";
Feelisch & Stamler, eds., John Wiley & Sons, Chichester,
England, pp 567-581.
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* Trongvanbichnam K., et al., Jpn. J. Pharmaceol. 71 (1996);
167-173.

* Salas, E., et al., Eur. J. Pharmacol. 258 (1994); 47-55.

The different compounds are tested at 5 different .
concentrations, at a concentration range from 0.0001 to 10
mM, using from 6 to 9 arterial rings for each compound. The
obtained results are compared to those from the isosorbide 5-
mononitrate, which is used as reference product.

The results are shown in table 1 below and are provided as .
ECsyy (effective concentration 50), whish is the concentration
of each of the tested compounds yielding a vasodilatation
equal to 50% of the maximum tone at which the artery ring has
been contracted with 1 pM of Phenylephrine.

Table 1.- Test of vasorelaxation

Compound ECso mM {mean £ s.d.)

Isosorbide 5-mononitrate 0.92 £ 0.2
(1) 0.041 + 0.006
(2) 0.0053 £ 0.001
(3) 0.043 £ 0.006
{4) 0.338 & 0.01
{6) 0.0012 £ 0.0001
(7) 0.05 + 0.009
(9) 0.024 + 0.005
(12) 0.023 £ 0.010

As it can be seen from the table, all the compounds tested
are more potent as vasorelaxants than the reference product.
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In vitro test of the inhibition of the platelet aggregation

The method used in the assays is substantially the same as

described in following reference:

* Salas, E., et al., Br. J. Pharmacol. 112 (1994); 1071-1076.

The compounds are tested at four different concentrations,
using platelet rich plasma from not less than 6 different
healthy human donors. The results obtained are compared to
those from 5-isosorbide mononitrate, which is used as

reference product.

The results are shown in table 2 and are expressed as ICsg

-

(inhibitory concentration 50), which is the concentration of
each of the tested compounds yielding an inhibition equal to
50% of the aggregation obtained with a submaximal '
concentration (1-4 pM) of ADP (a submaximal concentration of
ADP is the minimal amount of ADP which produces the maximal

aggregation).

Table 2.~ Test of inhibition of the aggregation of the

platelets (Human Platelet Rich Plasma)

Compound ICsp mM (mean + s.d.)
Isosorbide S5-mononitrate 2.68 £ 0.33

{1) 0.11 * 0.01

(2) 0.01 + 0.007

{3) 0.41 £+ 0.09

(4) 1.00 £ 0.01

(4bis) 0.85 £ 0.15

{6)

0.0019 £ 0.0005

(7)

0.58 £ 0.021

(12)

0.089 + 0.01
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As can be seen from table 2, all the compound tested have a
potent inhibitory activity on aggregation of the platelets,
that is superior to that of the reference compound.

Inhibition of human monocyte and platelet adhesion to human
endothalial cells

The methods used in the assays to determine the effect of the
compounds on platelet and monocyte adhesion to human
endothelial cells are substantially the same as described in
the following references: N

Del Maschio A. et al., J Cell Biol 1996 ; 135 : 497-510
Bombeli T. et al., Blood 1999; 93 : 3831-3838

Colomé C. et al; Atherosclerosis 2000; 149: 295-302; and
Martin-Satue M. et al; British Journal of Cancer 1999; 80;
1169-1174

The adhesion of the U937-monocyte cells to confluent human
microvasculature endothelial cells (HMEC-1) activated by
means of TNF-a (50 ng/ml) and the platelets to human
umbilical endothelial cells (HUVEC) were the methods used to
determine the inhibitory effect of compounds on cellular
adhesion. The adhesion of monocytes previously labeled with
calcein-AM (Molecular Probes) to HMEC-1l activated by TNF-a,
was assessed by determinatlon of the associated-cell
fluorescence. The adhesion of washed human platelets
previously labeled with MoAb against CD36-~FITC to activated-
HUVEC (50 pg/ml of LDL minimally modified, LDLmm) was
determined by Laser Scanning Cytometry (LSC, Olympus)
determining the assoclated-cell fluorescence. Results are
expressed as the percentage of inhibition respect to control
(adhesion of the cells in the absence of compounds). Table 3
shows the effect of compounds on U937 adhesion to activated-
HMEC-1. Table 4 shows the effect of compounds on platelet
adhesion to activated HUVEC.
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Table 3

Inhibition of U937 monocyte adhesion to activated HMEC-1

human endothelial cells

Compound % of inhibition to control

. {mean * s.e.m.)

{1) 30+ 8

{12) 15+ 2 -

Table 4

Inhibition of platelet adhesion to HUVEC activated by LDLmm

(50 pg/ml)

Compound % of inhibition to control
(mean * s.e.m.)

(12) B7.5% + 5.1%

Inhibition of LDL transcytosis in human microvascular
endothelial cells

The method used in the assays to determine the effect of the
compounds on LDL transcytosis in human microvascular
endothelial cells is substantially the same as described in
Colomé C. et al; Atherosclerosis 2000; 149: 295-302. This
test allows a prediction on the anti-atherosclerotic
potential of the compounds, since the accumulation of LDL in
the vascular wall as a consequence of a vascular endothelial
cell active transport is one of the first steps in the
development of atherosclerosls.

The method used in the assays to i1solate LDL particles from
fresh human plasma and the labelling with Dil is
substantially the same as described in Pedreflo J. et al.,

000651
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Atherosclerosis 2001; 155: 99-112, and Stephan Z.F. and
Yuracheck E.C. J. Lipid Res. 1993; 34:325-330

Activated (100 pM histamine) and non activated HMEC-1 were
cultivated in the upper well of inserted of coculture until
to reach confluence (Falcon HTS FluorBloK). Then, LDL-Dil {up
to 200 ng/ml) was added and cells were incubated for 2 h in
the presence and absence of compounds. After these two hours, .
transcytosis of LDL-Dil particles through endothelial cells
was assessed by determination of the presence of fluorescence
in the lower well of insert of coculture. Results are ]
expressed as percentage of inhibition respect to control (in
the absence of compounds). Table 5 shows the effect of the
compounds on the LDL-Dil transcytosis through HMEC-1.

Table 5

Inhibition of LDL transcytosis in human microvascular
endothelial cells (% of inhibition to control (mean %
s.e.m.))

Compound Resting cells Stimulated cells
(1) 58 + 15 122 + 8
{12) 51 £ 19 80 £ 12

Inhibition of ILDL oxidation

The method used in the assays to determine the effect of the
compounds on LDL oxidation is substantially the same as
described in the following references:

Spranger T., et al., Chem. Phys. Lipids 1998 ; 91 :39-52
Lynch S.M., et al., Bilochim. Biophys. Acta 2000; 1485:11-22
Pedrefio J., et al., Thromb. Res. 2000; 95%: 51-60.
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The method used in the assays to isolate LDL particles from
fresh human plasma is substantially the same as described in
Pedrefio J., et al., Atherosclerosis 2001; 155: 99-112.

Oxidative modification of low-density lipoprotein (LDL) is
currently believed to be a central event in the development
of atherosclerotic cardiovascular disease. The exposition of
LDL to globin-free haemin (the complex of ferric ion (Fe®')
with protoporphyrin IX), derived from.the haemoglobin in
circulating erythrocytes, serves as a physiological source of
pro-oxidant Fe’* capable to promoting LDL oxidation. The

compounds were added in vitro to determine their inhibitory
activity on LDL oxldation induced by haemin and H»0;. LDL at

a final protein concentration of 0.2 mg/ml was incubated in

the presence of 2.5 pM haemin and 5 pM H;0;. Oxidative
modification of LDL particles was assessed by measurement of
conjugated dienes. Experimental samples were incubated at 37.
°C and the increase in absorbance at 234 nm was automatically
recorded every 5 min for at least 5 h. The effect of
compounds on the LDL oxidation induced by haemin was tested
at 7 different concentrations using LDL preparations from 7
different healthy donors. Table 6 shows the inhibitory
activity of the compounds at 10 pM expressed as the
percentage of increase of lag phase (time that is required so
that the reaction of formation of conjugate dienos begins)

with respect to control.

Table ©

Inhibition of LDL oxidation

Compound

% of increment of lag phase
with respect to control (mean

+ s.e.m.)
Isosorbide 5-mononitrate 0
(1) 290 + 8
(12) 117 £ 56
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Inhibition of plasma oxidation

The method used in the assays to determine the effect of
compounds on the capacity of oxidation of the plasma is
substantially the same as described in Spranger T. et al.,
Chem Phys Lipids 1998; 91: 39-52.

Lipoprotein oxidation induced in vitro in plasma is expected
to represent a relevant model of the lipoprotein oxidation in
the arterial wall. Oxidation of plasmﬁllipoproteins was
assessed as the capacity of oxidation of heparinized plasma
and was measured by spectrophotometry as in increase in
absorbance at 234 nm. The compounds were added in wvitro to
determine their inhibitory activity over the capacity of
oxidation of plasma induced by Cu?* (CuSO¢). Heparinized
plasma was diluted with phosphate-buffered saline solution
(PBS) containing 0.16 M NaCl and the oxidation was started by
50 pM CuSO,. Experimental samples were incubated at 37 °C and
the increase in absorbance at 234 nm was automatically
recorded every 15 min for at least 12h. The effect of
compounds over the capacity of oxidation of plasma induced by
Cu?* was tested at 7 different concentrations using
heparinizaded plasma from 7 different healthy donors. Table 7
shows the inhibitory activity of the compounds at 10 pM
expressed és the percentage of increase of lag phase with
respect to control.
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Table 7

Inhibition of plasma oxidation

Compound % of increment of lag phase
with respect to control (mean
t s.e.m.)

(1) 245 + 26

(2) 7+ 1

(12) 200 £ 10

Isosorbide 5-mononitrate 0 :

Preventive and curative affect on atherogenesis in rabbits
fed on high cholesterocl diet

The method used is substantially the same as described in
Shore B, Shore V., In: Day CE (ed) Atherosclerosis Drug
Discovery, Plenum Press, New York and London, pp 123-141,
1976. )

Twenty-one male New Zealand White rabbits (10 weeks old at
the beginning of the protocol) were maintained under
standardized conditions (22 °C, 40% to 60% humidity) with
regular day/night cycle and free access to water. The animals
were randomly assigned to 1 of 3 groups. Group 1 (n=5)
received standard maintenance diet for 75 days; group 2
{(n=16) received the same diet but supplemented with 1%
(wt/wt) cholesterol for 45 days. At the end of this period,
group 2 was classified into two randomly groups. The treated-
group (n=9) receiving for additional 30 days 1.9 mg/kg/day of
compound 12 (maintaining the 1% cholestercl in its diet), and
the non-treated group (n=7) receiving a diet with a 1% of
cholesterol for additional 30 days.

Study varlables included triglycerides and total cholesterol.
Animals were euthanized on day 75 after the start of the
protocol with pentobarbital i.v. The entire aorta was removed
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1l or 2 cm into the iliac arteries and fixed in buffer
phosphate 0.1 M (pH 7.4) with glutaraldehyde (4%).
Macroscopic and microscopic analyses of the samples were
performed in a blinded fashion. Aortas were dissected and
stained with Red O0il. Adventitial fat was removed, and aortas
were opened longitudinally, immersed in Red 0il solution for
overnight, washed in propylenglycol and fixed onto a flat
surface. Images of the aortas were tagen with a standard
camera. Subsequently, 3 sections were;taken from the aortic
arch area, the thoracic aorta, and at the abdominal aorta .
(renal orifices). Sections were parafi}n-embedded, were cut
with a microtome Ultracut (Spain) and stained conventionally
with hematosiline eosin. Images of aortas stained with Red
0il and hematosiline eosin were taken with a standard camera.
Images were imported into Photoshop (Adobe) with a AGFA slide
scanner. By means of the procedure previously described by
Lillie RD (Lillie, R.D., 1994, Stain Technology, vol. 19, pp
55) the surface of injury in all the aorta and the thickness
of the intima in histological samples was determined. The
surface or area of the atherosclerotic injury (evaluated from
the stained aortas with the Red 0il) are determined by the
number of pixels of the image turned to mm’. The intima
thickness of the arteria (evaluated from the stained
histological samples with Haematosiline-Eosin) was quantified
in mm in a similar way to that described the surface or area
of the atherosclerotic injury. For it, the sections that
contained injuries of fatty striae were selected and the
thickness of the intima was determined (from the arterial
media to endothelium). The mean thickness of the lesion area
was assessed in representative sections per aortic quadrant,
and the statistical mean was calculated. The fasting
plasmatic total cholesterol, HDL cholesterol and
triglycerides levels are shown in table 8. The statistical
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examination (Student t) has revealed no significant
difference between the medicated group and the control group
(the group not medicated but with high cholesterol diet) in
regard to plasma lipid.

Table 8
Plasmatic lipid profile [mg/dl] (mean i s.e.m.)
Control Treated with the compound
examnple (12) -
Basal End Basal End
Total 42 + 1073.9 & 33.3 % 1461 * 147
cholesterol 4.4 4.9 4.1
Triglycerides|185 + 312.7 £ 130 (121 £ 34 |347 % 82
50

The area rate covered by the atherosclerotic lesions are
shown in table 9.

Table 9

Atherosclerotic lesions

Group Area percent of
atherosclerotic lesions (%)
(mean * s.e.m.)

Control 62 £ 6

Treated with the compound 15 3
example (12)

The thickness of intimal layer of the aorta is shown in table
10.
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Table 10

Thickness of the intimal layer of the aorta

Group : Thickness mm (mean + s.e.m.)
Control 0.323 + 0.013

Treated with the compound 0.096 = 0.009

example (12)

In table 8 it is shown that there was no difference in plasma
lipids between the control and the medicated group thereby
demonstrating that the compound (12) did not influence upon
lipid metabolism. As seen in table 9 and in table 10, both
‘area percent of the atherosclerotic lesions as the intimal
thickness were significantly reduced in the group treated _
with the compound {12) in comparison with the control group. -

Preventive and ocurative effect on atherogenesis in apo E-
deficient mouse

The preventive and therapeutic effect of the present
compounds on atherosclerosis will be also illustrated by way
of the following example.

Preventing and curative effect on atherogenesis of the
compounds it 1s investigated in apo E-deficient mouse fed on
standard diet model. Male and female apo E-deficient mouse
(OLA129X C57/BL6J) of three months old were fed on standard
diet. The control group included 8 males and 7 females mouse,
while the treated group consist of 8 males and 7 females
mouse. All the animals had similar cholesterol and body
weight at the beginning of the experiment. Both the control
and the treated groups were studied for 12 weeks. The treated
group received 5 mg/Kg/day of the compound (12).
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Plasma lipid parameters (total cholesterol, HDL cholesterol
and triglycerides) and oxidative stress (measured as B-iso-

prostaglandin F2a

levels) were measured at predetermined

intervals. Aftexr completion of the administration period, the
thoracic aorta was isolated and stained to determine the area
of the atherosclerotic injuries deposited in the internal

wall of the blood

vessel in according with the Red 0il method

(Lillie, R.D., 1994, Stain Technology, vol. 19, pp 55).

The fasting plasmatic levels of total cholesterol, HDL
cholesterol, triglycerides and 8-iso-prostaglandin F2a
levels are shown in table 11.

Table 11
Plasmatic lipids and oxidative stress parameters (mean +
s5.d.)
Male Female
Control |Treated Control Treated
with with the
compound compound
(12) {(12)
Total cholesterol|l14.3 + |18 £ 3 9.5 £ 2 11.3 £ 1.5
(mmol.L-1) 2
HDL-cholesterol 0.5 £ 0.47 & 0.4 £ 0.1]0.48 £
(mmol.L-1) 0.15 0.15 0.13
Triglycerides 2.6 £ 1.5+ 0.4]1.9 + 0.611.3 £ 0.2
(mmol.L-1) 0.6
8-iso- 273 101 £ 13 |182 £ 19 |99 %+ 7
prostaglandin 19
F2a
(pg.mL-1)
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The area rate covered by the atherosclerotic lesions on the
inner wall of the blood vessel and the area covered with
macrophages are shown in table 12.

Table 12

Group Area covered with |Area of
macrophages [pm’] |atherosclerotic
(mean + s.e.m.) lésions [pm?’] (mean %

s.e.m.)

Control 80 £ 27 So'i 8

Treated with 55 £ 19 45 + 9

the compound

example (12)

In table 11 it is shown that compound (12) is able to
decrease the levels of triglycerides in plasma as well as the
oxidative stress of those animals. In table 12 it is shown
how the compound (12) reduces both the area of the
atherosclerotic lesions and the area covered with
macrophages.

In vivo antithrombotio effect

The method used is substantially the same as described by
Kurz (Kurz K.D., et al., Thromb. Res. 1990, 60:269-280) and
modified by Feuerstein (Feuerstein G.Z., et al.,
Artherioscler. Thromb. Vasc. Blol. 1999, 19: 2554-25562).

Rats received a single oral dose of 100 mg/Kg of the
compounds .,
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Forty-five minutes after dosing rats were anaesthetized with
sodium pentobarbital (40 mg/kg, i.p.) and they were placed
later dorsally on a heated (37 °C) surgical board.

The left carotid artery was isolated and a Parafilm M sheet
(7 x 20 mm, American National Can) was placed under it. An
electromagnetic sounding of flow (Transonic Systems Inc.) was
placed on the artery to measure blood flow.

Sixty minutes after product administration, a paper patch
saturated with FeCl,; solution (70%) was placed (and not
removed for the whole duration of the,pxperiment) on the left
carotid artery downstream from the sounding of flow to
initiate thrombosis. The blood flow was controlled during the
60 min later to the application of the patch in the artery.

The vessel was considered totally occluded by the thrombus
formed when no blood flow was detected (0.0 ml/min). In this
model, thrombus formation usually takes place within 15 to 20
minutes in non-treated animals. An animal was conslidered as
fully protected by treatment if a thrombus did not occlude
the vessel during the period of study (60 min after FeCl;
continue patch application).

The results are shown in table 13 and are expressed as

percentage of animals fully protected by the treatment.

Table 13

- —

In vivo anti-thrombotic activity

Compound % of animals fully protected
1 100

3 100

4 80

12 71
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As it can be observed in table 13, all the compound tested
have a potent in vivo anti-thrombotic activity.

In vivo synergistic antithrombotic effect

The method used is substantially the same as described by
Kurz (Kurz K.D., et al., Thromb. Res.;1990, 60: 269-280) and
modified by Feuerstein (Feuerstein G.2., et al.,

_ Artherioscler. Thromb. Vasc. Biol. 1999, 19: 2554-25562). .

Rats received a single oral dose of one or the combination of
two compounds as described in table 14. The doses of the
compounds used did not modify the blood pressure nor the
heart rate of the animals.

Forty-five minutes after dosing administration, rats were
anaesthetized with sodium pentobarbital (40 mg/kg, i.p.) and

they were placed later dorsally on a heated (37 °C) surgical
board.

The left carotid artery was isolated and a Parafiim M sheet
(7 x 20 mm, American National Can) was placed under it. An
electromagnetic sounding of flow (Transonic Systems Inc.) was
placed on the artery to measure blood flow.

Sixty minutes after product administration, a paper patch
saturated with FeCl; solution (70%) was placed (and not
removed for the whole duration of the experiment) on the left
carotid artery downstream from the sounding of flow to
initiate thrombosis. The blood flow was controlled during the
60 min later to the application of the patch in the artery.

The vessel was considered totally occluded by the thrombus
formed when no blood flow was detected (0.0 ml/min). In this
model, occlusive thrombus formation usually takes place



000063

WO 2005/037842 PCT/EP2004/010882

58

within 15 to 20 minutes in non-treated animals. An animal was
considered as fully protected by treatment if a thrombus did
not occlude the vessel during the period of study (60 min
after FeCl; continue patch application).

The fractional product concept was used to identify synergy
between the compounds. In accordance with this concept, if we
consider the full protection of the animal as:

Fractional inhibition = [1-%):400

where A is the rate of animals with thrombotic occlusion in
treated group; and B is the rate of animals with thrombotic
occlusion in the control group.

For two drugs that act of independent way:

Fractional inhibition= [1—(%):%)]):100

where A; is the rate of animals with thrombotic occlusion in
the treatment group A;; Az is the rate of animals with
thrombotic occlusion in the treatment group A;; and B is the
rate of animals with thrombotic occlusion in the control
group

If the protection obtained with the combination of the drugs
is higher than the fractional inhibition for two compounds
acting independently then synergism is considered to occur.

The results are shown in table 14 and are expressed as rate
of animals with thrombotic occlusion in each group.
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Table 14
Group Rate of animals with

thrombotic occlusion (& of
animals protected)

Control 1l {0%)

Acetyl salicylic acid (100 0.50 (50%)

mg/Kg/day, oral, for 3 days) _
Compound 12 (22.3 mg/Kg, oral, |0.5 (50%)
acute the day of study) ]
Acetyl salicylic acid (100 0 (100%)
mg/Kg/day, oral for 3 days) +
compound 12 (22.3 mg/Kg, oral,
acute the day of study)
Clopidogrel (1.5 mg/Kg/day, 0.50 (50%)
oral for 3 days)
Clopidogrel (1.5 mg/Kg/day, 0.17 (83%)
oral for 3 days) 4+ compound 12
(22.3 mg/Kg, oral, acute the
day of study)

Fractional inhibition (acetyl salicylic acid + compound 12) =
[1—[9-i—5-x2i—5-]]x100 = 75%

As the percentage of animals protected with the combination
of the two drugs (acetyl salicylic acid + compound 12) is
higher than 75% (it is 100%) there is a synergism between the
two products. '

Fractional inhibition (clopidogrel + compound (12)) =

[1—(9i-5-x°—i5)]x100 = 75%
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As the percentage of animals protected with the combination
of the two drugs (clopidogrel + compound 12) is higher than
75% (it is B3%) there is a synergism between the two
products.

In vitro protection against the cytotoxicity induced by
oxygen radicals using the XTT-based method in HUVEC cells.

The method used is substantially the same as described by .
Caveda L., et al. (J. Clin. Invest. 1996; 98: 886-893).

For the determination of the capacity to inhibit the

cytotoxicity induced by oxygen radicals Human Umbilical Vein
Endothelial Cells (HUVEC) were used. HUVEC were 1isolated and
cultured in M199 and 20% FCS (Fetal Calf Serum). '

Test XTT assay is based on hydrolysis by the metabolically
active cells of the salt of tetrazolio XTT to form an orange
product, the formazan dye formed is soluble and is directly
quantified using an spectrophotometer.

HUVEC cells were cultivated until a sub-confluence status in
a 96 well tissue culture plate and pre-treated with 50 puM of
the compound for one hour. After that, cells were treated
with 800 pM of peroxynitrite for an overnight.

After overnight incubation cells were incubated with the
yellow XTT solution (final concentration 0.3 mg/ml) for 4
hours. After this incubation perilod, orange formazan solution
was formed, which was spectrophotometrically quantified using
an ELISA plate reader at 450 nm

The results are shown in table 15 and are expressed as
percentage of death cells.
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Table 15

In vitro cytoprotective activity

Compound $ of death cells

1 BO

2 . B0

3 B0

12 50

As it can be observed in table 15, all the compound tested
have a cell protective activity (P<0.05) against the cell
damage induced by oxygen radicals.

In vivo protection aéainst ischemja-reperfusion damage in the
heart.

Experiments were performed according to the model previously
described by Hirata Y et al (Journal of Cardiovascular
Pharmacology. 1998, 3i: 322-326)

After a food fasting period of 6 hours, animals were divided
into groups of at least B8 animals each. Doses of products
were given by oral sounding 1 h before the ischemia
induction. Animals were anaesthetized with pentobarbital (40
mg/kg, i.p.) and the standard limb lead II electrocardiogram
was recorded to detect the S-wave depression. 0.3 U/kg
arginine-vasopressin (AVP) (Sigma Chemicals, St Louis, Mo,
USA) was injected into the carotid artery to induce
vasoconstriction of small coronary arterles and increase in
coronary resistance. In all the groups received AVP 60 min
after the test drug. In all groups, after AVP injection of 10
minutes ECG recording was performed.
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The results are shown in table 16 and are expressed as S-wave
decrements (pvolts).

Table 16
S-wave Protection of

Compound dose (mg/kg, p.o.) decrement (V) S-wave

. decrement (%)
Vehicle - 46.2 +. 4.9 -
12 20 22.6 £ 5.9 52
12 100 8.6 + 2.8 81
9 20 16.5 + 9.8 64
9 100 9.7 + 4.6 79
4 20 36.5 £ 11.6 21
4 100 5.9 + 3.9 87

As it can be observed in table 16, all the compounds tested
protect against ischemia-reperfusion damage in the heart.
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1. A compound according to formula (I) or a.tautomer, a
pharmaceutically acceptable salt, a prodrug or a solvate
thereof:

R
I

X~s(0) |,

wherein:
n is an integer of 0, 1, or 2,

X represents -S(0)y-, —(C=0)- or a single bond, wherein m is
an integer of 0, 1, or 2, with the proviso that when X
represents - (C=0)- then n is 0,

R represents hydrogen or is a residue R2, which residue R2 is
selected from the group consisting of:

Ci1- alkyl:;

C2-¢ alkenyl;

C3-g cycloalkyl;

C3-g cycloalkyl, wherein one CHz group 1s replaced by O, S,
NH or NCH3;

C4-g cycloalkenyl;

C4-8 cycloalkenyl, wherein one CHz group is replaced by O,
S, NH or NCHj;

phenyl;



000073

WO 2005037842 PCT/EP2004/(1 0882

68

pyridyl;
thiophenyl:;
nitrosyl;
S-cysteinyl;
S-glutathlonyl; and

wherein R* is selected from the group consisting of
hydrogen, Cj.g alkyl, Cao-g alkenyl, Ci_g cycloalkyl,
C4-g cycloalkenyl, acetyloxy, hydroxyl, ONOs and
halogen;

wherein R2 optionally is -substituted by one to three
groups independently selected from C;_g alkyl,

Cz-g alkenyl, C3_g cycloalkyl, C4_g cycloalkenyl,
acetyloxy, hydroxyl, ONO; and halogen,

provided that when RXS(0O)p- and ~-ONO; are trans to each other
with respect to the ring plane as depicted in formulae (Ia)
and {(Ib):

F.* F.*
7

o) F 0

Trn
ow"

NO NO
(1a) 2 (Ib) :
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then RXS(0)p- does not represent Z 8—, ‘wherein % is an
C1-C4 alkyl group, aryl group, or an aralkyl group.

2. A compound according to claim 1, wherein either one or
both of m and n is 0.

3. A compound according to any one of claims 1 to 2,
wherein X represents a single bond or -S-.

4. A compound according to any one.of claims 1 to 3,
wherein R represents hydrogen, Cj_g alkyl, Cs_g alkenyl,
C3-g cycloalkyl, C4-—g cycloalkenyl,

(C1-¢ alkyl)C3.g cycloalkyl, (Ci-g alkyl)C4.g cycloalkenyl,
phenyl, (Ci-g alkyl)phenyl, 5-acetyloxylsosorbid-2-yl,
5-hydroxyisosorbid-2-yl or 5-nitratoisosorbid-2-yl.

5. A compound according to any one of claims 1 to 4,
wherein R is Cj_g alkyl.

6. A compound according to any one of claims 1 to 5, which is
a compound according to formula (Ic) or (Id):

R ;R
O=

il

T

ONO; | H  ono,
(lc) (id)

7. A compound according to any one of claims 1 to 6, which is
selected from: '

2-thioisosorbide 5-mononitrate,
5,5’-dinitrate-2,2’~dithiodiisosorbide,
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2-methylthiocisosorbide 5-mononitrate,
2-( (R) -methylsulfinyl]iscosorbide S-mononitrate,
2-[ (S)-methylsulfinyl]isosorbide 5-mononitrate
2-methylsulfinylisosorbide 5-mononitrate,
2-methylsulfonylisosorbide 5-mononitrate,
S—-nitroso~-2-thioisosorbide 5-mononitrate,
2-(tetrahydropyran-2-yl-thio)isosorbide 5-mononitrate,
2—-(isosorbidyl-2’-dithio)isosorbide 5-mononitrate,
and
2- (5’ -acetyloxyisosorbidyl-2’-dithio) isosorbide
5-mononitrate.
8. A pharmaceutical composition compgising as active
ingredient (s) at least one compound according to any one of
claims 1 to 7, optionally together with one or more
physiologically acceptable excipient(s), activator(s),
chelating agent(s) and/or stabilizer(s}.

9. The pharmaceutical compositlion according to claim 8,
which further comprises a thrombolytic agent, preferably a
plasminogen activator, urokinase, streptokinase, alteplase or
anistreplase.

10. The pharmaceutical composition according to claims 8 or ~
9, which further comprises an anticoagulant agent, preferably
heparin, dicoumarol, acenocoumarol, enoxaparine or pentosan
polysulfate.

11. The pharmaceutical composition according to any one of
claims 8 to 10, which further comprises an antithrombotic
agent, preferably acetylsalicylic acid, dipyridamole,
tliclopidine, clopidrogel, triflusal, pentosan polysulfate or
abciximab.

12. The pharmaceutical composition according to any one of
claims 8 to 11, which further comprises an immunoglobulin or
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a fragment thereof having a specificity for glycoprotein
ITh/IIIa.

13. The pharmaceutical composition according to any one of
claims 8 to 12, which further comprises an hypolipemiant
agent, preferably simvastatin, lovastatin, atorvastatin,
pravastatin, fluvastatin, eptastatin , lifibrol, acifran,
acltemate, glunicate and rosuvastatin.

14. The pharmaceutical composition acéording to any one of
claims 8 to 13, which further comprises an antioxidant/free.
radical scavenger agent, preferably nicaraven, ranolazine,
emoxipin, glutatione, edaravone, iaxofélast, lycopene, N-
acetyl-L-cysteine, N-acetyl-D-cysteine, a racemic mixture of
N~acetyl-L-cysteine and N-acetyl-D-cysteine, or carvedilol.

15. The pharmaceutical composition according to any one of
the claims 8 to 14 for the prevention and/or treatment of
atherosclerosis, endothelial dysfunctions, vasospasm, cardiac
allograft vasculopathy, dysfunctions of the circulatory
system, platelet activation, thrombosis, stroke, pathological
conditions where oxidative stress plays an important role in
their pathogenesis, pathologlical conditions where a deficit
of nitric oxide plays an important role in thelr
pathogenesis, and/or tissue damage due to ischemia and/or due
to lschemia-reperfusion.

16. The pharmaceutical composition according to claim 15,
wherein the pathological conditions where oxidative stress
plays an important role in their pathogenesis are selected
from allergies, stroke, Alzheimer’s disease, and ischemic
cardiovascular diseases.

17. The pharmaceutical composition according to any one.of
claims 8 to 14 for the treatment and/or prevention of
dysfunctions of the circulatory system, preferably
cardiovascular and/or coronary dysfunctions.
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18. Use of at least one compound of formula (I) or a
tautomer, a pharmaceutically acceptable salt, a prodrug or a
solvate thereof:

R
I

X~8(0h

wherein:
n is an integer of 0, 1, or 2,

X represents -S(O)p~, —{C=0)- or a single bond, wherein m is
an integer of 0, 1, or 2, with the proviso that when X
represents - (C=0)- then n is O,

R represents hydrogen or is a residue R2, which residue R2 is
selected from the group consisting of:

C1-6 alkyl;

C2-¢ alkenyl;

C3-g cycloalkyl;

C3-g cycloalkyl, wherein one CHz group is replaced by O,
S, NH or NCHj;

C4-g cycloalkenyl;

C4-g cycloalkenyl, wherein one CHy group is replaced by
O, S, NH or NCHj3;

phenyl;

pyridyl;

thiophenyl;

nitrosyl;
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S-cystelinyl;
S-glutathionyl; and

wherein R* is selected from the group consisting of
hydrogen, Cj-g.alkyl, Ca-g alkenyl, C3_g cycloalkyl, -
C4-g cycloalkenyl, acetyloxy, hydroxyl, ONO2 and
halogen;

wherein R2 optionally is substituted by one to three
groups independently selected from C;.g alkyl,

C2_g alkenyl, C3_g cycloalkyl, C4.g cycloalkenyl,
acetyloxy, hydroxyl, ONO; and halogen,

as active ingredient(s) for the manufacture of a
pharmaceutical composition for the prevention and/or
treatment of atherosclerosis, endothelial dysfunctions,
vasospasm, cardiac allograft vasculopathy, dysfunctions of
the circulatory system, platelet activation, thrombosis,
stroke, pathological conditlions where oxidative stress plays
an important role in their pathogenesis, pathological
conditions where a deficit of nitric oxide plays an important
role in their pathogenesis, and/or tissue damage due to
ischemia and/or due to ischemia-reperfusion.

19. Use of at least one compound of formula (I):
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or a tautomer, a pharmaceutically acéeptable salt, a prodrug
or a solvate thereof as active ingredient(as) for the -
prevention and/or treatment of atherosclerosis, endothelial
dysfunctions, vasospasm, cardiac allograft vasculopathy,
dysfunctions of the circulatory system, platelet activation,
thrombosis, stroke, pathological conditions where oxidative
stress plays an lmportant role in their pathogenesis,
pathological conditions where a deficit of nitric oxide plays
an important role in thelr pathogenesis, and/or tissue damage
due to ischemia and/or due to ischemia-reperfusion,

comprising administering said compound or a tautomer,
pharmaceutically acceptable salt, prodrug or solvate thereof
to a patient in need thereof,

wherein:

n is an integer of 0, 1, or 2,

X represents -S(0)p-, -{(C=0)- or a single bond, wherein m is
an integer of 0, 1, or 2, with the proviso that when X

represents -(C=0)- then n is 0,

and R represents hydrogen or is a residue R3, which residue
R2 is selected from the group consisting of:

Ci1-¢ alkyl;
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C2-¢ alkenyl;

C3-g cycloalkyl;

C3-g cycloalkyl, wherein one CHz group is replaced by O,
8, NH or NCHjy;

C4-g cycloalkenyl;

Cs-g cycloalkenyl, wherein one CHp group is replaced by
0, S, NH or NCH3:

phenyl.;

pyridyl;

thiophenyl:

nitrosyl;

S-cysteinyl;

S-glutathionyl; and

wherein R*-is selected from the group consisting of
hydrogen, Ci-g alkyl, Co-g alkenyl, C3.g cycloalkyl,
C4-g cycloalkenyl, acetyloxy, hydroxyl, ONOz and
halogen;

wherein R2 optionally is substituted by one to three
groups independently selected from Cj_¢ alkyl,

Ca.¢ alkenyl, C3.g cycloalkyl, C4-g cycloalkenyl,
acetyloxy, hydroxyl, ONO; and halogen.

The use according to claims 18 or 19, wherein either one

or both of m and n is 0.

2l.

The use according to any one of claims 18 to 20, wherein

X represents a single bond or -S-.
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22. The use according to any one of claims 18 to 21, wherein
R represents hydrogen, Cj_-g alkyl, Cz.¢ alkenyl,

C3-g cycloalkyl, Cs-g cycloalkenyl,

(C1-¢ alkyl)C3_g cycloalkyl, (Ci-¢ alkyl)Cy-g cycloalkenyl,
phenyl or (Cj-g alkyl)phenyl.

23. The use according to any one of claims 18 to 22, wherein
R is Cq-¢g alkyl.

24. The use according to any one of claims 18 to 23, wherein
the compound according to formula (I) is a compound according
to formula (Ic) or (Id):

i :
A H

ONO,
(Ic) (id)

ONO,

25. The use according to any one of claims 18 to 24, wherein
the compound of formula (I) is selected from:

2-thioisosorbide 5-mononitrate,

5,5’ ~dinitrate-2,2’-dithiodiisosorbide,

2-methylthioclsosorbide 5-mononitrate,

2-[ {(R)-methylsulfinyl]jisosorbide 5-mononitrate,

2-[(8) -methylsulfinyl)isosorbide 5-mononitrate

2-methylsulfinylisosorbide 5-mononitrate,

2-methylsulfonylisosorbide 5-mononitrate,

S-nitroso-2-thioisosorbide 5-mononitrate,

2- (tetrahydropyran—-2-yl-thio) isosorbide 5-mononitrate,

2-(isosorbidyl-2’-dithio)isosorbide S5-mononitrate,
and
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5-mononitrate.
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26. The use according to claim 18 or 19, wherein the
compound is 2-acetylthioisosorbide 5-mononitrate, which is
represented by the following formula:

0O

N

He™ S

ll‘III

A

°“Noz

27. The use according to any one of claims 18 to 26, wherein
the pharmaceutical composition further comprises a '
thrombolytic agent, preferably a plasminogen activator,
urokinase, streptokinase, alteplase or anistreplase.

28. The use according to any one of claims 18 to 27, wherein
the pharmaceutical composition further comprises an
anticoagulant agent, preferably heparin, dicoumarol,
acenocoumarcl, enoxaparine or pentosan polysulfate.

29. The use according to any one of claims 18 to 28, wherein
the pharmaceutical composition further comprises an
antithrombotic agent, preferably acetylsalicylic acid,
dipyridamole, ticlopidine, clopidrogel, triflusal, pentosan
polysulfate or abeciximab.

30. The use according to any one of claims 18 to 29, whereln
the pharmaceutical composition further comprises an
immunoglobulin or a fragment thereof having a specificity for
glycoprotein IIb/IIIa.
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31. The use according to any one of claims 18 to 30,
wherein the pharmaceutical composition further comprises a
hypolipemiant agent, preferably simvastatin, lovastatin,
atorvastatin, pravastatin, fluvastatin, eptastatin ,
lifibrol, acifran, acitemate, glunicate or rosuvastatin.

32. The use according to any one of claims 18 to 31, wherein
the pharmaceutical composition further comprises an
antioxidant/free radical scavenger agent, preferably
nicaraven, ranolazine, emoxipin, glutatione, edaravone,
raxofelast, lycopene, N-acetyl-L-cysteine, N-acetyl-
D-cysteine, a racemic mixture of N-acetyl-L-cysteine and
N-acetyl-D-cysteine, or carvedilol. T

33. The use according to any one of claims 18 to 32, wherein
the pathological conditions where oxidative stress plays an
important role in their pathogenesis are selected from
allergies, stroke, Alzheimer’s disease, and ischemic
cardiovascular diseases.

34. A process for preparing a compound of formula (I), a
tautomer, a pharmaceutically acceptable salt, a prodrug or a
solvate thereof:

wherein:

n i1s an integer of 0, 1, or 2,
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X represents —S(0)p— or a single bond, wherein m is an
integer of 0, 1, or 2,

and R represents hydrogen or is a residue R2, which residue
R2 is selected from the group consisting of:

Ci1-¢ alkyl:

Ca_g alkenyl;

C3-g cycloalkyl; :

C3-g cycloalkyl, wherein one CH7 group is replaced by 0,
S, NH or NCH3; -

C4-g cycloalkenyl;

C4-g cycloalkenyl, wherein one CHs group is replaced by
0, S, NH or NCHj3;

phenyl;

pyridyl;

thiophenyl:

nitrosyl;

S-cysteinyl;

S-glutathionyl; and

wherein R* is selected from the group consisting of
hydrogen, Cj.g alkyl, Cz.g alkenyl, C3-g cycloalkyl,
C4-g cycloalkenyl, acetyloxy, hydroxyl, ONO; and
halogen,

wherein R2 optionally 1s substituted by one to three -
groups independently selected from the group consisting of
C1-¢ alkyl, Cao_g alkenyl, C3_g cycloalkyl, C4-g
cycloalkenyl, acetyloxy, hydroxyl, ONO2 and halogen,
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which process comprises conducting the following steps:

a) effecting the hydrolysis of a compound of formula
(IIa):

wherein R’ is C;-Cg alkyl, preferably methyl,

to obtain the following compound:

HS H
fF-0

TR
0
“NO,

and

(b) optionally, effecting on the compound prepared
according to the step (a):

I. an oxidation reaction to obtain:
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O:N—g
HQ

il D
L

H S~

| ]

H o, - H B
and/oxr NO,

optionally followed by a second oxidation to
obtain the following compound:

R* g

wherein:
n is 1l or 2,
X is -S(O)y~-, wherein m is 0, 1 or 2, and
R* represents hydroxyl or ONO3;
II. a substitution reaction to obtain:
a compound according to formula (I), wherein:
n is an integer of 0,

X represents a bond,
and R does not represent nitrosyl,
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optionally followed by an oxidation to obtain a
compound according to formula (I), wherein:

n is an integer of 0,
X represents -S(O)m-, wherein m is an integer of
0or 1,
and R does not represent nitrosyl;
IITI. a substitution reaction:to obtain:

a compound according to formula (I), wherein:

n is an integer of 0, and
X represents -S-;

optionally followed by an oxidation to obtain a :
compound according to formula (I), wherein:

n is an integer of 1 or 2, and
X represents -S(0O)p-, wherein m is 0, 1 or 2; or

IV. a nitrosation reaction to obtain:

35. A process according to claim 34 for preparing a compound
of formula (Ia), a tautomer, a pharmaceutically acceptable
salt, a prodrug or a solvate thereof: '
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wherein:
n is an Integer of 0, 1, or 2,

X represents -5(0)p- or a single bond, wherein m is an
integer of 0, 1, or 2,

and R represents hydrogen or is a residue R3, which residue -
R2 ig selected from the group consisting of:

Ci1-¢ alkyl;

Co-¢ alkenyl;

C3-g cycloalkyl;

C3-g cycloalkyl, wherein one CHz group is replaced by O,
S, NH or NCH3;

C4-g cycloalkenyl:;

C4-g cycloalkenyl, wherein one CHz group is replaced by
0, S, NH or NCH3;

phenyl;

pyridyl;

thiophenyl;

nitrosyl;

S-—cysteinyl;

S-glutathionyl; &nd
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wherein R* is selected from the group consisting of
hydrogen, Cj-g alkyl, Cp-g alkenyl, C3.g cycloalkyl,
C4-g cycloalkenyl, acetyloxy, hydroxyl, ONO, and
halogen, '

wherein R2 optionally is substituted by one to three
groups independently selected from the group consisting of
Ci-¢ alkyl, Ca.-g alkenyl, C3_g cycloalkyl, C4-g
cycloalkenyl, acetyloxy, hydroxyl, ONOs and halogen,

and wherein said process comprises the following steps:

{(a) effecting the hydrolysis o6f a compound of formula
(I1): '

wherein R’ is C1-Cg alkyl, preferably methyl,
to obtain 2-thiolsosorbide 5-mononitrate (1),
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and

(b) optionally, effecting on thqfcompound (1) prepared
according to the step (a):

I. an oxidation reaction to obtain:

5,5’ ~-dinitrato-2,2'~dithio-diisosorbide (2) or
2-(isosorbidyl-2’-dithio)-isosorbide 5-
mononitrate (8),

optionally followed by a second oxidation to
obtain a compound according to formula (Ie):

R‘I‘

il o

wherein:

n is 1 or 2,
X is -S(O)p~, wherein m is 0, 1 or 2, and
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R* represents hydroxyl or ONOjp;

II. a substitution reaction to obtain a compound
according to formula (Ia), wherein:

n is an integer of 0,
X represents a bond,
and R does not represent nitrosyl,
optionally followed by an oxidation to obtain:
a compound according to formula (Ia), wherein:
n is an integer of 0,
X represents -S(O)m-, wherein m is an integer of
0 or 1,
and R does not represent nitrosyl;
III. a substitution reaction to obtain:

a compound according to formula (Ia), wherein:

n is an integer of 0, and
X represents -5-;

optionally followed by an oxidation to obtain a
compound according to formula (Ia), wherein:

n is an integer of 1 or 2, and
X represents ~S5(0)p-, wherein m is 0, 1 or 2; or

IV. a nitrosation reaction to obtain:
S-nitroso-2-thioisosorblide 5-mononitrate (Gf

36. A process according to claim 34 or 35 that includes
steps (a) and (b) II for the preparation of:
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2~[ (R) -methylsulfinyl]isosorbide S5-mononitrate, and/or
2~[({S)-methylsulfinyl]lisosorbide 5-mononitrate.

37. A process according to claim 35, that includes the
separation of both dizstereoisomers.

38. - A process for preparing a compound of formula (11) or a

tautomer, a pharmaceutically acceptable salt, a prodrug or a
solvate thereof:

by -

H

ONO;

(11)

which process comprises the following steps:

a) effecting an oxidation of a compound of formula
(III):
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wherein R’ is C1-Cg alkyl, preferably methyl,
to obtain 2,2’-dithiodiisosorbide (10),

H—o

(10)

and

(b) effecting a nitration of the compound prepared in
step (a) with a nitrating agent in the presence of a
carboxylic anhydride, preferably acetic anhydride.

39. 2,2'-dithiodlisoscorbide.




Derivados de Disulfuroc, BSulfuro, Sulféxido y B8Sulfona de
Axlicares Ciclicos y sus usos '

Ambito de la invencién

La preesente invencién re refiere a derivados de disulfuro,
sulfuro, sulféxido y sulfona de mononitrato de 1,4:3,6 -

dianhidrohexitol y su uso para la prevencién y/o tratamiento
de trastornos vasculares.

Fundamentos técnicos

El ©6xido nitrico (NO) es una de las moléculas activas
biol6gicamente m&s pequefias y simples que podemos encontrar
en la naturaleza. Ademieg, el NO parece ser una de las
moléculas mis ubicuas en los mamiferos. Al ser una de las
moléculas de sefializacién de uso mis generalizado, el NO
tiene una gran importancia en el control de précticamente
todas las funciones orgénicas y celulares del cuerpo. El1 NO
es la lnica molécula endSgena capaz de funcionar como un
neurotransmisor, autacoide, mediador constitutivo, mediador
inducible, molécula citoprotectora y molécula citotéxica.

Dado que el NO desempefia miltiples acciones fisiolégicas en
la regulacién de numerosas y diversas funciones orgénicas,
los defectos en la ruta del NO conllevan el desarrollo de
numerosas condiciones patolégicas. Estos trastornos incluyen
la hipertensién, aterosclerosis, enfermedades de las arterias
coronarias, insuficiencia cardiaca, hipertensién pulmonar,
ictus, impotencia, complicaciones vasculares de la diabetes
mellitus, llceras gastrointestinales, asma y otros trastornos
del sistema nervioso central y sistémico.
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Todos los donadores de &6xido nitrico (DNOs) comparten 1la
propiedad comfin de producir actividad relacionada con el NO
cuando s8e aplican en " sistemas biolégicos y, por tanto,
mimetizan las respuestas al NO endégeno. No obsatante, 1los
procesos que llevan a la formacién/liberacién del NO difieren
de manera sighificativa entre las clases de compuestos, al
igqual que lo hacen sus reactividadee quimicas. Mientras que
algunos compuestos reguieren catdlisis enzimAtica, otros
producen NO de manera no enzimiticda. En algunoe compuestos,
la liberacién de NO es precedida por una reduccién o por una
oxidacién. E1 proceso se complica afin mis por la
suaceptibilidad especifica de los compuestos a los cambios en
el pH, oxigeno, luz y temperatura y por la formacién de
diferentes subproductos que 8e producen durante 1la
descomposicién o el metabolismo. Ademds, la cinética de 1la
liberacifn de NO a partir de un compuestd determinado es, a
menudo, mis importante que la cantidad absoluta de NO
liberado. Es més, la distribucién tisular de los DNOs y el
lugar en el que se genera el NO es también muy importante.
Todas estas consideraciones son importantes, pues explican
los muy diferentes perfiles farmacolSgicos obtenidos con los
distintos DNOs descritos en la bibliograffia y hace necesario
caracterizar completamente el perfil farmacolfégico de los
nuevos DNOs desarrollados en investigaciédn y desarrollo.

DNOs basados en una estructura de mononitrato de isosorbida,
que son (tiles desde un punto de vista farmacéutico, aparecen
descritos en WO 00/20420. Los compuestos descritos alii como
tal no forman la parte de la actual invencién. Esa golicitud
de patente describe compuestos orgdnicos nitrados capaces de
proporcionaf un potente efecto vasodilatador y que, al mismo
tiempo, generan poca o nula tolerancia. Sin embargo, no
existe indicacién alguna sobre el posible uso de dichos
compuestos para el tratamiento de la activacibén de plaquetas,
trombosis, ictus, dafio tisular debido a isquemia y/o
iasquemia/reperfusién; condiciones patolSgicas en las que el
egtréas oxidativo desempefia un importante papel en su

%\
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patogénesis y/o ateroaclerosis. En consecuencia, el nuevo uso

de esos compuestos s8i forma la parte de 1la presente
invencién.

Uno de los principales problemas de los compuestos organicos
nitrados descritos en la literatura y de aquellos utilizados
clinicamente reside en el hecho de que su mecanismo de accién
radica en la relajacién del misculo 1liso vascular sin

modificar otros procesos patolégicos involucrados en las
enfermedades cardiovasculares.

La isquemia tisular resulta en la deplecién de las reservas
intracelulares de adenosina-trifosfato (ATP) , lo que
congecuentemente compromete el funcionamiento de la bomba
iénica dependiente del ATP asociada a la membrana en las
c€lulas endoteliales. Esta disfuncién de la membrana permite
la entrada de calclo, sodic y agua en las células. La
resultante acumulacién de calcio y otros iones en la célula
puede derivar en una tumefaccién celular y en %F inapropiada
activaciébn de las enzimas celulares. Una enzima que se activa
por el aumento del calcio intracelular durante la isquemia es
la xantina deshidrogenasa (XDH). En condiciones normales, la
XDH oxida la hipoxantina (un producto de descomposicién en el
metabolismo del ATP) de una manera dependiente de NADPH para
producir xantina y &cido drico. 8in embargo, durante la
condicién hipbxica de la isquemia, los niveles de hipoxantina
aumentan dentro de la célula debido a la hidr&lisis de ATP y
se produce una activacién dependiente del calcio de las
proteasas que convierte a la XDH reductora de NADPH en una
forma de enzima reductora de oxigenc denominada xantina
oxidasa (XO). Al producirse el restablecimiento del flujo de
sangre (reperfusién) al tejido y con la reintroduccién de
oxigeno molecular, la XO convertiri la hipoxantina en xantina
Yy &8cido f(irico y ello catalizarf la reduccién de oxigeno
molecular para formar tanto radicales anionicos superéxidos
(02"} como perdSxido de hidrégeno (H;0;). REste mecanismo de
produccién de radicales de oxigeno dependiente de la XO ha
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sido invocado para explicar la participacién del O;" y el H;0;
en las lesiones por reperfusién producidas en una variedad de
6rganos, incluyendo el intestino, el cerebro, el corazén y el
misculo esquelético.

La generacién de radicales de oxfigenos en tejidos post-
isquémicos parece sobrepasar ' la capacidad de los
antioxidantes end6genos tales como la superéxido dismutasa
(SOD), catalasa, glutationa para proteger 1las células
endoteliales y parenquimatosas. Los antioxidantes ex6genos
tales como el SOD y la catalasa han demostrado atenuar 1la
infiltracién de leucocitos y las 1lesiones a tejidos
producidas por la isquemia y la reperfusién.

La bicdisponibilidad del &6xido nitrico parece estar reducida
en la reperfusifén, lo gque probablemente se deba a un
deterioro de 1la produccién endotelial de NO y a wuna
inactivacién aumentada de NO por el 0O; derivado de células
endoteliales. La biodisponibilidad limitada del NO contribuye
a las interacciones anormales célula-célula y a la disfuncién
vagcular durante la reperfusién. Los donadores de ©6&xido
nitrico han demostrado resultados prometedores como agentes
protectores en modelos experimentales de isquemia-
reperfusibén. No obstante, considerando los procesos
involucrados en 1loe dafioe producidos por 1la isquemia-
reperfusién, seria muy interesante disponer de una molécula
con ambas propiedades: que fuera donador de NO y que, al
mismo tiempo, tuviera propiedades antioxidantes.

La aterosclerosis es un proceso activo originado por un dafio
continuo del endotelio vascular. Se desarrolldé la hipbStesis
de la aterosclerosis como respuesta al dafio del endotelio
cuando ee estudié 1la asociacién de atercosclerosia con
factores de riesgo (niveles plasmiticos elevados de LDL,
nivelea plasmiticos bajos de HDL, hipertensién, estrés
oxidativo, tabaquismc, diabetes mellitus, niveles plasmiticos
elevados de Lp{a) o modificaciones de la LDL tales como
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oxidacién o glicosilacién que evitan la eliminacién de LDL
por los receptores especificos). La LDL se acumula en la
pared vascular como consecuencia de un transporte activo de
células vasculares endoteliales. Durante este procesc, la LDL
sufre la oxidacién de una parte de la molécula. La presencia
de LDL oxidada (ox-LDL) es de vital importancia para el
desarrollo de lesiones ateroscleréticas. En el mismo sentido,
la teoria de que la LDL oxidada es responsable de algunas de
las caracteristicas patolégicas de las lesiones
aterosclerfticas deriva de los hallazgos en sistemas de
células en cultivo gue revelan que la LDL oxidada causa
cambios celulares que se correlacionan con aspectos conocidos
de las lesiones arteriales, pero que no estén inducidos por
la LDL nativa. La lesién endotelial, la retencién de LDL en
el intersticio de la intima, el reclutamiento de monocitos en
la intima, el enriquecimiento de los macréfagos con lipidos
derivados de lipoproteinas, la migracién y proliferacién de
células muscularee 1lisas, la acumulacién de detritus de
células necréticas y las tendencias hacia la vasoconstriccién

Yy la actividad pro-coagulante son caracteristicas de 1la
aterosclerosis.

La vasculopatia del trasplante cardiaco alogénico es una
forma inusualmente acelerada y difusa de aterosclerosis
coronaria que limita el éxito a largo plazo del trasplante de
corazén. La disfuncién vasodilatadora del endotelio coronario
es un marcador comin y temprano para el desarrolloc de
vasculopatia del trasplante cardiaco alogénico.

Por tanto, nuevos compuestos orgénicos nitrados que, ademés
de su actividad vasodilatadora, podrian combinar actividades
- que les permitieran modificar otros procesos patolégicos que
forman parte de las enfermedades cardiovasculares, tales como
la aterosclerosis y el dafio tisular debido a la isquemia y/o
a la isquemia y a la reperfusifn, supondrian un gran avance
con respecto a los compuestos utilizados hoy en dia.

54
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Resumen de la invencién

Un objeto de la invencién es un novedoso tipo de compuestos,
derivados del mononitrato de dianhidrohexitol, que son
capaces de proporcionar un potente efecto vasodilatador y
que, al mismo tiempo, modifican otros procesos patolégicos
involucrados en las enfermedades cardiovasculares, tales como
aterosclerosis, vasculopatia del trasplante alogénico y dafio
tisular debido a isquemia y/o isquemia-reperfusién.

Otro objeto de 1l1la invencién es un novedoso tipo de
compuestoa, derivados del mononitrato de dianhidrohexitol,
que 8son capaces de proporcionar un potente efecto
antitromb6tico incluse a una dosis que no modifica la presién
arterial.

Otro objeto de 1la invencién es un novedoso tipo de
compuestos, derivados del mononitrato de dianhidrohexitol,
que son capaces de proporcionar una sinergia con f&rmacos
tromboliticos, anticoagulantes, antitrombéticos,
antioxidantes e hipolipemiantes.

Otro objeto mis de la presente invencién tiene que ver con el
nuevo uso de los derivados del mononitrato de
dianhidrohexitol para 1la fabricacién de wmedicamentos pa
ra el tratamiento de trastornos cardiovasculares relacionados
con la aterosclerosis.

Descripcién detallada de la invencién

Ee un objeto de la presente invencién la de proporcionar un
compuesato de acuerdo con la f£6rmula (I), o un tautémero, una
sal farmacéuticamente aceptable, una prodroga o un solvato
del mismo:
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donde:
n es un nimero entero ée entre 0, 1, 6 2,
X representa -S(Q)p-, -(C=0)- o un enlace sencillo, donde m

es un nimero entero de entre 0, 1, 6 2; con la condicibn que
cuando X representa -{C=0)- entonces n es 0,

R representa hidrSgeno o es un reaiduo Ra, giendo dicho
residuo Ra seleccionado de entre un grupo que comprende:

Ci-6
C2-6
Ci-g
C3-g

o, 8,

Cq-8
Cq-8

alquilo;

alquenilo;

cicloalquilo;

cicloalquilo, donde un grupo CH; es suatituido por
NH o NCHj;

cicloalquenilo;

cicloalquenilo, donde un grupo CHp; es sustituido

por O, S, NH o NCHjy;
fenilo;

piridilo;

tiofenilo;
nitrosilo;

S-cisteinil;

S-glutationil; y




donde R* es seleccionado de entre el grupo que comprende
hidrégeno, C3.g alquilo, Ca.g alquenilo, C3_g cicloalquilo,
C4-g cicloalquenilo, acetiloxi, hidroxilo, ONO, y halégeno,

en el que l?.a opcionalmente es substituido por uno a tres
grupos seleccionadoe por separado de entre Cj._g alquilo, Cp._
¢ alquenilo, C3.g cicloalquilo, Cq-g cicloalquenilo,
acetiloxi, hidroxilo, ONOs; y halégeno.

Es preferido en los compuestos segin la férmula (I) que
cuando RXS(O)p- y -ONO; estén en forma trans uno respecto al

otro, en lo que respecta al plano de anillo, tal y como se
representa en las férmulas(Ia) y (Ib):

entonces RXS(0)p- no representa Z $—, donde Z es un grupo
alquilo Cy.4, grupo arilo o grupo aralquilo.

Sorprendentemente, los compuestos de la férmula I, ademéds del
potente efecto vasodilatador con tolerancia pequefia o nula,
poseen propiedades anti-activacién de las plaquetas, anti-



trombbdtica, anti-ictus, antioxidante, anti-lesién/dafio

tisular debido a isquemia y/o isquemia/reperfusién vy
propledades anti-aterosclerfticas.

Otra incorporacién de la presente invencién tiene que ver con
una composicién farmacéutica que incluye como ingrediente
activo por lo menos uno de los derivados de mononitrato de
dianhidrohexitol de acuerdo con la férmula (I), un tautémero,

una sal farmacéuticamente aceptable, una prodroga o un
solvato del mismo.

Otra incorporacién de la presente invencién tiene que ver con
el uso de por 1lo menos un derivado de mononitrato de
dianhidrohexitol de acuerdo con la férmula (I), un tautSmero,
una sal farmacéuticamente aceptable, una prodroga © un
solvato del mismo, como ingrediente activo para la
fabricacién de wuna composicién farmacéutica para la
prevencién y/o tratamiento de la aterosclerosis, disfuncicnes
endoteliales, egspasmos vasculares, vasculopatia del
trasplante cardiaco alogénico, disfunciones del sistema
circulatorio, activacién de plaquetas, tromboeis, ictus,
condiciones patolégicas en las que el estrés oxidativo
desempefia un importante papel en sus patogénesis, tales como,
pero sin limitarse a ella, la enfermedad de Alzheimer,
condiciones patolégicas en las que el déficit de &xido
nitrico desempefia un papel importante en su patogénesis y/o

daflo tisular debido a isquemia y/o debido a isquemia-
reperfusidn.

Lae expresiones empleadas anteriormente serén explicadas a
continuacién con mayor detalle:

La expresién "“sales farmacéuticamente aceptablea, solvato o
prodroga del mismo* hace referencia a cualquier sal
farmacéuticamente aceptable, éster, solvato o cualquier otro
compuesto que, administrado a un paciente (directa o

indirectamente), proporciona un compuesto como los aqui
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descritos. Sin embargo, se considerari& que las sales no
farmacéuticamente aceptables también se engloban dentro del
dmbito de esta invencién, ya que dichos compuestos pueden ser
Gtilee en 1la preparacién de sales farmacéuticamente
aceptables. La preparacién de sales, prodrogas y derivados
puede ser llevada a cabo por métodoe conocidos en el estado

de la técnica.

Por ejemplo, sales farmacéuticamente aceptables de 1los
compuestos aqui descritos 8se sintetizan a partir del
compuesto correspondiente, que contiene un grupo acido o un
grupo bésico, por métodos quimicos convencionales.
Generalmente, dichas sales son, por ejemplo,. preparadas
mediante la reaccién de las formas &cidas o bésicas libres de
estos compuestos en una cantidad estequiométrica del
correspondiente &cido 6 base en agua © en un disolvente
orgdnico o en una mezcla de ambos. Generalmente se prefieren
medios no acuosos como éter, acetato de etilo, isopropanocl o
acetonitrilo. Ejemploe de sales &cidas incluyen sales Acidas
minerales tales como hidrocloruro, hidrobromuro, hidroyoduro,
sulfato, nitrato, fosfato y sales Acidas orgénicas tales como
acetato, maleato, fumarato, citrato, oxalato, succinato,
tartrato, mandelato, metilsulfonato y p-toluensulfonato.
Ejemplos de sales bésicas incluyen sales inorginicas tales
como sales de sodio, potasio, calcio, amonio, magnesio,
aluminio y litio, y sales orgénicas tales como etiléndiamina,
etanolamina, N,N-dialquilénetanolamina, trietanolamina,

glucamina y sales bisicas de aminofcidos.

Los derivados o prodrogaa particularmente preferidos son
agquellos que aumentan la biodisponibilidad de los compuestos
de la presente invencién cuande tales compuestos son

administrados a un paciente (por ejemplo, permitiendo que un
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compuesto administrado de forma oral sea mis rédpidamente
absorbido en sangre) o agquellos que incrementan la liberacién
del correspondiente compuestc a un compartimento biolégico
(por ejemplo, el cerebro o el sistema linfatico).

Cualquier compuesto que sea una prodroga de un compuesto de
la férmula (I) pertenece al &mbito de la invencién. El
término “prodroga® se emplea en el sentido mAs amplio y
comprende a aquellos derivados que se convierten ®“in vivo” en
los compuestos de la invencién. Tales derivadoa incluyen,
dependiendo de los grupos funcionales presentes en la
molécula y sin limitacién, los siguientes derivados: ésteres,
énteres de aminodcidos, é&steres de fosfato, sales metflicas

de ésteres sulfonados, carbamatos y &steres de amidas.

Los compuestos de la presente invencién pueden estar
preferentemente en su forma cristalina, © como compuestos
libres o como solvatos. Los métodos de solvataciédn que pueden
ser utilizados son loe generalmente conocidos en el estado de
la técnica. Los solvatos adecuados son aquellos solvatos

farmacéuticamente aceptables. Se prefiere que el solvato sea
un hidratoe.

Se prefiere que los compuestos de féxrmula (I}, o sus sales o
solvatos se encuentren en su forma sustancialmente pura
aceptable farmacéuticamente . Por forma farmacéuticamente
aceptable Be entiende, *“inter alia”, el tener un nivel
farmacéuticamente aceptable de pureza excluyendo aditivos
farmacéuticos habituales tales como diluyentes y excipientes
e incluyendo material considerado no téxico a nivelea de
dosis normales. Los niveles de pureza para el farmaco se
encuentra por encima del 50%, preferiblemente por encima del

70% y aGn mis preferible por encima del 90%. En una situacién

L0
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ain m&s preferible, los compuestos de fé6rmula (I) o de Bus

sales, Bsolvatos o prodrogas del mismo tienen una pureza
superior al 95%.

Los compuestos de la presente invencién representados por la
f6rmula (I) pueden incluir enantiémeros, dependiendo de 1la
presencia de centros quiralea o isémeros, y/o dependiendo de
la presencia de enlaces mGltiples {(por ejemplo, Z, E). Los
isdSmeros, enantiémeros o diasterecisébmeros puros y sus

mezclas se encuentran dentro del ambito de 1la presente

invenci6n.

El término *“halSgeno” se refiere al flGor, cloro, bromo o
yodo, de entre los que se prefiere el bromo.

El término "Ci.g alquilo", tal y como se utiliza en el
presente documento, se refiere a un grupo alquilo de cadena
lineal o ramificada gue cuenta con entre 1 y 6 &tomos de
carbono, incluyendo, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo,
iscpropilo, n-butilo, iscbutilo, sec-butilo, t-butilo,
pentilo y hexilo.

El término "C3_g alquenilo®", tal y como se utiliza en el
presente documento, se refiere a un grupo alquenilo de cadena
lineal o ramificada gque cuenta con entre 2 y 6 &tomos de
carbono y al menos un doble enlace de estereoquimica E o Z,
seglin proceda. BEste término incluirfa, por ejemplo, vinilo,
alilo, 1- y 2-butenilo y 2-metil-2-propenilo.

El término "C3_g cicloalquilo", tal y como se utiliza en el
presente documento, se refiere a un grupo aliciclico que
cuenta con entre 3 y 8 Atomos de carbono. Algunos ejemplos
ilustrativos de dichos grupos cicloalquilos son ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo.
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De acuerdo con esto, el término "C3.g cicloalquilo, donde un
grupo CHy es reemplazade por O, S, NH o NCH3”", ase refiere a
un grupo aliciclico que cuenta con entre 3 y 8 Atomos de
carbono donde un grupo CH; es reemplazado por O, S8, NH o
NCH3. Algunos ejemplos ilustrativos de esoe grupos saon

tetrahidropirano, tetrahidrofurano, pirrolidino, piperidino y
tetrahidrotiofeno.

El término "C4-g cicloalquenilo®” se refiere a un grupo
aliciclico que cuenta con entre 4 y 8 &tomos de carbono.
Algunos ejemplos ilustrativos de dichos grupos
cicloalquenilos son ciclopentenilo, ciclohexenilo,
cicloheptenilo y ciclooctenilo.

Se prefiere que R represente hidrégeno, Ci-g alquilo, Cao._
¢ alquenilo, Cj3_g cicloalquilo, C4-g cicloalqguenilo, (Cj._
¢ algquilo)C3_g cicloalquilo, (C1-5 algquilo)Cy_
g ¢icloalquenilo, fenilo o (Cj.g alquilo)fenilo, mientras que
C1-¢ alquilo es especialmente preferido.

También se prefiere que en la férmula (I) m, n, 6 ambos Bean
0.

También se prefiere que X represente un enlace sencillo o -S-

Sobre todo es preferido que los compuestos de f&rmula (I)

correspondan a los compuestoa gue son representados por la
fé6rmula {(Ia) y/o la fé6rmula (Ib):

b\
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compuestos de férmula (I) incluyen asimismo sus

diastereocisémeros (R) y (S) seglin las férmulas (Ic) y (Id):

ONO2

(d)

Los compuestos especialmente preferidos de la f6xrmula I son:

2-tioisosorbida 5-mononitrato,
5,5'-dinitrato-2,2'-ditio-diisosorbida,
2-metiltioisosorbida 5-mononitrato,

2-[(R) -metilsulfinil] isosorbida S-mononitrato,
2-[(S)-metilsulfinil] isosorbida 5-mononitrato,
2-metilsulfinjilisosorbida 5-mononitrato
2-metilesulfonilisosorbida 5-mononitrato,
S-nitroso-2-tloisosorbida 5-mononitrato,

2- (tetrahidropiran-2-il-tio)isosorbida 5-mononitrato,
2- (isosorbidil-2’-ditio) isosorbida S-mononitrato, y
2-(5'-acetiloxiisosorbidil-2’-ditio)isosorbida 5-mono
nitrato.

Ademis, es preferido sobre todo usar 2-acetilticisosorbida 5-
mononitrato (compuesto (12)), un tautémero, una sal
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farmacéuticamente aceptable, una prodroga y/o un solvato del
mismo:

como ingrediente activo para 1la fabricacién de una
composicién farmacéutica para la prevencién y/o el
tratamiento de la trombosis, isquemia, dafio celular/tisular
inducido por isquemia y/o por isquemia y reperfusifn,
hipertensién, espasmo vasculér, aterosclerosis y/o
vagculopatia del trasplante cardiaco

Adicionalmente, los compuestos de la f&Srmula I, especialmente
2-acetiltioisosorbida 5-mononitrato (12), sus tautbémeros, sus
sales farmacéuticamente aceptables, prodrogas o solvatos de
loas mismos, también pueden utlilizarse en la terapia para la
prevencién y/o tratamiento de la aterosclerosis, vasculopatia
del trasplante cardiaco, activacién de plaguetas, trombosis,
ictus, condiciones patclégicas en las que el estrés oxidativo
desempefia un papel importante en su patogénesis, y/o dafio
tisular debido a isquemia y/o isquemia-reperfusién. Estos
compuestos pueden ser wutilizados especialmente en 1la
prevencién y/o el tratamiento de condiciones patolbgicas en
ias que el estrés oxidativo desempefia un papel importante en
su patogénesis, tales como alergia, ictus, enfermedad de
Alzheimer y/o enfermedades cardiovasculares isquémicas. La
composicién farmacéutica puede ser administrada por
diferentes vias. Por ejemplo, puede administrarse por via
oral en forma de preparados farmacéuticos tales como
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comprimidos, cdpeulas, jarabes Y suspensiones.
Parenteralmente en forma de soluciones o emulsiones, etc.
Puede también administrarse por via tépica en forma de
cremas, pomadas, bilsamos, etc. y transdérmicamente, por
ejemplo, mediante el uso de parches o bandas. También puede
aplicarse directamente ‘en el recto como supositorios. Los
preparados pueden contener excipientes, activadores, agentes
quelantes, estabilizadores, etc. fisiolSgicamente aceptables.
En el caso de las inyecciones, se pueden incorporar tampones,
agentes solubilizantes o isoténicos fisiolSgicamente
aceptables.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente
invencién pueden incluir ademds un agente trombolitico,
preferiblemente un activador del plasminfgeno, uroquinasa,
estreptoquinasa, alteplasa o anistreplasa. También pueden
contener un agente anticocagulante, preferiblemente heparina,
dicumarol, acenocumarol, enoxaparina o polisulfato de
pentosén. Ademis, pueden contener adicionalmente un agente
antitrombético, preferiblemente &cido acetil salicilico,
dipiridamol, ticlopidina, clopidrogel, triflusal, polisulfato
de ©pentosanoc o© abciximab. También pueden contener
inmunoglobulina o© un fragmento de 6&sta que tenga
especificidad por la glicoprotefna IIb/IIla.

De forma alternativa, las composicionee farmacéuticas de
acuerdo con la invencién pueden contener ademds un agente
hipolipemiante preferiblemente simvastatina, lovastatina,
atorvastatina, pravastatina, fluvastatina, eptastatina,
lifibrol, acifrén, acitemato, glunicato o© rosuvastatina.
También pueden contener un agente antioxidante/secuestrador
de radicales libres, preferentemente seleccionado de entre
nicaravén, ranolazina, emoxipina, glutationa, edaravona,
raxofelast, -licopeno, N-acetil-L-cisteina, N-acetil-D-
cisteina, una mezcla racémica de N-acetil-L-cisteina y N-
acetil-D-cisteina o carvedilol.

PAZ
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Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente
invencién pueden wutilizarse para el tratamiento Yy/o
prevencién de la aterosclerosis, vasculopatfa del trasplante
cardiaco, activacién de plaquetas, trombosis, ictus, daflo
tisular debido a isquemia y/o debido a isquemia-reperfusién
y/o condiciones patolégicas donde el estrés oxidativo
desempefia un papel impcrtante en su patogénesis (talea pero
sin limitarse a la alergia, el ictus, la enfermedad de
Alzheimer, las enfermedades isquémicas cardiovasculares); y/o
- condiciones patolSgicas donde un déficit de NO desempefia un
papel importante en su patogénesis. También pueden utilizarse
para el tratamiento y/o prevencién de enfermedades del

sistema circulatorio, especialmente enfermedades
cardiovasculares y coronarias.

La domis diaria puede variar en funcién de los sintomas
especificos, la edad, el peso del paciente, el modo
especifico de administracién, etc. y la dosis normal diaria
para un adulto puede variar entre 0,1 y 500 mg y puede
administrarse en una doais finica o dividida en diferentes
dosis a lo largo del dia.

Los compuestos de 1la invencién presente pueden estar
preparados por métodos de preparacién conocidos por el estado
de la técnica, por la adaptacién de los procesos conocidos

por la persona experta o por un nuevo proceso descrito a
continuacién.

Por ello, otra incorporacién de la presente invencién tiene
que ver con los procesos para preparar los compuestos de la
f6rmula I, tautémerce, sales farmacéuticamente aceptables,
prodrogas y solvatos de los miesmos.

Seglin la invencién es preferible preparar un compuesto de la
férmula (I), un tautémero, una sal farmacéuticamente

aceptable, una prodroga o un solvato del mismo por el proceso
definido debajo:
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n es un nimero enteroc de entre 0, 1, 6 2,

X representa -S{O)p- © un enlace pencillo, donde m es un
niimero enteroc de entre 0, 1, 6 2,

Y R representa hidrégeno o es un residuo Ra, siendo dicho
residuo Ra seleccionado de entre un grupo que comprende:

Ci-6
C2-6
Ca-g
C3-8

o, s,

Csq-g
Cq-8

alquilo;
alquenilo;
cicloalquilo;

cicloalquilo, donde un grupo CH; es sustituido por
NH o NCHjy;

cicloalquenilo;

cicloalquenilo, donde un grupo CH,; es sustituido

por O, S, NH o NCHj3;
fenilo;

piridilo;

tiofenilo;

nitrosilo;

S-ecisteinil;

8-glutationil; y
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donde R* es seleccionado de entre el grupo gque comprende
hidr6geno, C;.g alquilo, Cz.g alquenilo, C3.g cicloalquilo,
C4-g cicloalquenilo, acetiloxi, hidroxiloc, ONO, y halégeno,

en el que RS opcionalmente es substituido por uno a tres
grupos seleccionados por separado de entre C;.g alquilo, Csp.
¢ alquenilo, C3-g cicloalquilo, Cs-8 ciclealquenilo,
acetiloxi, hidroxilo, CNO; y halégeno,

cuyo proceso comprende 1la realizacién de los pasos
s8iquienten:

a) efectuar la hidrélisis de un compuesto de fSrmula (IIa):

o

Rl

donde R’ es Cj;.¢ alquilo, preferentemente metilo, para
obtener el siguiente compuesto
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HS,
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H &

Y

b) opcionalmente, efectuar sobre el compuesto preparado de
acuerdo con la etapa (a):

I. una reacciédn de oxidacién para obtener:

ON~q H

R
H ‘g g H % u

(&)

o H
"% yio o,

opcionalmente seguido por una segunda oxidacién para
obtener el sigquiente compuesto:

64
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III.

Iv.
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donde:

nesldé?2,

Xes -5(0)p-, donde mes 0, 1 6 2, y
R* representa hidroxilo o ONO;;

una reaccién de sustitucién para obtener:

un compuesto de acuerdo con la férmula (I}, donde:

n es un niimero entero de 0,
X representa un enlace,
Y R no representa nitrosilo

opcionalmente seguido por una oxidacién para obtener
un compuesto seg(in la férmula (I), donde:

n es un nimero entero de 0,

X representa -5(0)p-, donde m es un ntimero entero de
061,

Y R no representa nitrosilo;

una reaccién de sustitucién para obtener:

un compuesto segfin la £6rmula (I), donde:

n es un nGmero entero de 0, y
X representa -5-;

opcionalmente sequido por una oxidacién para obtener
un compuesto seg(in la f&rmula (I), donde:

n es un nimero entero de 1 6 2, y
X representa -53(0)pm-, donde mes 0, 1 6 2, &

una reaccién de nitrosacién para obtener:

f)/O
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Seglin el anterior proceso de la invencién es especialmente
preferible preparar un compuesto de la £6rmula (Ia), un
tautémero, una sal farmacéuticamente aceptable, una prodroga
o un sclvato del mismo:

0
“NO,

(Ia)

donde n, X, m y R tienen el significado anterior,

Yy dicho proceso comprende la realizaciédn de las siguientes
etapas:

a)} efectuar la hidr6lisis de un compuesto de la f&rmula
(II):



O—no,

(I1)

donde R’ es Cy-g alquilo, preferentemente metilo, para
obtener 2-tioisosorbida 5-mononitrato (1),

s
-
-
-

O—no,
Y

b) opcionalmente, efectuar sobre el
preparado de acuerdo con la etapa (a):

compuesto (1)

I. una reacclén de oxidaciédn para obtener:

5,5'-dinitrato-2,2’'-ditiodiisosorbida (2) &

2- (isosorbidil-2’-ditio) isosorbida 5-mononitrato
(8),

opcionalmente seguido por una segunda oxidacién para
obtener un compuesto segiin la f6rmula (Ie):
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donde

nes 16 2,

X es -S(O)p~, donde mes 0, 1 6 2, y

R* representa hidroxilo & ONO;;

II. una reaccidén de sustitucién para obtener:

un compuesto de acuerdo con la férmula (Ia), donde:
n es un nimero entero de 0,

X representa un enlace,

Y R no representa nitroasilo

opcicnalmente seguido por una oxidacién para obtener
un compuesto de acuerdo con la férmula (Ia), donde:

n es un nimero entero de 0,

X representa -S(0O)n-, donde m es un nGmero entero de
061,

Y R no representa nitrosilo;

III. una reacciSn de sustitucién para obtener:

un compuesto segin la f6rmula (Ia), donde:
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n es un nimero entero de 0, y
X representa -S8-;

opcionalmente seguido por una oxidacién para obtener
un compuesto segln la f6rmula (Ia), donde:

n es un nimero entero de 1 6 2, y
X representa -S(0)y-, donde mes 0, 1 6 2, 6

IV. una reaccién de nitrosacién para cbtener:
S-nitroso-2-tioisosorbida S5-mononitrato (6).

El paso opcional (b) de este nuevo proceso de la invencién se
describe esquemiticamente en los Esquemas 1 & 4 para los
compuestos especificos de la invencién. Estos Esquemas 1 & 4
Be relacionan con la reaccidén de oxidacién I, la reaccién de
substituciébn II, la reaccién de substitucién III y la
reaccién de nitroeation IV, respectivamente.

Un proceso expresamente preferido de la invencidn incluye los
pasoa (a) y (b) II para la preparacién de:

2-[(R) -alquilsulfinil] isosorbida S5-mononitrato y
2-[(S)-alquilsulfinil] isosorbida S-mononitrato,

Ademds, es preferido que ambos diastereoisomeros asean
separados posteriormente, y la separacién pueda ser llevada a
cabo por métodos convencionales conocidos en el estado del
arte.

Un proceso de preparacidén preferido de la invencién concierne
la preparacitn de un compuesto de f6xmula (11) 6 un
tautSmero, una sal farmacéuticamente aceptable, una prodroga
o un solvato del mismo:
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Imm

ONO,
(11)

cuyo procesc comprende las siguientes etapas:

a) efectuar una reaccibén de oxidacién de un compuesto de
la f6rmula (III):

R&\se. H

(III)

O—y

donde R’ es Cj.g alquilo, preferentemente metilo, para
obtener 2,2’-ditiodiisosorbida (10),



27

(10)

(b) realizacién de una reaccién de nitracién del
compuesto obtenido en la etapa (a) con un agente
nitrante en presencia de un anhidrido carboxflico,
preferentemente anhidrido acético.

Finalmente, otra incorporacién de la presente invencién tiene
que ver con el compuesto 2,2’'-ditiodiisosorbida (10), que es

un compuesto intermedio en la preparacién del compuesto (11)
de la invencién.

En loe ejemplos de trabajo incluidos en el presente documento
(vide infra) se deacriben con detalle los procescs adecuados
para obtener varios de los compuestos de acuerdo con la
f6rmula general (I). A la vista de estos ejemplos, es de
conocimiento general entre las personas con formacién obtener
los compuestos no ejemplificados explicitamente a través de
las modificaciones adecuadas de los ejemplos de trabajo.
Resultari obvic para una persona con formacién que estos
ejemplos son meramente ilustrativos y no deben considerarse
como una limitacién de la invencién.
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Ejemplos

Los compuestos obtenidos en los ejemplos que aparecen a
continuacién se identifican mediante 1los datos de la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de su protén
(*H-NMR) y carbono-13 (*C-NMR).

Losa espectros de resonancia magnética nuclear fueron
. registrados utilizando espectrSmetros Varian Gemini-2000 o
Varian Gemini-300.

La frecuencia de operacién y el dieolvente utilizado para
registrar el espectro aparecen indicadoas en los espectros H-
NMR. La posicién de las sefiales se indican en 8 (ppm) y la
sefial de los protonea del disclvente se toma como referencia.
Los valores de referencia fueron 7,24 ppm para el cloroformo
deuterizado y 2,49 ppm para dimetil sulféxido deuterizado. La
sefilal obtenida para los protones de tetrametilsilano (TMS) se
toma ocasionalmente como referencia interna, con 0 ppm como
valor de referencia. El1l nfimero de protones de cada seflal,
medida mediante integracién electrSnica, y el tipo de sefial
ge indica entre paréntesis wutilizando 1las siguientes
abreviaturas: s (simple), d (doblete), t (triplete), dd
(doblete de dobletes), ddd (doblete de doblete de dobletes),
bs (sefial ancha), cs (seflal compleja), s8.a. D0 (simplifica
tras deuterar), d.a. D;0 (desaparece al deuterar).

La frecuencia de operacién y el disolvente utilizados en cada
espectro aparecen indicados en los espectros C-NMR. La
posicién de las sefiales se indican en & (ppm) y la_ sefial de
los carbonos del disclvente se toma como referencia. Los
valores de referencia son 77,00 ppm para cloroformo deuterado
y 39,50 ppm para dimetil sulféxido hexadeuterizado.

En algunos casos, también se llevaron a cabo experimentos de
resgonancia magnética nuclear utilizando las secuencias de
pulso APT (Attached Proton Test), HETCOR (Heteronuclear



29

Chemical Shift Correlation) 6 COSY {(Correlated Spectroscopy)
como ayuda para la asignacién.

En la parte experimental,

abreviaturas:

EJEMPLO 1

AcCCEt
AcOH
DMSO-dg

EtOH
EtOEt
HPLC

Hx

Mel

MeOH

LC- (ApcI)MS

8.d.
sB.e.m,

son utilizadas las siguientes

acetato de etilo
dcido acético
dimetil
hexadeuterizado
alcohol etilico
éter etilico
cromatograffa
resolucidn

sul féxido

1fquida de

hexano

yoduro de metilo

alcohol metilico

cromatografia liquida -
espectrometria de masas
mediante ionizacién quimica a
presién atmosférica.

desviacién esténdar

error estindar de la media
tetrahidropiranil

Método para la obtencisén de 2-ticisosorbida 5-mononitrato

(1).

1

alta

[V ]

7o
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1) NaOH/MeOH
2) Hel

O—no,

12 . 1

En un matraz de 50 mL, se disolvieron 1,00 g (4,02 mmol) de
2-acetiltioiposorbida 5-mononitrato (12) obtenido de acuerdo
con WO 00/20420 en 20,0 mL de alcohol metilico. Se afladieron
de una vez 10,0 mL de una solucién de metancl al 10% de
hidréxido de sodio. Después de tapar el matraz rS&pidamente y
agitar durante 1 minuto a temperatura ambiente (ca. 25 °C},
se afladieron de una vez 2,23 mL de 4&cido clorhidrico
concentrado. Se agitd y concentr® hasta sequedad, eliminando

el disclvente a presifn reducida a una temperatura por debajo
de los 30 °C.

El residuo se suspendié en cloroformo. Esta solucién de
cloroformo Be filtrd y posteriormente se secd scbre sulfato
de magnesio anhidro. Tras 1la £filtracién, se eliminé el
disolvente a presién reducida. Se secé a presién reducida
para obtener 0,83 g de un aceite anaranjado-amarillento
correspondiente al producto de interés . Rendimiento: 100%.

H-NMR (200 MH=, CDCl;): 5,36-5,26 (1H, m, CHONO;), 4,95 (1H,
t, J=5,0 Hz, CHCHONO;), 4,42 (1H, 4, 4,8 Hz, CHCHS), 4,07
(1H, dd, J=4,6 Hz, J=4,4 Hz, H-CHCHS), 3,97 (1H, dd4, J=5,64
Hz, J=2,5 Hz, H-CHCHONO,), 3,87-3,76 (2H, cs, H-CHCHS, H-
CHCHONO,), 3,.45-3,35 (1H, m, CHS), 1,77 (1H, d, J=8,6Hz,
SH) .

LVe-NMR (50 MH=, CDCl;): 91,21 (CHCHS), 81,22 (CHONO;), 81,07
(CHCHONO,), 76,15 (CH,CHS), 69,26 (CH,CHONO,), 42,82 (CHS).
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EJEMPLO 2

Método para la obtencisn de 5,5’ -dinitrato-2,2’-
ditiodiisosorbida (2)

Procedimiento 1:

Se disolvieron 0,50 g de 2-acetiltioisosorbida 5-mononitrato
{12) obtenidos de acuerdo con WO 00/20420 en 10,0 mL de
alcohol metilico. Eata solucién se afiadié lentamente, gota a
gota, a 200 mlL: de plasma humanc en un matraz de 250 mL con
agitacién magnética intensa. La mezcla de reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 15 horas. El crudo de reaccién
se virtié sobre 500 mL de acetonitrilo mientras se agitaba
vigorosamente, observando la precipitacién instantinea de un
86lido blanco floculante correspondiente a las proteinas del
plasma. Se centrifugd a 3000 rpm y a 20 °C durante 30 min, se
separd el liguido y el s6lido (masa proteica)se suspendié en
250 mL de acetonitrilo. Se agit$ y centrifugd bajo las mismas
condiciones sefialadas anteriormente (3000 rpm/20 °C/30 min}.

El 1licor sobrenadante fue decantado y mezclado con el
anterior. El disolvente se evapor$ a presién reducida a una

GOELZ4
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temperatura por debajo de los 30 *C. El residuo acuoso
resultante (alrededor de 200 mL), Be extrajo con clorcformo 4
X 500 mL. Las fasea orgénicas se combinaron y secaron sobre
sulfato de magnesic anhidro. Tras la filtracién se concentrd
el disolvente a presién reducida. Se obtuvieron 350 mg de un
B6lido blanco que 8e purificé mediante cromatografia:
(CHCl,/AcOEt 6:1), aisléndose 250 mg de un 86lide blanco
correspondiente al producto disulfuro 2-tioiscsorbida 5-
mononitrato {(2). Rendimiento: 60%.

Procedimiento 21

En un matraz de 50 mL, ee disolvieron 1,00 g (4,02 mmol) de
2-acetiltioisosorbida 5-mononitrato (12) obtenido de acuerdo
con WO 00/20420 en 20 ml: de alcohol metilico y se afiadieron
10 mL de una solucién de metanol al 10% de hidréxido de
potasio. Se tapS el matraz y se agitd la mezcla de reaccién
durante 5 horas a temperatura ambiente. Durante la reaccién
se observ$ la precipitacién de un B6lido blanco
correspondiente al disulfuro (2). El s6lido se filtré y lavé
varias veces con alcohol metflico. Mediante el BsBecado a
presién reducida, se obtuvieron 0,58 g de un s6lido blanco
correspondiente al producto de interés disulfuro 2-
tioisomorbida 5-mononitrato (2). Rendimiento: 70%.

lH-NMR (200 MH=, DMSO-dg): 5,51-5,43 (2H, m, 2CHONO;), 4,96
(2H, t, J=5,4 Hz, 2CECHONO)), 4,51 (2H, d, J=4,8 Hz, 2CHCHS),
4,04-3,73 (10H, cs, 2CH,CHONO,, 2CH,CHS, 2CHS).

Be.MMR (50 MHx, DMBO-dq): B8B8,46 (2CHCHS), 83,31 (2CHONO)),

81,50 (2CHCHONO;), 73,24 (2 CH;CHS), 69,95 (2CH,CHONO;), 54,01
(2CHS) .

EJEMPLO 3
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Mét do para la obtencién de 2-metiltioisosorbida 5-
mononitrato (3). '

0
—8
)= P

o 1) KOH/MeOH
L
2) Mel

O—no,

Iw

En un matraz de 50 mL, se disolvieron 1,00 g (4,02 mmol) de
2-acetiltioisosorbida S-mononitrato (12) obtenido de acuerdo
con WO 00/20420 en 20,0 mL de alcohol metfilico y se afiadieron
de una vez 5,0 mL de una solucién de metanol al 10% de
hidr6xido de potasio. lLa mezcla de reaccién se tapd y agité
‘durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Se afiadieron de una vez 2,0 mL de yoduro de metilo (32,00
mmol), la mezcla de reaccién se tapd y se agits durante 2
horas a temperatura ambiente. Se concentré hasta sequedad,
eliminando el disolvente a presifén reducida. El residuo se
disolvibé en 250 mL de cloroformo y se lavé con 50 mL de agua.
La fase orgénica se separd y se lavé con 3 x 50 mL de agua.

Después de pecar sobre sulfatoc de magnesio anhidro, se filtré6
Yy se eliminé el disolvente a presién reducida. Tras el secado
a presidn reducida, se obtuvieron 0,68 g de un sblido blanco
correspondiente al producto de interés. Rendimiento: 76%.

H-NMR (200 MHz, CDCl;): 5,34-5,26 (1H, m, CHONO;), 4,93 (1H,
t, J=5,2 Hz, CHCHONO;), 4,48 (1H, d, J=4,8Hz, CHCHS), 4,14
(1H, d4d, J=9%,7 Hz, J=4,8 Hz, H-CHCHS), 4,01 (1H, dd, J=11,2



" 149329

Hz, J=3,0 Hz, H-CHCHONO,;), 4,01-3,81 (2H, cs, H-CHCHS, H-
CHCHONO;) , 3,30-3,24 (1H, m, CHS), 2,15 (3H, 8, CH,).

Yc-NMR (50 MH=, CDCl,): 88,65 {(CHCHS), 81,55 (CHCHONO,),
81,26 (CHONO;), 73,87 (CH,CHS), 69,10 (CH,CHONO,) 50,74 (CHS),
14,74 (CH,).

EJEMPLO 4
Método para la obtencién de 2-[(R)-metilsulfinil]isosorbida

5-mononitrato (4) y 2-[(8)-metilsulfinil]isosorbida 5-
mononitrato (4bis)

H
i

ONO, H  ‘ono,

3) (4) (4bls)

En un matraz de 500 mL, se disolvieron 7,3 g (32,9 mmol) de
2-metiltioisosorbida S-mononitrato (3), obtenidos de acuerdo
con el Ejemple 3, en 75 mL de dioxano. Se afiadié muy
lentamente, gota a gota, una solucién de 7,04 g (32,9 mmol)}
de NalIQ4 en 110 mL de agua y después se agité durante 1 hora
a temperatura ambiente. Se filtr6 la mezcla y entonces se
eliminé el dioxano del filtrado a presaién reducida. Se
afiadieron 150 mL de agua. La mezcla se extrajo con 2 x 300 mL
porciones de cloroformo, se secé sobre sulfato de magnesio
anhidro, se filtrS y se elimind el disolvente a presién
reducida. Se obtuvieron 6,6 g de un crude de reaccién que
contiene una mezcla de diasterémeros en una proporcién de un
65% de {(4) y un 35% de (4bis). E1 crudo de reaccién
regultante gpe recristalizé dos veces con dioxano para obtener

D
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2,9 g del producto de interés (4) con una pureza del 95%
mediante HPLC. Usando 1los licores madre de la primera
recristalizacién, se elimind el disolvente a presién reducida
Y Be recristalizdé el residuo resultante con dioxano para

obtener 1 g del producto de interés (4bis) con una pureza del
95% mediante HPLC.

2-[(R) -metilsulfinil] isosorbida S5-mononitratec (4):

H-NMR (200 MHs, CDCl,): 5,39-5,28 (1H, m, CHONO;), 5,02 (1H,
dd, J=5,6 Hz, J=1,6 Hz, CHCHS), 4,89 (iH, t, J=5,5 Hz,
CHCHONO;), 4,29 (1H, dd, J=10,4 Hz, J=6,4 Hz, H-CHCHS), 4,20-
3,91 (3H, cs, H-CHCHS, CH;CHONO, ), 3,38-3,31 (1H, m, CHSO),
2,61 (3H, B, CH,).

Vo.NMR (50 MHs, CDCl;)s 82,11 (CHCHONO,), 81,51 (CHCHS),
80,55 (CHONO;), 69,65 (CH,CHS) 69,28 (CH,CHONO,), 66,24
(CHSO), 37,28 (CHj). '

Microanfliasias

calculado (%): 35,44 C; 4,67 H; 5,90 N; 13,51 S; 40,47 O
experimental (%): 35,31 C; 4,67 H; 5,%8 N; 13,5 8; 40,60 0

Espectrometria de masas (LC- (ApcI)MS a 20V): 238 (M+1)*

Punto de fuaibdmn: 153 °C por DSC

Difraccién de rayos X en monocristal: Se establece que la
configuracién del diasterSmero (4) es: (R)-8, (8)-C2, (8)-C3,
(s)-C4, (R)-CS '

2-[(8)-metilsulfinil] isosorbida S5-mononitrato (4bis) :

E-NMR (200 MH=z, CDCl,): 5,39-5,28 (1H, m, CHONO,;), 4,89 (1H,
t, J=5,6 Hz, CHCHONO.), 4,68 (1H, 4, 5,4 Hz, CHCHS), 4,40-

RETEY
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3,88 (4H, ce, CH,CHS, CH;CHONO;), 3,48-3,40 (1H, m, CHSO),
2,58 (3H, s, CHy).

Jc.NMR (50 MH3z, ©DCl;): 82,89 (CHCHS), 82,26 (CHCHONO,),
80,55 (CHONO2), 69,19 (CH,CHONO,) 67,88 (CH,CHS), 66,94
{CHSC), 36,64 (CHj;). )

Microanflisis

calculado (%): 35,44 C ; 4,67 H; 5,90 N; 13,51 8; 40,47 ©
experimental (%): 35,65 C; 4,66 H; 5,87 N; 13,56 S; 40,57 O
Espectrometria de masas (LC- (ApcI)NB a 20V): 238 (M+H)*

Punto de fusién: 115 °C por DSC

Difraccién de rayos X en monocristal: Se establece que la
configuracién del diasterSmero (4bis) es: (S8)-8, (8)-C2, (S)-
C3, (8)-C4, (R)-C5

EJEMPLO 5

Método para la obtencién de 2-Matilsulfonilisosorbida 5-
mononitrato (5)

s H
s
- =

O—no,

3

En un matraz se disolvieron 1,0 g (4,5 mmol) de 2-
metiltioisosorbida S-mononitrato (3), obtenidos de acuerdo
con el ejemplo 3, en 20 ml de acetonitrilo. Se afiladieron, de
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una sola vez, 4,11 g (16,1 mmol) de &cido periédico (Hg5IOg) Yy
pe agitdé durante 48h a temperatura ambiente. Se afiadieron 50
mL de una solucién saturada de NazS303., Se extrajo con 2 x 30
mL de cloruro de metileno. Se unieron las fases orgénicas y
se lavaron con 2 x 30 mL de una solucifn saturada de Naz$303.
Se secé sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtré y se
elimind el disolvente a presién reducida. Se obtuvieron 662
mg del producto de interés (5). Se suspendieron 640 mg del
crudo en 25 mL de hexano, se filtr6, se lavé con 7,5 mL de
cloroformo, obteniéndose 450 mg del producto (5) con una
pureza del 5%9,7% por EPLC.

B-NMR (200 MH=, DMSO-d¢): 5,53-5,47 (1H, m, CHONO;), 5,00-
4,88 (2H, cs, CHCHONO,, CHCHS), 4,38 (1H, dd, J=9,8 Hz, J=1,8

Hz, H-CHCHS), 4,12-3,86 {(4H, cs, H-CHCHS, CH;CHONO,, CHSO3),
3,07 (3H, 8, CH,).

Beo-NMR (50 MH=z, DMSO-dg): 82,77 (CHCHS), 82,36 (CHCHONO,),
81,81 (CHONO,), 68,95 (CH,CHONO;), 68,46 (CH;CHS), 67,48
(CHSO;), 39,31 (CH;).

Microanélisis
calculado (%): 33,20 C; 4,38 H; 5,53 N; 12,66 S; 44,23 0
experimental (%): 33,45 C; 4,34 H; 5,52 N; 12,69 S; 44,43 O

Espectromstria de masas (LC-(ApcI)MS a 20V): 254 (M+H)"

Punto de fusién: 173 °C por DSC

EJEMPLO 6

Método para la obtenciSn de B8-nitroso-2-ticisosorbida 5-
mononitrato (6)
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En un vial &mbar, se disolvieron 0,5 g (2,41 mmol) de 2-
tioisosorbida S5-mononitrato (1) obtenidos de acuerdo con el
Ejemplo 1, en 4,0 mL de MeOH, se tapd el vial y se agité en
un bafic de hielo. Se afiadieron 320 pL (0,249 g, 2,41 mmol) de
terc-butoxinitrito y se agité con el vial tapado bajo
condiciones de frfo durante 7 horas. El s6lido blanco se
filtr6 y el filtrado se concentré hasta sequedad a presién
reducida, temperatura ambiente y protegido de la 1luz. Se
obtuvieron 0,48 g (rendimiento: 84%) de un g8élido xojo

intenso identificado como S-nitroso-2-tioiscosorbida 5-
mononitrato (6).

1H-NMR (CDCl,, 200 MH=): 5,40-5,25 (sc, 1H, CHONO)), 4,B4-4,64
(sc, 2H, CHSNO, CHCHONO;), 4,40-4,30 (m, 2H, H-CHCHSNO,
CHCHSNO), 4,12 (dd, 1H, J=11,4 Hz, J=2,6 Hz, H-CHCHONO,),
4,00-3,80 (sc, 2H, H-CHCHSNO, H-CHCHONO,) .

Bc-NMR (CDC1l,, 50 MHx): 88,2 (CHCHSNO), 81,9+81,1 (CHCHONO,
CHONO,;), 73,4 (CH,CHSNO), 69,5 (CH,CHONO;), 51,6 (CHSNO).
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EJEMPL 7

Método para 1la obtencidn de 2-(tetrahidropiran-2-il-
tio)isosorbida S5-mononitrato (7)

O—no, | O~no,

=
I~

Se suspendieron 0,5 g (2,41 mmol) de 2-tioisosorbida 5-
mononitrato (1), obtenidos de acuexrdo con el ejemplo 1, en 6
ml: de 3,4-dihidro-2H-pirano y la mezcla se enfrié en un bailo
de hielo. Se afadieren 0,10 g (0,40 mmol) de p-
toluenesulfonato de piridinio y se agité a temperatura
ambiente durante una noche bajo atmésfera de nitrSgeno. Se
afladieron S0 mL de EtOEt y se lav6 la mezcla con 2 x 40 mL de
una solucién saturada de NaCl. Se obtuvieron 1,15 g de un
crudo de reaccidn que se purificd por cromatografia (Hx:AcOEt
= 3:2) rindiendo 0,65 g del producto de interés con una
pureza del 83%. La recristalizacién con hexano xrindié 0,45 g
del producto con una pureza del 95%, identificado por sus
datos espectroscépicos como 2- (tetrahidropiran-2-il) -2-
tioisosorbida S5-mononitrato (7).

ly-NMR (CDCl,, 200 MHz): 5,28 (ddd, 1H, J=11,0Hz, §5,4Hz,
2,8Hz, CHONO;), 5,0-4,85 (sc, 2H, CHSTHP, CHCHONO;), 4,59
{(dd, 1H, J=11,2Hz, 4,6Hz, CHCHSTHP), 4,20-3,80 (sc, SH,
CHaCHSTHP, H-CHCHONO;, CH, mxp), 3,60-3,40 (sc, 2H, H-CHCHONO;,
CHmwp) , 2,00-1,45 (Bc, 6H, 3CHz mup) -
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“c-MMR (CDC1;, 50 MMxz): 89,5 and 89,1 (CHCHS), 83,0 and 81,6
(CHCHONO,) , 81,4 and 81,3 (CHSTHP, CHONO;), 74,9 and 74,1 (CHj
mp), 69,0 and 68,9 (CH,CHSTHP), 64,8 and 64,7 (CH.CHONO;),
49,1 and 47,6 (CH; qup), 31,3 and 31,2 {CHa me), 25,4 (CHz mup),
21,7 and 21,6 (CHz rup) -

EJEMPIO 8

Método para la obtencién de 2- (isosorbidil-2’-
ditio}isosorbida 5-mononitrato (8)

HQ
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Se afiadié una solucién de 0,170 g (1,72 mmol) de succinimida
en EtOH a 0,323 g (1,56 mmol) de 2-tioisosorbida 65-
mononitrato (1). Tras la aparicién de un precipitado blanco,
se afladieron 0,168 mg (2 mmol) de NaHCO3. Tras agitacién a
temperatura ambiente durante 3 horas y 45 minutos, se
afiadieron otros 100 mg (1,19 mmol) de NaHCO3 y 10 gotas de
agua. Tras otra hora y 30 minutoes de agitacién, se llevs la
mezcla a reflujo. Tras dos horas a reflujo, se eliminé el
EtOH a presidén reducida, se afiadieron 150 mL de agua y 150 mL
de AcOEt. Se formé una emulsién y se afladié NaCl) hasta que
decantaron las dos fases. La fase orgénica se separ6 y la
fase acuosa se lavs con 2 x 150 mL porciones de AcOEt. Cada
una de las tres fases orginicas se lavs por separado con 100
mL de agua y las fases orgfénicas se combinaron y secaron



41 . Rt TR

sobre NajSO4 anhidro. Se £filtr5, se lavé con AcOEt y se
elimind el disolvente de la filtracién a presién reducida,
obteniéndose asi 336 mg de un crudo de reaccién que se
purificé por cromatografia *“flash®. Para la separacién
cromatografica Se usé una mezcla de 1i:1 CHCli/AcOEt como

eluyente y se obtuvo una fraccién de 98 mg del producto de
interés (8).

B-NMR (300 MHz, CDCly): 5,40-5,32 (1H, cs, CHONO,;), 5,04-4,98
(1H, cs, CHCHONO,), 4,70-4,60 (3H, cs, 3CH), 4,36-4,26 (1H,
cs, CHOH), 4,22-4,12 (24, cs, 2H-CH), 4,10-4,00 (3H, cs, 3H-
CH), 3,94-3,86 (2H, cs, 2H-CH), 3,68-3,56 (3H, cs, 2CH-S, 1
H-CH), 2,55 (1H, d, J=6,9 Hz, OH).

Espactroscopia infrarroja (en pastilla KBr): 3461 cm™®, 2987
cm? , 1642 cm™ , 1465 cm, 1279 cm™, 1077 cm™, 846 cm™.

Microanflisis:
experimental (%):39,53 C, 34,70 H, 4,77 O, 3,96 N, 17,04 S.
calculado(%):39,23 C, 34,84 H, 4,66 O, 3,B1 N, 17,45 S.

Espectrometria en masa:

Electrospray: 368 (M+l).

Impacto electrénico(m/z, (¥ abundancia zrelativa)): 367
(7,4) (M+), 261 (3,8), 160 (8,6), 129 (15,5), 127(14,2), 85
(35,7), 69 (100). -

EJEMPLO 9
Paso 1

Método para la obtencién de 2-tioisosorbida (9) y 2,2°-
ditiodiisosorbida (10)
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En un matraz de 500 mL, se disolvieron 15 g (74 mmol) de 2-
acetiltioisosorbida (13) obtenidos de acuerdo con WO 00/20420
en 225 mL de EtOH. Se afiadié una disolucién de 11,3 g de KOH
del 85 % en 150 mL de agua. La mezcla resultante se agits a
temperatura ambiente durante 2 horas, se neutralizé con
AcOH(s; ¥ Be elimind el EtOH a presién reducida. La solucién
resultante se llevd a pH bésico mediante la adicién de NaOH
Y se agitd a temperatura ambiente mientras que se burbujeaba
una corriente de aire a través de la soluciédn durante 10
horas. Se acidificé la solucién con HCl,; y se llevé a pH=4.
Se elimind el agua a presidén reducida y el residuo resultante
se volvié a disoclver en CHzClz, filtrado y secado acbre
Naz804 anhidro. La solucién se filtr6, lavé y se eliminé el
disolvente de la filtracién a presién reducida, obteniéndose
asf 9,22 g de un crudo de reaccién que se purificd mediante
cromatografia *“flash” utilizando como eluyente diferentes
mezclas de ciclohexano/acetato de etilo. La elucidn se inicié
con 3 L de mezcla 1:1 y, después de ello, el porcentaje del
disolvente polar auments, primero con 2 L de mezcla 3:5,
posteriormente con 2 L de mezcla 1:2 y finalmente se eluyé
Gnicamente con AcOEt. Del eluato se aislaron 2,64 g del tiol
(9) y otros 3,06 g del disulfuro (10).
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2-Tioisosorbida (9)

H-KMR (200 MH®, CDCl;): 4,68-4,58 (1H, cs, CHCHOH), 4,48-
4,40 (1H, ce, CHCHSH), 4,34-4,18 (1H, bs, s.a. D30, CHOH),
4,16-4,06 (1H, m H-CHCHSH), 3,96-3,78 (2H, cs, H-CHCHOH, H-
CHCHSH), 3,62-3,50 (1E, cs, 1 H-CHCHOH), 3,48-3,36 (1H, cs,
s.a. DO, CHS), 2,80-2,60 (1H, bs, d.a. D0, OH), 1,75 (1H,
d, J=8 Hz, d.a. D;0, SH).

Be-NMR (50 MHz, CDCl,): 90,42 (CHCHSH), 81,47 (CHCHOH), 76,27
(CH,CHSH) , 74,00 (CH,CEOH), 72,04 (CHOH), 43,81 (CHSH).

2,2'-Ditiodiisosoxrbida (10)

H-NMR (200 MHE®, CDCl;): 4,68-4,56 (4H, cs, 2CHCHS, 2CHCHOH),
4,34-4,19 (2H, cs, s.a. DO, 2 CHOH), 4,19-3,97 (4H, csB,
2CH,CHS), 3,92-3,80 (2H, cs, 2H- CHCHOH), 3,66-3,52 (4H, cs,
2H-CHCHOH, 2CHS), 2,63 (2H, 4, J=6,6 Hz, d.a. D;0O, 20H).

c.NMR (50 MHz, CDCl,): 87,42 (2CHCHS), 81,98 (2CHCHOH),
73,93 (2CH,CHOH) 72,89 (2CH,CHS), 72,07 (2CHOH), 54,74
(2CHS) .

Paso 2

M&todo para la obtencién de 5,5’ -diacetiloxi-2,2’-

ditiodiisosorbida (14) y 2-(5’-acetiloxiisosorbidil-2’-
ditio)isosorbida 5-mononitrato (11)
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R=COCH, 14
R=NO, 11

Se preparé una mezcla de nitracién mediante la adicién, lenta
y cuidadosa, a 0 °C de 1,8 mL de HNO3 al 60% a una mezcla de
7,5 mL de anhfidrido acético y 12,5 mL de &cido acético. En un
matraz de 100 mL acondicionado con un refrigerante en
reflujo, termSmetro y un agitador magnético, se disolvieron
2,77 g (8,6 mmol) de Z,2'-ditio-diisosorbida (10), obtenidos
de acuerdo con el Ejemplo B8, en 17 mL de Acido acético y se
afladieron 3,5 mL de anhidrido acético. La mezcla se enfrib a
una temperatura de 0 °C en un bafio de hielo y sal. Se
afiadieron durante 15 minutoa, gota a gota, 4 mL de la mezcla
de nitracién previamente preparada. Se agité a 0 °C durante 2
horas, obaervando la solidificacién del crudo de reaccién.
Posteriormente, se agité durante 2 horas y 30 minutos a
temperatura ambiente. El1 crudo de reaccién se virtié sobre
100 mL de agua, se filtr6 y se lav8 con suficiente cantidad
de agua. El sélido resultante se sec6 a presién reducida en
presencia de P205. Se obtuvieron 2,69 g de un crudo de
reaccién que Be purific6 mediante cromatografia preparativa
de fase reversa. Se utilizé como eluyente una mezcla 1:1
acetonitrilo:agua. Se aislé una fraccién de 1,01 g del
diacetato (14) (R=COCH3) y otra fraccién de 0,5 g de acetato-
nitrato (11) (R=NO3).
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‘H-NMR (200 MHx, CDCl;): 5,16-5,02 (2H, cs, 2CHOCO), 4,85-
4,76 (2H, c¢s, 2CH-0-C), 4,63-4,56 (2H, cs, 2CHOC), 4,17-4,05
(2H, c¢s, 2H-CH), 4,00-3,74 (6H, cs, 6 H-CH), 3,56-3,48 (2H,
cs, 2CHS), 2,09 (6H, s, CH).

3c-NMR (50 MHz, CDCli): 170,27 (2C0), 87,73 (2CHCHS), 80,76
(2CHCHO), 73,79 (2CHO), 72,66 (2CH,CHS), 70,46 (2CH,CHO),
54,42 (2CHS), 20,63 (2CH3).

2- (5’ -Acetiloxiisosorbidil-2'-ditio)isosorbida S5-mononitrato
(R=NO;) (11)

H-NMR (200 MMz, CDCl;): 5,37-5,28 (1H, cs, CHONO,), 5,18-5.06
(1H, cs, CHOCO), 5,02-4,94 (1H, cs, CHOC), 4,87-4,78 (1H, cs,
CHOC), 4,64-4,56 (2H, cs, 2 CHOC), 4,18-3,75 (BH, cBe, 4CHj),
3,59-3,50 (2H, cse, 2 CHS), 2,10 (3H, s, CH3).

Bc-MMR (50 MHz, CDCls)s 170,29 (CO), 88,25 (CH), 87,43 (CH),
81,58 (CH), 81,16 (CH), 80,79 (cH), 73,80 (CH), 72,78 {(CHj),
72,66 (CHz), 70,51 (CH;), 69,32 (CH;), 54,42 (CHS), 53,72
(CHS), 20,65 (CH,).

Espactromstria de masas:

Ionizacién quimica (NH3): 410 (M+1)*, 427 (M+18)*.

Ensayos para vasorelajacién

El método utilizado en los ensayos es sustancialmente el
mismo que el descrito en las siguientes referencias:
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* Furchgot, R.F., "Methods 1in nitric oxide research";
Feelisch & Stamler, eds., John Wiley & Sons, Chichester,
England, pp 567-581.

* Trongvanbichnam K., et al., Jpn. J. Pharmacol. 71 (1996);
167-173.

* Salas, B., et al., Bur. J. Pharmacol. 258 (1994); 47-55.

Losa diferentes compuestos Be s8someten a ensayo a 5
concentraciones diferentes, con un rango de concentracifn que
oscila entre 0,0001 y 10 mM, utilizando entre 6 y 9 anillos
arteriales para cada compuesto. Los resultados obtenidos se
comparan con los de S-mononitrato de isosorbida, que se
utiliza como producto de referencia.

Los resultados se muestran en la tabla 1 a continuacifn y se
expresan como ECgsy (concentracién efectiva 50), que es la
concentracién de cada uno de los compuestos sometidos a
ensayc que producen una vasodilatacién igual al 50% del tono

méximo al que el anillo arterial se ha contraido con 1 uM de
Fenilefrina .

Tabla 1.- Ensayo de vasorelajacién

Compuesto EC5o mM (media £ d.e.)

S5-mononitrato de isosorbida 0,92 £ 0,2
(1) 0,041 + 0,006
(2) 0,0053 £+ 0,001
(3) 0,043 £ 0,006
(4) 0,338 £ 0,01
(6) 06,0012 + 0,0001
(7) 0,05 + 0,009
(9) 0,024 £ 0,005

(12) 0,023 % 0,010
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Como puede observarse en la tabla, todos los compuestos

ensayados son mis potentea como vasorelajantes que el
producto de referencia.

Ensayo in wvitro de 1la inhibicién de 1la agregacién de
plaquetas

El método empleado en los ensaycs es sustancialmente el mismo
que el descrito en la siguiente referencia:

* Salas, E., et al., Br. J. Pharmacol. 112 (1994); 1071-1076.

Los compuestos Be someten a ensayc a cuatro concentraciones
diferentes, utilizande plasma rico en plaquetas obtenido de
por lo menos 6 donantes sanocs diferentes. Los resultados
obtenidos se comparan con los de 5-mononitrato de isosorbida,
que se utiliza como producto de referencia.

Los resultados se muestran en la tabla 2 y se expresan como
IC5; (concentracién inhibidora 50), que es la concentracién
de cada compuesto sometido a ensayo que produce una
inhibicién igual al 50% de la agregacién obtenida mediante
una concentracién submixima (1-4 uM) de ADP (una
concentracién submfxima de ADP es la cantidad minima de ADP
que produce la agregacién méxima) .
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Tabla 2.- Ensayo de inhibicién de la agregacién de 1las
plaquetas (Plasma humano rico en plaquetas)
Compuesto ICso MM (media + d.e.)
5-mononitrato de isosorbida 2,68 + 0,33
(1) 0,11 = ¢,01
(2) _ 0,01 + 0,007
(3) 0,41 £ 0,09
(4) 1,00 £ 0,01
(4bis) 0,85 + 0,15
(6) 0,0018 + 00,0005
(7) 0,58 + 0,021
{(12) 0,089 + 0,01

Como puede observarse en la tabla 2, todos loa compuestos
ensayados tienen una potente actividad inhibidora de 1la
agregacién de plaquetas, actividad que resulta superior a la
del compuesto de referencia.

Inhibicién de adhesifén de monocito humano y plagquetas a
células endoteliales humanas

Log métodos utilizados en los ensayos para determinar el
efecto de los compuestos sobre la adhesifn de plaquetas y
monocito a células endotelialee humanas son sustancialmente
iguales a loe descritos en las siguientes referencias:

Del Maschio A. et al., J Cell Biol 1996; 135: 497-510

Bombeli T. et al., Blood 1959; 93: 3831-3838

Colomé C. et al; Atherosclerosis 2000; 149: 295-302; and
Martin-Satue M. et al; British Journal of Cancer 19%9; 80;
1165-1174

La adhesién de las cé&lulas monociticas U937 a células
endoteliales confluentes de la microvasculatura humana (HMEC-
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1) activadas mediante TNF-a {50 ng/ml) y de las plaquetas a
células endoteliales humanas umbilicales (HUVEC) fueron los
métodos utilizados para determinar el efecto inhibidor de los
compuestos sobre la adhesifn celular. La adhesién de los
monocitos previamente marcados con calcein-AM (Molecular
Probes) a HMEC-1 activado mediante TNF-a, fue evaluada
mediante la determinacién de 1la fluorescencia celular
asociada. La adheein de ©plaquetas humanas lavadas
previamente marcadas con MoAb c¢ontra CD36-FITC a HUVEC
activado (50 ug/ml de LDL minimamente modificado, LDLmm) fue
determinada mediante Citometria de Escaneado Léser (LSC,
Olimpus), determinando la fluorescencia celular asociada. Los
regultados se expresan como el porcentaje de inhibicién con
respecto del control (adheeifn de las cé€lulas en ausencia de
compuestos) . La tabla 3 muestra el efecto de los compuestos
sobre la adhesitn de U937 a HMEC-1 activado. La tabla 4
muestra el efecto de los compuestos sobre la adhesiSn de
plaquetas a HUVEC activado.

Tabla 3

Inhibicién de adhesi6n de monocito U%37 a células

endoteliales humanas activadas HMEC-1

Compuesto $ de inhibicifn a control
(media + e.e.m.)

(1) 30 + 8

(12) 15 + 2

Tabla 4

Inhibicién de adhesién de plagquetas a HUVEC activado
mediante IDLmm (50 upg/ml)
Compuesto % de inhibicién a control
(media + e.e.m.)

(12) 87,5% £ 5,1%




50

Inhibicién de transcitosis de LDL en células endoteliales
microvasculares humanss

El método utilizado en loes ensayos para determinar el efecto
de los compuestos en la transcitosis de LDL en células
endoteliales microvasculares humanas es sustancialmente el
mismo que el descrito en Colomé C. et al; Atherosclerosis
2000; 1495: 295-302. Este ensayoc permite predecir el potencial
anti-aterosclerStico de los compuestos, ya que la acumulacién
de LDL en la pared vascular como consecuencia del transporte
activo de una célula endotelial vascular es uno de los
primeros pasos en el desarrollo de la aterosclerosis.

El método empleado en los ensayos para aislar las particulas
de LDL a partir de plasma humano fresco y el marcado con Dil
es pBustancialmente icual al descrito en Pedrefio J. et al.,
Atherosclerosis 2001; 155: 99-112, y Stephan Z.F. y Yuracheck
E.C. J. Lipid Res. 1993; 34:325-330

HMEC-1 activadas (100 uM histamina) y no activadas fueron
cultivadas hasta alcanzar confluencia en el pozo superior de
insertos de cocultivo (ﬁalcon HTS FluorBloK). Posteriormente,
se afladié 1DL-Dil <(hasta 200 ug/ml) y se incubaron las
células durante 2 h en presencia y ausencia de los
compuestos. Tras esas dos horas, se evalud la transcitosis de
particulas LDL-Dil a través de células endoteliales mediante
la determinacién de la presencia de fluorescencia en el pozo
inferior del inserto de cocultivo. Los resultados se expresan
en forma de porcentaje de inhibicién con respecto del control
(en ausencia de compuestos). La tabla 5 muestra el efecto de
los compuestos en la transcitosis LDL-Dil a través de HMEC-1.
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Tabla 5

Inhibicién de transcitosis LDL en células endoteliales

microvasculares humanas (¥ de inhibicién a control
(media £ e.e.m.)

Compuesto Células en reposo |[Célulap estimuladas
(1) 58 + 15 122 + 8
{12) 51 + 19 BO + 12

Inhibicién de oxidacién LDL

El método utilizado en los ensayos para determinar el efecto
de los compuestos sobre la oxidacifn LDL es sustancialmente
el mismo que el descrito en las siguientes referencias:
Spranger T., et al., Chem. Phys. Lipids 1998 ; 91 :39-52

Lynch §.M., et al., Biochim. Biophys. Acta 2000; 1485:11-22
Pedrefio J., et al., Thromb. Res. 2000; 99: 51-60.

El método utilizado en los ensayos para aislar las particulas
ILDL, del plasma humano freeco es sustancialmente igual al

descrito en Pedreflo J., et al., Atherosclerosis 2001; 155:
99-112.

La modificacién oxidativa de 1las lipoproteinas de baja
densidad {LDL) es considerada  actualmente como el
acontecimiento central del desarrollo de la enfermedad
cardiovaascular aterosclerStica. La exposicién de LDL a hemina
libre de globina (el complejo de ién férrico (Fe’!) con
protoporfirina 1IX)}, derivada de 1la hemoglobina de los
eritrocitoes circulantes sirve de fuente fisiolbégica del pro-
oxidante Fe’* capaz de promover la oxidacién de LDL. Los
compuestos se afiaden in vitro para determinar su actividad
inhibidora en la oxidacién LDL inducida por la hemina y H;0,.
Se incubd LDL a una concentracién final de proteina de 0,2
mg/ml en presencia de 2,5 uM de hemina y 5 uM Hz0,. La
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modificaciSn oxidativa de las particulas LDL fue evaluada
mediante la medicién de los dienos conjugados. Las muestras
experimentales fueron incubadas a 37 *C y el aumento de la
absorbancia a 234 nm fue registrado automiticamente cada 5
min durante al menos 5 h. El efecto de los compuestos sobre
la oxidacién LDL inducida por la hemina fue sometido a ensayo
a 7 concentraciones diferentes utilizando preparados de LDL
de 7 donantes sanos diferentes. La tabla 6 muestra la
actividad inhibidora de los compuestos a 10 uM expresada como
el porcentaje de aumento del lag phase (tiempo que se
requiere para que pe inicie la reaccién de formacién de
dienos conjugados) con respecto al control.

Tabla 6

Inhibicién de oxidacién LDL

Compuesto % de incremento del lag phase
con respecto al control
(media + e.e.m.)

5-mononitrato de isosorbida 0
(1) 290 + 8
(12) 117 * 56

Inbibicién de oxidacisn de plasma

El método utilizado en los ensayos para determinar el efecto
de los compuestos sBobre la capacidad de oxidacién del plasma
es sustancialmente igual al descrito en Spranger T. et al.,
Chem Phys Lipids 1998; 91: 39-52.

La oxidacién de lipoproteinas inducida in vitro en plasma
pretende representar un modelo relevante de la oxidaci6n de
lipoprotein&s en la pared arterial. La oxidacién de las
lipoproteinas plasmiticas fue evaluada como la capacidad de

\o\
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oxidacién del plasma heparinizado y se midié mediante
espectrofotometria como un aumento en la absorbancia a 234
nm. Se afladieron los compuestos in vitro para determinar su
actividad inhibidora sobre la capacidad de oxidacién del
plasma inducido por cu?* (Cus0Qy). El plasma heparinizado fue
diluido con solucién salina tampén fosfato (PBS) que contenia
0,16 M de NaCl y la oxidacién se inicié con 50 uM CuSQ,. Se
incubaron las muestras experimentales a 37 °*C y el aumento en
la absorbancia a 234 nm fue registrado automiticamente cada
15 minutos durante al menos 12 h. El efecto de los compuestos
sobre la capacidad de oxidacién del plasma inducido por cu?*
fue sometido a ensayo a 7 concentraciones diferentes
utilizando plasma heparinizado de 7 donantes sanos
diferentes. La tabla 7 muestra la actividad inhibidora de los
compuestos a 10 uM expresada como el porcentaje de aumento
del lag phase con respecto al control.

Tabla 7

Inhibicién de oxidacién de plasma

Compuesto % de incremento del lag phase

con respecto al control
(media £ e.e.m.)

(1) 245 + 26
(2) 7+1
(12) 200 + 10

S-mononitrato de isosorbida 1]

Efecto preventivo y curativo sobre la aterogénesis en conejos
alimentados con una dieta rica en colesterol

El método utilizado es sustancialmente igual al descrito por
Shore B, Shore V. en: Day CE (ed) Atherosclerosis Drug

Discovery, Plenum Press, New York and London, pp 123-141,
1976.
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Se mantuvieron veintiGn machos de conejo blanco de Nueva
Zelanda (de 10 semanas de edad al principio del protocolo)
bajo condiciones esténdar (22 °C, 40% a 60% de humedad) con
ciclos dfia / noche regulares y acceso libre a ‘agua. Los
animales fueron asignados a 1 de los 3 grupos de manera
aleatoria. El grupo 1 (n=5) recibié una dieta de
mantenimiento estindar durante 75 dfas; el grupo 2 (n=16)
recibié la misma dieta pero con un suplemento del 1%
{peso/peso) de colesterol durante 45 dias. Al final de este
periodo, se dividi6 el grupo 2 en dos grupos aleatorios. El
grupo tratado (n=9) recibié durante otros 30 dfas 1,9
mg/kg/dia del compuesto 12 (manteniendo el 1% de coleaterocl
en su dieta) y el grupo no tratado (n=7) recibi$ una dieta
con un 1% de colesterol durante otros 30 dias.

Las variables del estudio inclufan triglicéridos y colesterol
total. Loe animales fueron sacrificados al dia 75 traas el
inicio del protocolo con pentobarbital i.v. Be extrajo la
aorta completa hasta 1 o 2 cm de las arterias iliacas y se
£fijé en tampén foefato 0,1 M (pH 7,4) con glutaraldehido
(4%). Los andlisis macroscdpico y microascépico de las
muestras se llevaron a cabo de manera ciega. Se diseccionaron
las aortas y se tifieron con Red 0il. Se eliminé la grasa
adventicia y se abrieron las aortas longitudinalmente, se
sumergieron en una solucién de Red o0il durante la noche, se
lavaron con propilenglicol y se fijaron sobre una superficie
plana. Se tomaron imigenes de las aortas con una cémara
esténdar. Posteriormente, se tomaron tres secciones de la
zona del arco adrtico, la aorta torfcica y la aorta abdominal
(orificios renales). Se fijaron las secciones con parafina,
se cortaron con un microtomo Ultracut (Espafla) y se tifieron
de forma convencional con hematosilina eosina. Se tomaron
imigenes de lae aortas tefiidas con Red 0il y hematosilina
eosina con una cimara esténdar. Se importaron dichas imigenes
a la aplicacién Photoshop (Adobe) mediante un escéner de
diapositivas AGFA. Mediante el procedimiento previamente
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descrito por Lillie RD (Lillie, R.D., 1994, Stain Technology,
vol. 19, pp 55) se determind la superficie de lesién en toda
la aorta y el grosor de la Iintima en cortes histolégicos. La
superficie o &rea de la lesién arteriosclerb6tica (evaluada a
partir de las aortas tefiidas con el Red 0il) se determind por
el nGmero de pixeles de la imagen convertidos a mm?. El
grosor de la fintima arterial (evaluado a partir de las
muestras histolégicas teflidas con Hematosilina-Eosina) se
cuantific6 en mm de forma similar a como se describe para la
superficie o drea de la lesién aterosclerdtica. Para ello, se
seleccionaron las secciones que contenian lesiones de estrfas
grasas y se determind el grosor de la fntima (deede la media
arterial hasta el endotelio). El grosor medio de la zona de
lesién fue evaluado en secciones representativas por
cuadrante adrtico y se calculd la media estadistica. La tabla
8 muestra loe niveles plasmiticos en ayunas del colesterol
total, del colestérol HDL y de los triglicéridoa.-El examen
estadistico (t de|Student) no reveld diferencia significativa
-alguna entre el grupo medicadec y el grupo control (el grupo
no medicado pero con dieta alta en colesterol) en 1lo que
respecta a los lipidos plasmiticos.

Tabla 8

Perfil de lipidos plasmiticos [mg/dl] (media + e.e.m.)

Control Tratado con el, compuesto
ejemplo (12)

Basal Final Basal Final

Colesterol 42 +{1073,9 +133,3 t|1461 + 147

total 4,4 4,9 4,1

Triglicéridos|185 +|312,7 £ 130|121 + 34 |347 £ 82
50

El porcentaje de superficie cubierta .por la lesién
aterosclerfS5tica se muestra en la tabla 9.
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Tabla 9

Lesiones ateroscleréticas

Grupo Porcentaje de area de
lepiones atercsclerbdticas (%)
(media + e.e.m.)

Control 62 £ 6

Tratado <con el compuesto|(l5 % 3

ejemplo (12)

El grosor de la capa de intima de la aorta se muestra en la

tabla 10.

Tabla 10

Grosor de la capa de la intima de la aorta

Grupo

Grosor mm (media + e.e.m.)

Control

0,323 = 0,013

Tratado con el
ejemplo (12)

compuesto

0,096 + 0,009

En la tabla 8 se muestra que no existia diferencia alguna en
los lipidos plasmiticos entre el grupec de control y el
medicado, por lo que se demuestra que el compuesto (1l2) no

tuvo influencia sobre el metabolismo de lipidos.

Be puede ver en la tabla 9 y en la tabla 10, tanto
porcentaje de 4rea de las lesiones aterosclerb6ticas como
grosor de Intima fueron reducidos significativamente en
grupo tratado con el compuesto (12) en comparacién con

grupo de control.

Tal y como

el
el
el
el
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Efecto preventivo y curativo en aterogénesis en ratén
deficiente de apo E.

El efecto preventivoe y terapéutico de 1los presentes
compuestos sobre la aterosclerosis se ilustrard también a
través del siguiente ejemplo.

El efecto preventivo y curativo de la aterogénesis de los
compuestos se investigd en el modelo de ratém deficiente de
apo E alimentado con dieta est&indar. Se alimentaron ratones
hembras y machos con deficiencia de apo E (OLA129X C57/BL6EJ)
de tres meses de edad con dieta estindar. El grupo control
incluia 8 ratones machos y 7 ratones hembras, mientras gue el
grupo tratado consietia en B ratones machos y 7 ratones
hembras. Todos los animales tenfan niveles de colesterocl y
peso corporal similares al comienzo del experimento. Tanto el
grupo de control como el tratado fueron estudiados durante 12

semanas. El1 grupo de control recibié 5 wmg/Kg/dia del
compuesto (12).

Los par&metros de 1lipidos plasmiticos (colesterol total,
colesterol HDL y triglicéridos) y el estrés oxidativo (medido
como niveles de B8-iso-prostaglandina F2a) fueron medidos a
intervalos predeterminados. Trae la finalizacién del periodo
de administracién, la aorta torfcica fue aislada y tefiida
para determinar el Area de las lesiones aterosclerfticas
depositadas en la pared internma del vaso sanguineo de acuerdo
con el método de Red 0il (Lillie, R.D., 1994, Stain
Technology, vol. 19, pp 55).

Los niveles plasmiticos en ayunas del colesterol total , el
colesterol HDL, los triglicéridos y los niveles de 8-iso-
prostaglandina F2a se muestran en la tabla 11.

b0Q5)

\P
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Tabla 11
Parfmetros de lipidos plasmiticos y de eatrés oxidativo
(media + d.e.)
Macho Hembra
Control |Tratado |Control Tratado

con con

compuesto compuesto

(12) (12)
Colesterol total (14,3 f|18 % 3 9,5 £+ 2 11,3 £ 1,5
(mmol.L-1) 2
Colesterol HDL 0,5 +|0,47 +|0,4 £ 0,1|0,48 +
(mmol.L-1) 0,18 0,15 0,13
Triglicéridos 2,6 +}j1,5 + 0,4|1,9 £ 0,6}1,3 £ 0,2
(mmol .L-1)} 0,6
8-iso~- 2713 +]101 £ 13 |182 £ 19 |99 £ 7
proataglandina 19
Fa2a
 (pg.mL-1)
El porcentaje de &rea cubierta por las lesiones

ateroscler6ticas depositadas en la pared interna del vaso

sanguineo y el &rea cubierta con macr6fagos se muestra en la
tabla 12.
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Tabla 12
Grupo Area cubierta con|Area de lesiones
macréfagos [pm’] aterosclerSticas [um’]
(media + e.e.m.) (media + e.e.m.)
Control 80 + 27 60 + 8B
Tratado con el|55 % 1¢ 45 + 9
compuesto
ejemplo (12)

En la tabla 11 se muestra que el compuesto (l12) es capaz de
descender los niveles de triglicéridos en el plasma, asi como
el estrés oxidativo de estos animales. En la tabla 12 se
muestra cémo el compuesto (11) reduce tanto el &rea de

lesiones arteriosclerSticas como el &rea cubiexta con
macréfagos.

Efecto antlitrombético in vivo

El método utilizado es sustancialmente igual al descrito por
Kurz (Kurz K.D., et al., Thromb. Res. 19590, 60:269-280) vy
modificado por Feuerstein (Peuerstein G.Z., et al
Artherioscler. Thromb. Vasc. Biol. 1999, 19: 2554-25562).

Las ratas recibieron una finica dosis oral de 100 mg/Kg de los
compuestos.

Cuarenta y cinco minutos después de administrarse la dosis,
las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (40
mg/kg, i.p.) y fueron colocadas posteriormente de manera
dorsal scobre una mesa quirfirgica calentada (37 °*C).
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Se aislé la arteria carétida izquierda y se colocd bajo ésta
una l&mina de Parafilm M (7 x 20 mm, American National Can).
Se coloc6 una sonda electromagnética de flujo (Transonic
Systems Inc.) en la arteria para medir el flujo de sangre.

Sesenta winutos tras 1la administracién del producto, se
coloct (y no se retird durante todo el experimento) un parche
de papel de filtro saturado con una solucién de FeCl, (70%)
scbre la arteria carftida izquierda y distal a de la sonda de
flujo para iniciar la trombosis. Se controlé el flujo de

sangre durante los 60 min posteriores a la aplicacién del
parche en la arteria.

Se considerd que el vaso se habia ocluido totalmente por el
trombo formado cuando se detecté ausencia del flujo sanguineo
(0,0 ml/min). En este modelo, la formacién de trombos
oclusivos normalmente tiene lugar en un plazo de 15 & 20
minutos en animales no tratados. Se consider5 gque un animal
estaba totalmente protegido por el tratamiento sl un trombo
no ocluia el vaso durante el periodo de estudio (60 min tras
la aplicaciétn continua del parche de FeCl,).

Los resultados se muestran en la tabla 13 y se expresan como

el porcentaje de animales totalmente protegidos por el
tratamiento.

Tabla 13

Actividad antitrombbdtica en vivo

Compuesto ] de animales totalmente
protegidos

100

100

80

12 71




61 STTEYRN |

Como puede observarse en la tabla 13, todos los compuestos

sometidos a ensayo tienen una potente actividad
antitromb6tica in vivo.

Efacto antitrombético sinergistico in vive

El método utilizado es sustancialmente igual al descrito por
Kurz (Kurz K.D., et al., Thromb. Res. 1990, 60: 269-280) y
modificado por Feuerstein (Feuerstein G.Z., et al
Artherioscler. Thromb. Vasc. Biol. 1999, 19: 2554-25562).

Ratas recibieron una (nica dosis oral de un compuesto 6 la
combinacién de dos compuestos, tal y como se describe en la
tabla 14. Las dosis de 1los compuestos utilizados no

modificaron la presidén arterial o la frecuencia cardiaca de
los animales.

Cuarenta y cinco minutos después de administrarse la dosis,
las ratas fueron aneatesiadas con pentobarbital s&dico (40
mg/kg, i.p.) y fueron colocadas posteriormente de manera
dorsal sobre una mesa guir(rgica calentada {37 °C).

Se aislé la arteria carftida izquierda y se colocé bajo ésta
una l&mina de Parafilm M (7 x 20 mm, American National Can).
Se coloc6 una sonda electromagnética de flujo (Tramsonic
Systems Inc.) en la arteria para medir el flujo de sangre.

Sesenta minutos tras la administracién del producto, Bse
colocd (y no se retird durante todo el experimento) un parche
de papel de filtro saturado con una solucién de FeCl,; (70%)
sobre la arteria carétida izquierda y distal a la sonda de
flujo para iniciar la trombosis. Se controlé el £flujo de
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spangre durante los 60 min posteriores a la aplicacién del
parche en la arteria.

Se consider$ que el vaso se habfa ocluido totalmente por el
trombo formado cuando se detectd ausencia de flujo sangquineo
{0, ml/min). En este modelo, la formaciém de trombos
oclusivos normalmente tiene lugar en un plazo de 15 o 20
minutos en animales no tratados. Se considerd que un animal
estaba totalmente protegido por el tratamiento Bi un trombo
no ocluia el vaso durante el periodo de estudio (60 min tras
la aplicacién del parche de FeCl;).

El concepto de producto fraccional fue wutilizado para
identificar la einergia entre los compuestos. De acuerdo con

este concepto, B8i consideramos la proteccién completa de un
animal como: E

Inhibicién fraccional = (1-%]“00

donde A es la tasa de animales con oclusién trombética en el
grupo tratado; y B es la tasa de animales con oclusién
trombStica en el grupo de control,

Para dos farmacos que actian de manera independiente:

Inhibicién fraccional = [1-(%:%-)]“00

donde A; es la tasa de animales con oclusifn tromb6tica en el
grupo de tratamiento A,; A; es la tasa de- animales con
oclusifén trombftica en el grupo de tratamiento Az;; vy B es la
tasa de animales con oclusién tromb6tica en el grupo control.

8i la protecci6n obtenida con la combinacidén de los f&rmacos
es superior a la inhibicién fraccional para dos compuestos
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actuando de manera independiente, entonces se considera que

tiene lugar el sinergismo.

Los resultados se muestran en

la tabla 14 y se expresan como

la tasa de animales con oclusién trombética en cada grupo.

008356

Tabla 14

Grupo Tasa de animales con oclusién
trombStica (8% de animales
protegidos)

Control 1 {0%)

Acido acetil salicilico (100|0,50 (50%)

mg/Kg/dia, oral, durante 3

dias)

Compuesto 12 (22,3 wmg/Kg,|0,5 (50%)

oral, agudo el dia de estudio)

Acido acetil wsalicilico (100|0 (100%)

mg/Kg/dfa, oral durante 3

dias) + compuesto 1z (22,3

mg/Kg, oral, agudo el dia de

estudio)

Clopidogrel (1,5 mg/Kg/dfa,|0,0 (50%)

oral durante 3 dias)

Clopidogrel (1,5 mg/Kg/dia,|0,7 (83%)

oral durante 3 dias) +

compuesto 12 (22,3 mg/Kg,

oral, agudo el dia de estudio)

Inhibicién fraccional (&cido
12)

[1—(9-1§x -9-'-5-]]x100
1 1

75%

acetil wsalicflico + compuesto

/\

\'V
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Dado que el porcentaje de animales protegido con 1la
combinacién de los dos f&rmacos ({(4cido acetil salicfilico +
compuesto 12) es superior al 75% (ea de un 100%) existe un
sinergismo entre los dos productos.

Inhibicién fraccional (clopidogrel + compuesto {(12)) =

1-(9::0—'5-) x100 = 75%
11

Dado que el porcentaje de animales protegido con la
combinacién de los dos f&rmacos (clopidogrel + compuesto 12)

es superior al 75% (es de un B83%) existe un sinergiemo entre
los dos productos.

Proteccisn in vitrxo contra la citotoxicidad inducida por
radicales de oxigeno utilizando el método basado en XTT en
células HUVEC.

El método utilizado es sustancialmente igual al descrito por
Caveda L., et al. (J. Clin. Invest. 1996; 98: 886-893).

Para la determinacién de la capacidad de inhibir 1la
citotoxicidad inducida por radicales de oxIgeno, se
utilizaron células endoteliales de las venas umbilicales
humanas (HUVEC). Se aislaron las HUVEC y se cultivaron en
M199 y 20% FCS (Fetal Calf Serum).

El ensayo XTT se basa en la hidr6lisis por las células
metab&licamente activas de la sal de tetrazolio XTT para
formar un producto anaranjado, el pigmento formaz&n formado

es soluble Y gse cuantifica directamente mediante
espectrofotometria. )

Las células HUVEC fueron cultivadas hasta un estado de sub-
confluencia en una placa de cultivo de 96 pozoe y fueron

A
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pretratadas con 50 uM del compuesto durante una hora. Tras

ello, las células fueron tratadas con 800 uM de peroxinitrito
durante toda la noche.

Tras la incubacién nocturna, las células fueron incubadaes con
la solucién amarilla XTT (concentracién final 0.3 mg/ml)
durante 4 horas. Tras este periodo de incubacién, se formé la
solucidn de formazén, la cual fue cuantificada
espectrofotométricamente a 450 nm utilizando un lector de
placas de ELISA,

Los resultados se muestran en la tabla 15 y se expresan como
el porcentaje de células muertas.

Tabla 15

Actividad citoprotectora in vitro

Compuesto ¥ de células muertas
1 80
2 80
3 80
12 50

Como puede observarse en la tabla 15, todos los compuestos
sometidos a ensayo tienen una actividad protectora ({p<0,05)

de la célula contra dafios celulares inducidos por radicales
de oxigeno.

Proteccién in vivo contra dafios coronarios por isquemia-
reperfusién.

Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con el modelo
de rata descrito previamente por Hirata Y et al (Journal of
Cardiovascular Pharmacology. 1998, 31: 322-326)

,\\\,\
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Tras un periodo de ayuno alimenticio de 6 horas, los animales
fueron divididos en grupos de al menos 8 animales cada uno.
Las dosis de productos se administraron mediante sonda oral 1
hora antes de la induccién de la iequemia. Los animales
fueron anestesiados con pentobarbital (40 mg/kg, i.p.) y se
registrd el electrocardiograma de la derivacién esténdar II
para detectar la depresién de la onda S. Se inyectaron 0.3
U/ké de arginina-vasopresina (AVP} (Sigma Chemicals, St
Louis, Mo, USA) en la arteria .cardtida para inducir la
vasoconstriccién de arterias coronarias pequefias y el aumento
de la resistencia coronaria. Los grupoe tratados recibieron
AVP 60 min después del farmaco de ensayo. En todos los

grupos, tras la inyeccién de AVP, se efectud un registro de
ECG de 10 minutos.

Los resultados se muestran en la tabla 16 y se expresan como
decrementos de la onda S (pvoltas).

Tabla 16
Proteccién
Compuesto Dosia(mg/kg,p.0.) Decremento de|del
onda S (uV) decremento de
onda 8(%)
Vehiculo - 46,2 + 4,9 -
12 20 22,6 £+ 5,9 52
12 100 8,6 + 2,8 81
9 20 16,5 + 9,8 64
9 100 9,7 + 4,6 79
4 20 35,5_;_11,5 21
4 100 5,9 £ 3,9 a7

Como puede observarse en la tabla 16, todos los compuestos

sometidoe a ensayo protegen contra el dafio cardiaco por
isquemia-repérfusidn.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de acuerdo con la f6rmula (I) &6 un tautbmero,

una sal

farmacéuticamente aceptable, wuna prodroga o un

golvato del mismo:

donde:

|
X~stom 4
F.0
073
H %

n ea un nimero entero de entre 0, 1, 6 2,

X representa -S(O)p-, -(C=0)- o un enlace sencillo, donde m
es un niGmero entero de entre 0, 1, & 2; con la condicién que
cuando X representa ~(C=0)- entonces n es 0,

R representa hidr6geno o es un residuo Ra, siendo dicho
residuo R Beleccionado de entre un grupo que comprende:

Ci-6
C2-6
Ca-g
Ci-8

0, s'

Ca-8
Ca-8

alquilo;

alquenilo;

cicloalquilo;

cicloalquilo, donde un grupo CH; es sustituido por
NH o NCHjy;

cicloalquenilo;

cicloalquenilo, donde un grupe CHy es sustituido

por O, 8, NH o NCHj;
fenilo;
piridilo;
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tiofenilo;
nitrosilo;
S-cisteinil;
S-glutaticnil; y

donde R* es seleccionado de entre el grupo que comprende
hidrégeno, Cj;_-¢ alquilo, Cy_g alquenilo, C3._g cicloalquilo,
Cq4-g cicloalquenilo, acetiloxi, hidroxilo, ONO; y halégeno,

en el que Ra opcionalmente es substituido por uno a tres
grupos eeleccionados por separado de entre Ci_.g alquilo,
Cz.¢ algquenilo, C3.g cicloalquilo, Cgq.g cicloalquenilo,
acetiloxi, hidroxilo, ONO; y halégeno,

con la condicién que cuando RXS{O)p- y -ONOy estén en forma
trans uno respecto al otro, en lo que respecta al plano de
anillo, tal y como se describe en las f6rmulas(Ia) y (Ib):

0
0
o]

entonces RXS(0)p- no representa Z §—, donde Z es un grupo
alquilo Cj.4, un grupo arilo o un grupo aralquilo.



73 - bﬂ-ﬂ-;ﬂ_s\

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, donde
m, n, 6 ambos es 0.

3. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 2, donde X representa un enlace sencillo
O -S-l

4. Un compuesto de acuerde c¢on cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 3, donde R representa hidrégeno,

Ci1-6 alquilo, Cz.¢ alguenilo, C3-g cicloalquilo, Cs-8
cicloalquenilo, (C1.¢ alquilo)Cy.pg cicloalquilo, (C1-¢
alquilo) Cg4-g cicloalquenilo, fenile, (C1_g alquilo)fenilo,
5-acetiloxiisosorbid-2-il, 5-hidroxiisosorbid-2-yl o
5-nitratoisosorbid-2-il.

5. Un compuesto de acuerdoc con cualgquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, donde R es C;.g alquilo.

6. Un compuesto de acuerdo c¢on cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 5, que es un compuesto segln la férmula
{Ic) 6 (1d):

A

ONO,

(1d)

7. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las
reivindicacionea 1 a 6, seleccionado de entre:
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2-tioisosorbida 5-mononitrato,
5,5’-dinitrato-2,2’-ditiodiisosorbida,
2-metiltioisosorbida S5-mononitrato,
2-[(R)-metilsulfinil] isosorbida 5-mononitrato,
2-[(8)-metilsulfinil] isosorbida 5-mononitrato
2-metileulfinilisosorbida 5-mononitrato,
2-metilsulfoniliscsorbida 5-mononitrato,
S-nitroso-2-tioisosorbida S-mononitrato,

2- (tetrahidropiran-2-il-tio) isosorbida 5-mononitrato,
2- (isosorbidil-2' -ditio) isosorbida S-mononitrato, y
2-(5’-acetiloxiisosorbidil-2’-ditioc) isogorbida 5-mono
nitrato.

8. Una composicién farmacéutica que contiene al menocs un
compuesto de acuerdo con cualesquiera de las reivindicaciones
1 a 7 come ingrediente(s) activo(s), opcionalmente junto con
uno o mis excipiente(gs), activador(es), agente(s) quelante(s)
y/o estabilizador(es) fisiolégicamente aceptables.

9. Una composicién farmacéutica de acuerdo con 1la
reivindicacién 8 que ademis contiene un agente trombeolitico,
preferentemente un activador del plasminégeno, uroquinasa,
estreptoquinasa, alteplasa o anistreplasa.

10. Una composicién farmacéutica de acuerdo con 1la
reivindicacién 8 6 9, que ademis contiene un agente
anticoagulante, preferentemente heparina, dicumarol,
acenocumarol, enoxaparina o polisulfato de pentosano.

11. Una composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 8 a 10, que ademis contiene un agente
antitrombdtico, preferentemente 4&dcido acetil salicilico,
dipiridamol, ticlopidina, clopidrogel, triflusal, polisulfato
de pentosano o abciximab.

12. Una composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 8 a 11, que ademis contiene wuna
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inmunoglobulina o un fragmento de ésta con especificidad para
la glicoproteina IIb/IIla.

13. Una composicidn farmacéutica de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 8 a 12, que ademis contiene un agente
hipolipemiante, preferentemente simvastatina, lovastatina,
atorvastatina, pravastatina, fluvastatina, eptastatina,
lifibrol, acifrén, acitemato, glunicato y rosuvastatina.

14. Una composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 8 a 13, que ademfis contiene un agente
antioxidante/secuestrador de radicales libres,
preferentemente nicaravén, ranolazina, emoxipina, glutationa,
edaravona, raxofelast, licopeno, N-acetil-L-cisteina, N-
acetil-D-cisteina, una mezcla racémica de N-acetil-L-cisteina
y N-acetil-D-cisteina o carvedilol.

15. Una composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 8 a 14 para la prevencién y/o
tratamiento de la aterosclerosis, disfunciones endoteliales,
espasmoe vasculares, vasculopatia del trasplante alogénico,
enfermedades del gistema  c¢irculateorio, activacién de
plaquetas, tromboeis, ictus, condiciones patolégicas en las
que el estrés oxidativo desempefia un importante papel en su
patogénesig, condiciones patolégicas en las que el déficit de
6xido nftrico desempefia un papel importante en su
patogénesin, y/o dafio tisular debido a isquemia y/o debido a
isquemia-reperfusién.

16. Una composicién farmacéutica de acuerdo con 1la
reivindicacién 15, donde las condiciones patolégicas en las
que el estrés oxidativo desempefia un papel importante en su
patogénesia se selecclonan de entre las alergias, el ictus,

la enfermedad de Alzheimer y las enfermedadea isquémicas
cardiovasculares.
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17. Una composici6n farmacéutica de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 8 a 14, para el tratamiento y/o
prevencién de enfermedadea del sistema <c¢irculatorio,
preferentemente enfermedades cardiovascular y/o coronaria.

18. El uso de al menoe un compuesto de la f6rmula (I) 6 de un
tautémero, de una sal farmacéuticamente aceptable, de una
prodroga ¢ de un solvato del mismo:

R
|

X~s(0h 4

donde:
n es un niimero entero de entre 0, 1, 6 2,

X representa -8{(0)p-, -{C=0)- o un enlace sencillo, donde m
es un nimero entero de entre 0, 1, 6 2; con la condicién que
cuando X representa -(C=0)- entonces n es 0,

R representa hidrégenc © es un residuo Ra, siendo dicho
reaiduo R? seleccionado de entre un grupo que comprende:

C1-g alquilo;

Ca_-g alquenilo;

C3.g cicloalquilo;

C3.g cicloalquilo, donde un grupo CHy; es sustituido por
O, S8, NH o NCH3;

C4-g cicloalquenilo;

C4-g cicloalquenilo, donde un grupo CH; es sustituido
por O, S, NH o NCHj;
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fenilo; . "i\J

piridilo;
tiofenilo;
nitrosilo;
S-cisteinil;
S-glutationil; y

r

donde R* es seleccionado de entre el grupo gue comprende
hidrégeno, C;_g alquilo, C3_g alquenilo, C3.g cicloalquilo,
C4-5 cicloalquenilo, acetiloxi, hidroxilo, ONO; y halégeno,

en el que R" opcionalmente es substituido por uno a tres
grupos seleccionadoa por separado de entre Cj.g alquilo,
Ca2.6 alquenilo, Ca-g cicloalquilo, C4-g cicloalguenilo,
acetiloxi, hidroxilo, ONO, y halégeno,

como 1ingrediente(s) activo(s) para la fabricacién de una
composicién farmacéutica para la prevencién y/o tratamiento
de la aterosclerosis, disfunciones endoteliales, espasmos
vasculares, vasculopatia del trasplante alogénico,
enfermedades del ~sistema  circulatorio, activacién de
plaquetas, trombosis, ictus, condiciones patolSgicas en las
gque el estrés oxidativo desempefia un importante papel en su
patogénesis, condiciones patolfgicas en las que el déficit de
6xido nitrico desempefia wun papel importante en su

patogénesis, y/o el dafio tisular debido a isquemia y/o debido
a isgquemia-reperfusifn,

19. El uso de al menos un compuesto de la férmula (I):




78

o de un tautSmero, de una sal farmacéuticamente aceptable, de
una prodroga © de un solvato del mismo como un ingrediente(s)
activo(s) para la prevencién y/o tratamiento de la

aterosclerosis, disfunciones endoteliales, espasmos
vasculares, vasculopatia del trasplante alogénico,
enfermedades del sigtema circulatorio, activacién de

plaquetas, trombosis, ictus, condiciones patolégicas en las
que el estrés oxidativo desempefla un importante papel en su
patogénesia, condiciones patolégicas en las que el déficit de
6xido nitrico desempefila un papel importante en su

patogénesis, y/o el dafio tisular debido a isquemia y/o debido
a isquemia-repexrfusién,

que incluya la administracifin de dicho compuesto © de un
tautSmero, de una sal farmacéuticamente aceptable, de una
prodroga o de un solvato del mismo a un paciente que lo

necesite,
donde:

n es un nimerc entero de entre 0, 1, 6 2,

X representa -S(0)p-, -(C=0)- o un enlace sencillo, donde m
es un nimerc entero de entre 0, 1, 6 2; con la condicién que
cuando X representa -(C=0)- entonces n es 0,

Y R representa hidrSgeno o es un residuo Ra, slendo dicho
residuo R° seleccionado de entre un grupe que comprende:



79

ke

C1-g alquilo;

Ca_¢ alquenilo;

C3_g cicloalquilo;

Ca.g cicloalquilo, donde un grupo CH, es sustituido por
O, S, NH o NCHi3;

Cq-g cicloalquenilo;

Cq4-g cicloalquenilo, donde un grupo CH; es sustituido
por O, S8, NH o NCEy;

fenilo;

piridilo;

tiofenilo;

nitrosilo;

S-cisteinil;

S-glutationil; y

donde R* es @aeleccionado de entre el grupo que comprende
hidrégeno, Ci.g alquilo, Cz_g alquenilo, C3.g cicleoalquilo,
C4-g cicloalquenilo, acetiloxi, hidroxilo, ONO; y halégeno,

en el gue R opcionalmente es substituido por uno a tres
grupos seleccionados por separado de entre Cj_g alquilo,
Cz-g alquenilo, Ci-g cicloalquilo, C4.8 cicloalquenilo,
acetiloxi, hidroxilo, ONO; y halégeno.

20. El uso de acuerdo con las reivindicaciones 18 &6 19,
donde m, n, o ambas, es 0.

21. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 20, donde X represente un enlace sencillo o -S-.
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22. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 21, donde R representa hidrSgeno, Cj.g alquilo,
C2-6 alquenilo, C3_g cicloalquilo, C4.g cicloalguenilo, (Cj._g
alquilo)C;_g cicloalquilo, (C1-¢ algquilo) Ca-g ciclo-
alquenilo, fenil o (Cj.g alquilo)fenilo.

23. El usc de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 22, donde R es C1.g alquilo.

24. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 23, en el que el compuesto segfin la férmula (I) es un
compuesto segin la férmula (Ic) o (Id):

H

ONO,

(id)

25. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones

18 a 24, donde el compuesto de férmula {(I) se selecciona de
entre:

2-tiocisosorbida 5-mononitrato,
5,5'-dinitrato-2,2’'-ditiodiisosorbida,
2-metiltiocisosorbida 5-mononitrato,

2-[(R) -metilsulfinil] isosorbida 5-mononitrato,

2-[(8S) -metileulfinil]isosorbida 5-mononitrato
2-metilsulfinilisosorbida 5-mononitrato,
2-metilsulfonilisosorbida S-mononitrato, °
S-nitroso-2-tioisosorbida S5-mononitrato,
2-(tetrahidropiran-2-il-tio)isosorbida 5-mononitrato,
2-(isosorbidil-2’'-ditio)isosorbida S-mononitrato, y
2-(5'-acetiloxiisosorbidil-z‘-ditio);sosorbida 5-mono
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nitrato.

26. El uso de acuerdo con la reivindicacién 18 & 19, donde
el compuesto es 2-acetiltioisosorbida S5-mononitrato, que se
representa mediante la siguiente f&érmula:

(o)

N

M€~

1

H

O<no,

27. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 26, donde la composicién farmacéutica también incluye un
agente trombolitico, preferentemente un activador del

plasminSgeno, uroquinasa, estreptoquinasa, alteplasa o
anistreplasa.

28. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 27, donde la composicién farmacéutica también incluye un
agente anticcoagulante, preferentemente heparina, dicumarol,
acenocumarol, enoxaparina o polisulfato de pentosano.

29. El1 uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 28, donde la compcsicién farmacéutica ademfs contenga un
agente antitrombético, preferentemente dcido acetil
salicilico, dipiridamol, ticlopidina, clopidrogel, triflusal,
polisulfato de pentosano o abciximab.

30. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 29, donde la composicién farmacéutica ademis contiene

inmunoglobulina o un fragmento de ésta con especificidad por
la glicoprotefna IIb/IIlIa.
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31. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 30, donde la composicién farmacéutica adem&s contiene un
agente hipolipemiante, preferentemente simvastatina,
lovastatina, atorvastatina, pravastatina, fluvastatina,
eptastatina, 1lifibrol, acifran, acitemato, glunicato o
roauvastatina.

32. El1 usoc de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 31, donde la composicién farmacéutica también contiene
un agente antioxidante/secueatrador de radicales libres,
preferentemente nicaravén, ranoclazina, emoxipina, glutationa,
edaravona, raxofelast, 1licopeno, N-acetil-L-cisteina, N-
acetil-D-cistefna, una mezcla racémica de N-acetil-L-cisteina
y N-acetil-D-cisteina o carvedilol.

33. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 32, en el que las condiciones patolégicas donde el
estrés oxidativo juega un papel importante en su patogénesis
es Beleccionado de entre las alergias, el ictus, 1la

enfermedad de Alzheimer, y las enfermedades isquémicas
cardiovasculares

34. Un procedimiento para la preparaci6ém de un compuesto de
la formula {I), un tautSmero, una sal farmacéuticamente
aceptable, una prodroga 6 un solvato del mismo:

X~s(0n |

donde:

15\
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n es un ndmero entero de entre 0, 1, 6 2,

X representa -S(O)p-, © un enlace sencillo, donde m es un
nGmero entero de entre 0, 1, 6 2,

Y R representa hidrégeno o es un residuo R?, siendo dicho
residuo R® seleccionado de entre un grupo que comprende:

C1-6 alquile;

Ca-.¢ alquenilo;

Ca.g cicloalquilo;

Ca-g cicloalgquilo, donde un grupo CH; es sustituido por
0, S, NH o NCHjy;

Cq-g cicloalquenilo;

C4-g cicloalquenilo, donde un grupo CH; es sustituido
por O, §, NH o NCHjy;

fenilo;

piridilo;

tiofenilo;

nitrosilo;

8-cisteinil;

S-glutationil; y

donde R* es seleccionado de entre el grupo que comprende
hidrégeno, Ci.g alquilo, Cjz_g algquenilo, C3_g cicloalguilo,
C4-g cicloalquenilo, acetiloxi, hidroxilo, ONO; y halégeno,

en el que R" opcionalmente es substituido por uno a tres
grupos B8eleccionados por separado de entre Cj_g alquilo,
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Cz-g alquenilo, C3_g cicloalquilo, Cq4-g cicloalquenilo,
acetiloxi, hidroxilo, ONO; y halégeno,

cuyo proceso comprende la realizacién de los pasos
siguientes:

a) efectuar la hidr6lisis de un compuesto de £f6rmula

(Ila):
(o]
) -
R ?o
07}
H O

(lla)

donde R’ es Cj.¢ alquilo, preferentemente metilo, para
obtener el siguiente compuesto

Y

b) opcionalmente, efectuar sobre el compuesto preparado
de acuerdo con la etapa (a):

I. una reaccién de oxidacién para obtener:
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opcionalmente peguido por una segunda oxidacién para
obtener:

donde:
neslé®éa2,
X es -S{(0O)y-, donde mes 0, 1 6 2, y
R* representa hidroxilo o ONO;;
II. una reaccién de sustitucién para obtener:
un compuesto de acuerdo con la f&rmula (I), donde:
n e8 un nimerco entero de 0,

X representa un enlace,
Y R no representa nitrosilo,
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opcionalmente seguido por una oxidacién para obtener
un compuesto segin la f6rmula (I), donde:

n es un nGmero enteroc de 0,
X representa -5(0),-, donde m es un nimero entero de
c 61,
Y R no representa nitrosilo;
III. una reaccién de sustitucién para obtener:

un compuesto segin la fSrmula (I), donde:

n es un nimero entero de 0,
X representa -S5-;

opcionalmente seguido por una oxidacién para obtener
un compuesto gegin la f£6rmula (I), donde:

n es un nGmero entero de 1 6 2, y
X representa ~-S(0)p-, donde mes 0, 1 6 2, 6

IV. una reaccién de nitrosacién para obtener:

i
H

o
“NO; |

35. Un proceso seglin la reivindicacifn 34 para preparar un
compuesto de f&6rmula (1a), un tautémexro, una sal
farmacéuticamente aceptable, una prodroga & un solvato del
mismo:
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1
X~s(0)
% F 0
o
H O

n es un nimero entero de entre 0, 1, 6 2,

X representa -8(0)p-, o un enlace sencillo, donde m es un
nimero entero de entre 0, 1, 6 2,

Y R representa hidrfégeno © es un residuo R?, siendo dicho
residuo R> seleccionado de entre un grupo que comprende:

Ci-6
C2-6
C3-8
C3-8

O, B,

Cq-8
Cq-8

alquilo;
alquenilo;
clicloalquilo;

ciclocalquilo, donde un grupo CHp; es pustituido por
NH o NCHj;

cicloalquenilo;
cicloalquenilo, donde un grupo CHy; es sustituido

por O, S, NH o NCH3;
fenilo;

piridilo;

tiofenilo;

nitrosilo;

8-cisteinil;
S-glutationil; y



donde R* es seleccionado de entre el grupo que comprende
hidr6geno, Cj.g alquilo, Cy_g alquenilo, C3._g cicloalquilo,
C4-g cicloalquenilo, acetiloxi, hidroxilo, ONO; y halégeno,

en el que l‘\'.a opcionalmente es substituido por uno a tres
grupos seleccionados por aseparado de entre Cj_g alquilo,
C2.¢ alquenilo, C3_g cicloalquilo, C4-g <cicloalquenilo,
acetiloxl, hidroxilo, ONO; y halégeno,

y donde el mencionado proceso comprende la realizacién de los
pasos Aiguientes:

a} efectuar una hidr6lisis de un compuesto de la f&6rmula
(II):

R'CSL"’%' H

O—no,

(11)

donde R’ es C;.5 alquilo, preferentemente wmetilo, para
obtener 2-tioisosorbida 5-mononitrato (1),
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(1)

Y

b) opcionalmente, efectuar sobre el compuesto (1)
preparado de acuerdo con la etapa (a):

I. una reaccidén de oxidacién para obtener:

5,5'~-dinitrato-2,2’-ditiodiisosorbida (2) 6
2- (isosorbidil-2’-ditio) isosorbida S-mononitrato

(8),

opcionalmente seguido por una segunda oxidacién para
obtener un compuesto segin la férmula (Ie):

R* H

donde

neslé6 2,
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X es ~-S(O)p~, donde mesa 0, 1 6 2, vy
R* representa hidroxilo 6 ONO;;

II. una reaccién de sustitucién para obtener un
compuesto de acuerdo con la f6rmula {(Ia), donde:

n es un nimerc entero de 0,
X representa un enlace,

Y R no representa nitrosilo,

opcionalmente seguido por una oxidacién para
obtener:

un compuesto de acuerdo con la f6rmula (Ia), donde:
n ea un nimero entero de 0,
X representa -S(0O)p-, donde m es un nGmero entero de
061'
Y R no representa nitrosilo;

III. una reaccifn de sustitucién para obtener:

un compuesto seg(in la férmula (Ia), donde:

n es un niimero entero de 0, y
X repregenta -S-;

opcionalmente sequido por una oxidacién para obtener
un compuesto segin la f£6rmula {(Ia), donde:

n es un nimero entero de 1 6 2, y
X representa -S§(0)yp-, donde mes 0, 1 6 2, 6

IV. una reaccifn de nitrosacién para obtener:

S-nitroso-2-tioisosorbida 5-mononitrato (6)
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36. Un proceso de acuerdo con las reivindicaciones 34 & 35 ‘\AE)

que incluye las etapas {a) y (b) II para la preparacifén de:

2-[(R) -metilsufinil] isosorbida 5-mononitrato y/o
2-[(8)-metilsufinil] isosorbida 5-mononitrato.

37. Un proceso segfin la reivindicacién 35, que comprende la

separacifn de ambos diastereoisémeros.

38. Un proceso para la preparacién de un compuesto de formula’
(11), 6 un tautéSmero, una sal farmacéuticamente aceptable,

una prodroga & un solvato del mismo:

A

w0
T

L

ONO;

(11)

que comprende las siguientes etapas:

a) efectuar una oxidacién de un compuesto

f6rmula (III):

de la
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(III1)

donde R’ es Cj.g alquilo, preferentemente metilo,
para obtener 2,2’-ditiodiisosorbida(10),

H—o

{(10)
Y

b) efectuar una nitracién del compuesto preparado en
la etapa a) con un agente nitrante en presencia de

un anhidrido carboxflico, preferentemente anhfdrido
acético.

2,2’-ditio-diisosorbida.
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En la invencién presente se revelan nuevos derivados de
mononitrato de dianhydrohexitol correspondientes a la f£6rmula
(I}, tautSmeros, sales farmacéuticamente aceptables,
prodrogas y solvatos de los mismos:

R
I

X~8(0) |,

asl como composicicnes farmacéuticas que comprenden estos
compuestos y los usos de los misgmos.
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Furthermore, the claimed compounds cannot be derived from the combination of D1 with
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compounds such as thrombolitics , anticoagulants, etc, (which are disclosed in the
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Claims 18-33 concemn uses of the compounds of claims 1-17 as well compounds known
from D1.
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1. A compound according to formula (I) or a tautomer, a
pharmaceutically acceptable salt, a prodrug or a solvate
thereof:

¥
F.0
o~
H &

0
wherein:
n is an integer of 0, 1, or 2,

X represents -S(O)p-, -(C=0)- or a single bond, wherein m is
an integer of 0, 1, or 2, with the proviso that when X
represents -(C=0)- then n is 0,

R represents hydrogen or is a residue R3, which residue R2 is
selected from the group consisting of:

C1-¢ alkyl:;

Co.¢ alkenyl:

Ci-g cycloalkyl;

C3-g cycloalkyl, wherein one CHy group is replaced by 0, S,
NH or NCH3;

C4-g cycloalkenyl;

C4-p cycloalkenyl, wherein one CHz group is replaced by O,
S, NH or NCHj3;

phenyl;

AMENDED SHEET
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pyridyl:;
thiophenyl:
nitrosyl;
S-cysteinyl;
S-glutathionyl; and

wherein R* is selected from the group consisting of
hydrogen, Cj.g alkyl, Ca_g alkenyl, C3_g cycloalkyl,
C4-g cycloalkenyl, acetyloxy, hydroxyl, ONO2 and
halogen;

vwherein R2 optionally is substituted by one to three
groups independently selected from C;.g alkyl,

Ca.g alkenyl, C3_g cycloalkyl, C4-g cycloalkenyl,
acetyloxy, hydroxyl, ONO, and halogen,

provided that when RXS(0)p- and -ONO, are trans to each other
with respect to the ring plane as deplcted in formulae (Ia)

and (Ib):
R R
X X
~S(Oh 4 ~S(Oh 4
7 o)
0 3 o [
H o H %
“NO, “NO,

(1a) (Ib)

AMENDED SHEET
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then RXS(O)p- does not represent Z 88—, wherein 2 is an
C1-C4 alkyl group, aryl group, or an aralkyl group.

2. A compound according to claim 1, wherein either one or
both of m and n is 0.

3. A compound according to any one of claims 1 to 2,
wherein X represents a single bond or -S-.

4. A compound according to any one of claims 1 to 3,
wherein R represents hydrogen, Cj-g alkyl, C2-¢ alkenyl,
C3-g cycloalkyl, C4-g cycloalkenyl,

(C1-¢ alkyl)C3.g cycloalkyl, (Ci.g alkyl)Csq-g cycloalkenyl,
phenyl, (Ci1-g alkyl)phenyl, S-acetyloxyisosorbid-2-yl,
5-hydroxyisosorbid-2-yl or 5-nitratoisosorbid-2-yl.

5. A compound according to any one of claims 1 to {4,
wherein R is Cy_g alkyl.

6. A compound according to any one of claims 1 to 5, which is
a compound according to formula (Ic) or (Id):

o)

|
O o
@)

f
L]

i
H  ono, H ONO,
(Ic) (id)

7. A compound according to any one of claims 1 to 6, which is
selected from:

2-thioisosorbide 5-mononitrate,
5,5'-dinitrate-2,2’-dithi diisosorbide,

AMENDED SHEET
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2—methy1thioisosorbidé 5-mononitrate,

2-[ (R) -methylsulfinyl]isosorbide 5-mononitrate,

2-[{S)-methylsulfinyl]isosorbide 5-mononitrate

2-methylsulfinylisosorbide 5-mononitrate,

2-methylsulfonylisosorbide 5-mononitrate,

S-nitroso-2-thiolsosorbide S5-mononitrate, .

2- (tetrahydropyran-2-yl-thio)isosorbide S5-mononitrate,

2-(isosorbidyl-2’ -dithio) isosorbide 5-mononitrate,
and '

2-(5' —acetyloxyisosorbidyl-2’-dithio) isosorbide

5-mononitrate.

8. A pharmaceutical composition comprising as active
ingredient (s) at least one compound according to any one of
claims 1 to 7, optionally together with one or more
physiologically acceptable excipient(s), activator(s),
chelating agent(s) and/or stabilizer(s).

9. The pharmaceutical composition according to claim 8,
which further comprises a thrombolytic agent, preferably a
plasminogen activator, urokinase, streptokinase, alteplase or
anistreplase.

10. The pharmaceutical composition according to claims 8 or
9, which further comprises an anticoagulant agent, preferably
heparin, dicoumarol, acenocoumarol, enoxaparine or pentosan
polysulfate.

11. The pharmaceutical composition according to any one of
claims 8 to 10, which further comprises an antithrombotic
agent, preferably acetylsalicylic acid, dipyridamole,
ticlopidine, clopidrogel, triflusal, pentosan polysulfate or
abciximab.

12. The pharmaceutical composition according to any one of
claims 8 to 11, which further comprises an immunoglobulin or
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a fragment thereof having a specificity for glycoprotein
IIb/IIla.

13. The pharmaceutical composition according to any one of
claims 8 to 12, which further comprises an hypolipemiant
agent, preferably simvastatin, lovastatin, atorvastatin,
pravastatin, fluvastatin, eptastatin , lifibrol, acifran,
acitemate, glunicate and rosuvastatin.

14. The pharmaceutical composition according to any one of
claims 8 to 13, which further comprises an antioxidant/free
radical scavenger agent, preferably nicaraven, ranolazine,
emoxipin, glutatione, edaravone, raxofelast, lycopene, N-
acetyl-L-cysteine, N-acetyl-D-cysteine, a racemic mixture of
N-acetyl-L-cysteine and N-acetyl-D-cysteine, or carvedilol.

15. The pharmaceutical composition according to any one of
the claims 8 to 14 for the prevention and/or treatment of
atherosclerosis, endothelial dysfunctions, vasospasm, cardiac
allograft vasculopathy, dysfunctions of the circulatory
system, platelet activation, thrombosis, stroke, pathological
conditions where oxidative stress plays an important role in
their pathogenesis, pathological conditions where a deficit
of nitric oxide plays an important role in their
pathogenesis, and/or tissue damage due to ischemia and/or due
to ischemia-reperfusion.

16. The pharmaceutical composition according to claim 15,
wherein the pathological conditions where oxidative stress
plays an important role in their pathogenesis are selected
from allergies, stroke, Alzheimer’s disease, and ischemic
cardiovascular diseases.

17. The pharmaceutical composition according to any one of
claims 8 to 14 for the treatment and/or prevention of
dysfunctions of the circulatory system, preferably
cardiovascular and/or coronary dysfunctions.
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18. Use of at least one compound of formula (I) or a
tautomer, a pharmaceutically acceptable salt, a prodrug or a
solvate thereof:

wherein:
n is an integer of 0, 1, or 2,

X represents -S(O)p~, —-(C=0)- or a single bond, wherein m is
an integer of 0, 1, or 2, with the proviso that when X
represents -(C=0)- then n is 0,

R represents hydrogen or is a residue R2, which residue R2 is
selected from the group consisting of:

Ci-¢ 2lkyl:;

C2-¢ alkenyl;

C3_-g cycloalkyl:

C3.g cycloalkyl, wherein one CHz group is replaced by O,
S, NH or NCH3;

C4-g cycloalkenyl; .

C4-g cycloalkenyl, wherein one CH2 group is replaced by
O, S, NH or NCHj3;

phenyl;

pyridyl;

thiophenyl;

nitr syl;
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S-cysteinyl;
S—-glutathionyl; and

wherein R* is selected from the group consisting of
hydrogen, Cj-g alkyl, Cz-¢ alkenyl, C3_g cycloalkyl,
C4-g8 cycloalkenyl, acetyloxy, hydroxyl, ONO2 and
halogen;

wherein R2 optionally is substituted by one to three
groups independently selected from Cy.g alkyl,

Ca.g alkenyl, C3.g cycloalkyl, C4.g cycloalkenyl,
acetyloxy, hydroxyl, ONO; and halogen,

as active ingredient(s) for the manufacture of a
pharmaceutical composition for the prevention and/or
treatment of atherosclerosis, endothelial dysfunctions,
vasospasm, cardiac allograft vasculopathy, platelet
activation, thrombosis, stroke, pathological conditions where
oxidative stress plays an important role in their
pathogenesis, pathological conditions where a deficit of
nitric oxide plays an important role in their pathogenesis,
and/or tissue damage due to ischemia and/or due to ischemia-
reperfusion.
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19. Use of at least one compound of formula (I):

i
X~s(o) |,
f o
o i
H
o
“NO,

()

or a tautomer, a pharmaceutically acceptable salt, a prodrug
or a solvate thereof as active ingredient(s) for the
prevention and/or treatment of atherosclerosis, endothelial
dysfunctions, vasospasm, cardiac allograft vasculopathy,
platelet activation, thrombosis, stroke, pathological
conditions where oxidative stress plays an important role in
thelr pathogenesis, pathological conditions where a deficit

f nitric oxide plays an important role in their
pathogenesis, and/or tissue damage due to ischemia and/or due
to ischemia-reperfusion,

comprising administering said compound or a tautomer,
pharmaceutically acceptable salt, prodrug or solvate thereof
to a patient in need thereof,

wherein:

n is an integer of 0, 1, or 2,

X represents -S(O)p—~, —-(C=0)- or a single bond, wherein m is
an integer of 0, 1, or 2, with the proviso that when X

represents - (C=0)- then n is 0,

and R represents hydrogen or is a residue R3, which residue
R2 is selected from the group consisting of:

Ci1-¢ alkyl:
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Co-g alkenyl;

Ca3-g cycloalkyl;

C3-g cycloalkyl, wherein one CHs group is replaced by O,
S, NH or NCH3:

C4-g cycloalkenyl:

C4-g cycloalkenyl, wherein one CHz group is replaced by
0, S, NH or NCH3;

phenyl;

pyridyl{

thiophenyl;

nitrosyl;

S-cysteinyl;

S-glutathionyl; and

wherein R* is selected from the group consisting of
hydrogen, C1_-g alkyl, Cz.g alkenyl, C3_g cycloalkyl,
C4-g cycloalkenyl, acetyloxy, hydroxyl, ONO2 and
halogen;

vherein R2 optionally is substituted by one to three
groups independently selected from C;_g alkyl,

Ca_.g alkenyl, Ci_g cycloalkyl, C4q.g cycloalkenyl,
acetyloxy, hydroxyl, ONOy and halogen.

The use according to claims 18 or 19, wherein either one

r both of m and n is 0.

21.

The use according to any one of claims 18 to 20, wherein

X represents a single bond or -S-.
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22. The use according to any one of claims 18 to 21, wherein
R represents hydrogen, Cj-¢ alkyl, Cz.g alkenyl,

C3-g cycloalkyl, C4-g cycloalkenyl,

{C1-¢ alkyl)C3_g cycloalkyl, (Ci1.¢ alkyl)C4-g cycloalkenyl,
phenyl or (Cj.g alkyl)phenyl.

23. The use according toc any one of claims 18 to 22, wherein
R is C1-¢ alkyl.

24. The use according to any one of claims 18 to 23, wherein
the compound according to formula (I) is a compound according
t formula (Ic) or (Id):

0O
|
il T

a
H  ‘oNo,
(ic) (id)

25. The use according to any one of claims 18 to 24, wherein
the compound of formula (I) is selected from:

2-thioisosorbide 5-mononitrate,
5,5’-dinitrate-2,2'-dithiodiisosorbide,
2-methylthioisosorbide 5-mononitrate,
2-( (R) -methylsulfinyl]isosorbide 5-mononitrate,
2-[(S) -methylsulfinyl) isosorbide 5-mononitrate
2-methylsulfinylisosorbide 5-mononitrate,
2-methylsulfonylisosorbide 5-mononitrate,
S-nitroso-2-thioisoscorbide 5-mononitrate,
2- (tetrahydropyran-2-yl-thio)isosorbide 5-mononitrate,
2~ (isosorbidyl-2’-dithio)isosorbide 5-mononitrate,
and
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2- (5' —acetyloxyisosorbidyl-2’-dithio)isosorbide
S-mononitrate.

26. The use according to claim 18 or 19, wherein the
compound is 2-acetylthioisosorbide 5-mononitrate, which is
represented by the following formula:

(o]

HaC

A

O<no,

27. The use according to any one of claims 18 to 26, wherein
the pharmaceutical composition further comprises a
thrombolytic agent, preferably a plasminogen activator,
urokinase, streptokinase, alteplase or anistreplase.

28. The use according to any one of claims 18 to 27, wherein
the pharmaceutical composition further comprises an
anticoagulant agent, preferably heparin, dicoumarol,
acenocoumarol, enoxaparine or pentosan polysulfate.

29. The use according to any one of claims 18 to 28, wherein
the pharmaceutical composition further comprises an
antithrombotic agent, preferably acetylsalicylic acid,
dipyridamole, ticlopidine, clopidrogel, triflusal, pentosan
polysulfate or abciximab.

30. The use according to any one of claims 18 to 29, wherein
the pharmaceutical composition further comprises an
immunoglobulin or a fragment thereof having a specificity for
glycoprotein IIb/IIIa.
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31. The use according to any one of claims 18 to 30,
wherein the pharmaceutical composition further comprises a
hypolipemiant agent, preferably simvastatin, lovastatin,
atorvastatin, pravastatin, fluvastatin, eptastatin ,
lifibrol, acifran, acitemate, glunicate or rosuvastatin.

32. The use according to any one of claims 18 to 31, wherein
the pharmaceutical composition further comprises an
antioxidant/free radical scavenger agent, preferably
nicaraven, ranolazine, emoxipin, glutatione, edaravone,
raxofelast, lycopene, N-acetyl-L-cysteine, N-acetyl-
D-cysteine, a racemic mixture of N-acetyl-L-cysteine and
N-acetyl-D-cysteine, or carvedilol.

33. The use according to any one of claims 18 to 32, wherein
the pathological conditions where oxidative stress plays an
important role in their pathogenesis are selected from
allergies, stroke, Alzheimer’s disease, and ischemic
cardiovascular diseases.

34. A process for preparing a compound of formula (I), a
tautomer, a pharmaceutically acceptable salt, a prodrug or a
solvate thereof:

)
: X=son
i o
o =
H o
\Noz

()
whereln:

n is an integer of 0, 1, or 2,
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X represents -5(0)y— or a single bond, wherein m is an
integer of 0, 1, or 2,

and R represents hydrogen or is a residue R2, which residue
R2 ig selected from the group consisting of:

Ci-6 alkyl;

Ca2-6 alkenyl;

C3-g cycloalkyl:;

C3-g cycloalkyl, wherein one CHy group is replaced by O,
S, NH or NCHj;

Cs-g cycloalkenyl:;

C4-8 cycloalkenyl, wherein one CH? group is replaced by
O, S, NH or NCHj3;

phenyl;

pyridyl;

thiophenyl;

nitrosyl:;

S-cysteinyl;

S-glutathionyl; and

wherein R* is selected from the group consisting of
hydrogen, Ci-¢ alkyl, Cz-¢ alkenyl, C3_g cycloalkyl,
C4-g cycloalkenyl, acetyloxy, hydroxyl, ONO2 and
halogen,

wherein R2 optionally is substituted by one to three
groups independently selected from the group consisting of
C1-¢ alkyl, Cz-g alkenyl, C3_g cycloalkyl, Cg-g
cycloalkenyl, acetyloxy, hydroxyl, ONO2 and halogen,

AMENDED SHEET



03:08-2005 . Q0206 EPO410882

14 t;\J
vwhich process comprises conducting the following steps:

a) effecting the hydrolysis of a compound of formula
(IIa):

(lla)

wherein R’ is C;-Cg alkyl, preferably methyl,

to obtain the following compound:

and

(b) optionally, effecting on the compound prepared
according to the step (a):

I. an oxidation reaction to obtain:
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02 and/or NO,

optionally followed by a second oxidation to
obtain the following compound:

R'l

H

wherein:
nis 1l or 2,
X is -S(O)p~, wherein m is 0, 1 or 2, and
R* represents hydroxyl or ONO3;
IT. a substitution reaction to obtain:
a compound according to formula (I), wherein:
n is an integer of 0,

X represents a bond,
and R does not represent nitrosyl,
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optionally followed by an oxidation to obtain a
compound according to formula (I), wherein:

n is an integer of 0,
X represents -S{(0O)m-, wherein m is an integer of
0orl,
and R does not represent nitrosyl;
III. a substitution reaction to obtain:

a compound according to formula (I), wherein:

n is an integer of 0, and
X represents -S-;

optionally followed by an oxidation to obtain a
compound according to formula (I), wherxein:

n is an integer of 1 or 2, and
X represents -S(O)p-, wherein m is 0, 1 oxr 2; «r

IV. a nitrosation reaction to obtain:

 §

H
o
“NO;

35. A process according to claim 34 for preparing a compound
of formula (Ia), a tautomer, a pharmaceutically acceptable
salt, a prodrug or a solvate thereof:
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n is an integer of 0,

X represents -S(O)p— or a single bond, wherein m is an
integer of 0,

17

l, or 2,

l, or 2,

. 000269

EP0410882
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\

and R represents hydrogen or is a residue R2, which residue

R2 ig selected from the group consisting of:

Ci-6
C2-6
C3-8
C3-8

alkenyl;

cycloalkyl:;

cycloalkyl, wherein one CHy group is replaced by O,
S, NH or NCH3;

C4-g cycloalkenyl;
C4-g cycloalkenyl, wherein one CHy group is replaced by
O, S, NH or NCHj;

phenyl;
pyridyl;
thiophenyl:
nitrosyl;
S-cysteinyl;

S-glutathionyl; and
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wherein R* is selected from the group consisting of
hydrogen, Cj-g alkyl, Cy.g alkenyl, C3.g cycloalkyl,
C4-g cycloalkenyl, acetyloxy, hydroxyl, ONOz and
halogen,

wherein R2 optionally is substituted by one to three
groups independently selected from the group consisting of
Ci-¢ alkyl, Cz.¢g alkenyl, C3_g cycloalkyl, Cy4_g
cycloalkenyl, acetyloxy, hydroxyl, ONO> and halogen,

and wherein said process comprises the following steps:

{(a) effecting the hydrolysis of a compound of formula
(II):

O—no,

wherein R’ is C1-Cg alkyl, preferably methyl,
to obtain 2-thioisosorbide 5-mononitrate (1),
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and

(b) optionally, effecting on the compound (1) prepared
according to the step (a):

I. an oxlidation reaction to obtain:

5,5"-dinitrato-2,2’-dithio-diisosorbide (2) or
2-{isosorbidyl-2’-dithio)-isosorbide 5-

mononitrate (8),

optionally followed by a second oxidation to
obtain a compound according to formula (Ie):

RH

(le)

wherein:

n is 1 or 2,
X is -S(O)p~, wherein m is 0, 1 or 2, and
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R* represents hydroxyl or ONOj3;

a substitution reaction to obtain a compound
according to formula (Ia), wherein:

n is an integer of O,
X represents a bond,
and R does not represent nitrosyl,
optionally followed by an oxidation to obtain:
a compound according to formula (Ia), wherein:
n is an integer of 0,
X represents -S(0O)m-, wherein m 1s an integer £
0 or 1,
and R does not represent nitrosyl:;
a substitution reaction to obtain:

a compound according to formula (Ia), wherein:

n is an integer of 0, and
X represents -S-;

optionally followed by an oxidation to obtain a
compound according to formula (Ia), wherein:

n is an integer of 1 or 2, and
X represents -S(O)p~, wherein m is 0, 1 or 2; or

a nitrosation reaction to obtain:

S-nitroso-2-thioisosorbide S5-mononitrate (6)

36. A process according to claim 34 or 35 that includes
steps (a) and (b) II for the preparation of:
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2-[ (R) -methylsulfinyl]isosorbide 5-mononitrate, and/or
2-[(S)—methylsulfinyl]isosorbide 5-mononitrate.

37. A process according to claim 35, that includes the
separation of both diastereoisomers.

38. A process for preparing a compound of formula (11) or a

tautomer, a pharmaceutically acceptable salt, a prodrug or a
solvate thereof:

A

0" i
-IAN
fF o
o™ 3
H  oNo,

(11)
which process comprises the following steps:

a) effecting an oxidation of a compound of formula
(III):
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wherein R’ is Cj-Cg alkyl, preferably methyl,
to obtain 2,2’ -dithiodiisosorbide {10),

H—o

(10)

and

(b) effecting a nitration of the compound prepared in
step (a) with a nitrating agent in the presence of a
carboxylic anhydride, preferably acetic anhydride.

39. 2,2’-dithiodiisosorbide.
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Solicitud Internacional No.
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Casllla No. | Bases del Reporte

. Con respecto al Idloma, este reporte se basa en la solicitud intemacional en el

idioma en que este fue presentado, a menos que se indique otra cosa de

acuerdo con este ltem.

(1 Este reporte se basa en las traducciones del idioma original en el siguiente
idioma, que es el idioma de una traduccién suministrada para
los propésitos de:

O blisqueda internacional (de acuerdo con las Regla 12.3 y 23.1(b))

O publicacién de la solicitud internacional (de acuerdo con la Regla
12.4)

O examen preliminar intemacional (de acuerdo con las Reglas 55.2 y/o
55.3)

Con respecto a los elementos* de la solicitud intemacional, este reporte se

basa en: (reemplazo de las hojas que han sido suministradas a la Oficina de

recepcion en respuesta a una invitacién de acuerdo con el Articuio 14 se

refieren a en este reporte como ‘presentadas originaimente” y no se anexan a
este reporte):

Descripcién, Paginas:

1-66 como se presentd originalmente

Reivindicaciones, Nimeros:

3.

1-39 recibido en 03.08.2005

O una lista de secuencias y/o cualquier tabla(s) relacionada — ver Casilla
Complementaria Relacionada con la Lista de Secuencias

Las comecciones han resultado en la cancelacion de:

O La descripcién, paginas:

b



Las reivindicaciones, Nos.:

Los dibujos, hojasfiguras

La lista de secuencias (Especifique)

a Cualquier tabla(s) relacionada con la lista de secuencias

(especifique):

Oo0oao

O Este reporte ha sido emitido como si (algunas de) las correcciones no
hubieran sido hechas, ya que ellas han sido consideradas que van mas alla
de la descripcion como se presentd, como se indicd en la Casilla
Complementaria (Regla 70.2(c)):

La descripcin, paginas:
Las reivindicaciones, Nos.:
Los dibujos, hojasffiguras

O0a0a0n

La lista de secuencias (Especifique)
O Cualquier tabla(s) relacionada con la lista de secuencias

(especifique)

* si ol item 4 aplica, algunas o todas de estas hojas pueden ser marcadas
*reemplazado”.

Forma PCT/PEA/40Q (Enero 2004)
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Solicitud Intemacional No.
PCT/EP2004/010882
Re ftem V

Declaracién motivada con reapecto a novedad, nivel inventivo, aplicabllidad
industrial; citaclones y explicaclones apoyan dicha declaracién

Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: WO 00/20420 A1 (LACER, S.A.; REPOLLES MOLINER, JOSE; PUBILL COY,
FRANCISCO; CABEZA LLORY) 13 Abril 2000 (2000-04-13)

D2: LUCCHI DE O ET AL: “CHEMOSELECTIVE REDUCTION OF ISOSORBIDE-
2,5-DINITRATE® GACETA CHIMICA ITALIANA, COSIETA CHIMICA ITALIANA,
ROME, IT, vol 117, no. 3, Marzo 1887 (1887-03), paginas 173-176, XP000984806
ISSN: 0016-5603

D3: BALLET, JEAN PIERRE ET AL: “Sintesis of a series of hexitol and
aminodeoxy-hexitol mono-nitrate derivatives containing a sulfur group and
phammacological ebvaluation o isolated rat aortas®™ EUROPEAN JOURNAL OF
ORGANIC CHEMISTRY, (5), 933-843 CODEN: EJOCFK; ISSN: 1434-193X, 1998,
XP001204497

D4: EP-A1-0 530 887 (LABORATORIOS HOECHST S.A.) 10 Marzo 1893 (1993-
03-10)

D5: EP-A2-0 290 885 (CHIESI FARMACEUTICI S.P.A.) 17 Noviembre 1988
(1988-11-17)

D6: Ffr-a-2 134 6985 (AMERICAN HOME PRODUCTS; AMERICAN HOME
PRODUCTS, US) 8 Diciembre 1972 (1972-12-08)



Novedad e inventiva (Articulo 33(2) & (3) PCT):

Reivindicaclones 1-17, 34-39:

La materia objeto de las reivindicaciones 1-17, 34-39 se relacionan con derivados
de 1,4:3,6 dianhidrohexita para el tratamiento de desdrdenes vasculares y el
proceso para la preparacion de éstos.

En razdn a que ninguna de las técnicas anteriores describe dicha materia objeto,
las reivindicaciones 1-17, 34-39 se consideran nuevas de acuerdo con el Articulo
33(2) PCT.

Adicionalmente, los compuestos reivindicados no se pueden derivar de la
combinacién de D1 con D2-D8 en una forma obvia y, el hecho de que ellas
también poseen actividad antitrombdtica en una dosis que no modifica la presion
sangulnea y sinergiza adicionaimente con otros compuestos tales como
tromboliticos, anticoagulantes, etc., (que se describen en la técnica anterior
disponible) también se considera como un efecto inesperado que contribuye al
reconocimiento de inventiva.

Reivindicaciones 18-33:

Reivindicaciones 18-33 se relacionan con los usos de los compuestos de las
reivindicaciones 1-17 asi como también los compuestos conocidos de D1.

Debido a que ninguno de los usos reivindicados se describe o sugiere en la
técnica anterior, las reivindicaciones 18-33 se considera nuevo e inventivo de
acuerdo con el Articulo 33(2) & (3) PCT.

beservaciones relacionadas con Claridad {Articulo 6 PCT):
La frase “... en donde una déficit de éxido nitrico juega u papel importante en su
patogénesis ..." en las reivindicaciones 15, 18, 19 es vaga y no es clara en cuanto

a lo que significa, “importancia” es algo bastante relativo.

Forma PCT/Hoja Separada/409 (Hoja 2) (EPO-Enero 2004)
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de acuverdo con la f6rmula (I) 6 un tautSmero,

una sal

farmacéuticamente aceptable, una prodroga o un

golvato del mismo:

donde :

R
J

X~s(on 4

n ea un nmero entero de entre 0, 1, &6 2,

X representa -S(0)p-, -(C=0)- o un enlace sencillo, donde m
es un nfimero entero de entre 0, 1, & 2; con la condicién que
cuando X representa -(C=0)- entonces n es 0,

R representa hidr6geno © es un residuo Ra, siendo dicho
residuo RF geleccionado de entre un grupo que comprende:

Ci-6
C2-6
Ca-g
Ca-s

0, s,

Cs-8
Cq-8

alquilo;

alquenilo;

cicloalquilo;

cicloalquilo, donde un grupo CH, es sustituido por
NH o NCHj;

cicloalquenilo;

cicloalquenilo, donde un grupo CHp; es sustituido

por O, S, NH o NCHjy;
fenilo;
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piridilo;
tiofenilo;
nitrosilo;
S-cisteinil;
S-glutationil; y

donde R* es seleccionado de entre el grupo que comprende
hidr6geno, Cj;_g alquilo, C3_g alquenilo, C3_.g cicloalquilo,
C4-g cicloalquenilo, acetiloxi, hidroxilo, ONO, y halégeno,

en el que Ra opcionalmente es saubstituido por uno a tres
grupos seleccionados por separado de entre Cj.g alquilo,
Ca_g alquenilo, C3-g cicloalquilo, Ca-8 cicloalquenilo,
acetiloxi, hidroxilo, ONO; y halégeno,

con la condicién que cuando RXS(0O)p- y -ONO; estén en forma
trans uno respecto al otro, en lo que respecta al planoc de
anillo, tal y como se describe en las f6érmulas(Ia) y (Ib):

F.* :
% F o
o}
HoY
“NO,

(Ib)
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entonces RXS(0O)p- no representa 4 §—, donde Z es un grupo
alquilo Cj;-.4, un grupo arilo o un grupo aralquilo.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, donde
m, n, 6 ambos es 0.

3. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 2, donde X representa un enlace sencillo
o -5-.

4. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, donde R representa hidrégeno,
C1-g alquilo, Cz-¢ alquenilo, C3_g cicloalquilo, Ca-g
cicloalquenilo, (C1-¢ alquilo)C3._g cicloalquilo, (C1-6
alquilo) C4_g cicloalguenilo, fenilo, (Cj.g alquilo)fenilo,
5-acetiloxiisosorbid-2-il, 5-hidroxiisosorbid-2-yl o
5-nitratoisosorbid-2-il.

5. Un compuesto de acuerdo con cualgquiera de 1las
reivindicaciones 1 a 4, donde R es C1_g alquilo.

6. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 5, que es un compuesto segln la f&rmula
{Ic) 6 (Id):

i

(1d)

ONO,
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7. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, seleccionado de entre:

2-tioisosorbida 5-mononitrato,

5,5’ -dinitrato-2,2’'-ditiodiisosorbida,
2-metiltioisosorbida 5-mononitrato,
2-[{R)-metilsulfinil] isosorbida 5-mononitrato,
2-{(8)-metilsulfinil] isosorbida S5-mononitrato,
2-metilsulfinilieosorbida 5-mononitrato,
2-metilsulfonilisosorbida S5-mononitrato,
S-nitroso-2-tioisosorbida 5-mononitrato,

2- (tetrahidropiren-2-il-tio) isosorbida 5-mononitrato,
2- {isosorbidil-2’'-ditio) isosorbida 5-mononitrato, y
2-(5’'-acetiloxiisosorbidil-2’-ditio) isosorbida 5-mono
nitrato.

8. Una composici6n farmacéutica que contiene al menos un
compuesto de acuerdo con cualesquiera de las reivindicaciones
1 a 7 como ingrediente(s) activo(s), opcionalmente junto con
uno o mis excipiente(s), activador(es), agente(s) quelante(s)
y/o estabilizador(es) fisiolSgicamente aceptables.

9. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 8 que ademis contiene un agente trombolitico,
preferentemente un activador del plasminégeno, uroquinasa,

estreptoquinasa, alteplasa o anistreplasa.

10. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 8 6 9, que ademfs contiene un agente
anticoagulante, preferentemente heparina, dicumarol,

acenocumarol, enoxaparina o polisulfato de pentosano.
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11. Una composiciédn farmacéutica de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 8 a 10, que ademis contiene un agente
antitrombdtico, preferentemente &cido acetil Bsalicilico,
dipiridamol, ticlopidina, clopidrogel, triflusal, polisulfato

de pentosano o abciximab.

12. Una composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 8 a 11, que ademie contiene una
inmunoglobulina o un fragmento de ésta con especificidad para

la glicoproteina IIb/IIIa.

13. Una composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 8 a 12, que ademis contiene un agente
hipolipemiante, preferentemente simvastatina, lovastatina,
atorvastatina, pravastatina, fluvastatina, eptastatina,

lifibrol, acifrén, acitemato, glunicato y rosuvastatina.

14. Una composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 8 a 13, que ademis contiene un agente
antioxidante/secuestrador de radicales libres,
preferentemente nicaravén, ranolazina, emoxipina, glutationa,
edaravona, raxofelast, licopeno, N-acetil-L-cisteina, N-
acetil-D-cisteina, una mezcla racémica de N-acetil-L-cisteina

y N-acetil-D-cistelina o carvedilol.
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15. Una composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 8 a 14 para 1la prevencién y/o
tratamiento de la aterosclerosie, disfunciones endoteliales,
espasmos vasculares, vasculopatia del trasplante alogénico,
enfermedades del &eistema circulatorio, activaciébn de
plaquetas, trombosis, ictus, condiciones patolSgicas en las
que el estrés oxidativo desempefia un importante papel en su
patogénesis, condiciones patolégicas en las que el déficit de
6xido nitrico desempefia un papel importante en su
patogénesis, y/o dafio tisular debido a isquemia y/o debido a

isquemia-reperfusién.

16. Una composicién farmacéutica de acuerdo con 1la
reivindicacién 15, donde las condiciones patolSgicas en las
que el estrés oxidativo desempeila un papel importante en su
patogénesis se seleccionan de entre las alergias, el ictus,
la enfermedad de Alzheimer y las enfermedades isquémicas

cardiovasculares.

17. Una composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 8 a 14, para el tratamiento y/o
prevencién de enfermedades del sistema circulatorio,

preferentemente enfermedades cardiovascular y/o coronaria.
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18. El uso de al menos un compuesto de la férmula (I) 6 de un

tautbémero,

de una sal farmacéuticamente aceptable, de una

prodroga o de un solvato del mismo:

donde:

R
|

X~8(0h 4

n es un nimero entero de entre 0, 1, &8 2,

X representa -S(O)p-, -(C=0)- o un enlace sencillo, donde m
es un nimero entero de entre 0, 1, & 2; con la condicién que
cuando X representa -(C=0)- entonces n es 0,

R representa hidrégeno o es un residuo Ra, siendo dicho

residuo Ra

Ci-6
C2-6
Ca-g
Ci-g
o, S,
Cs-8
Cq-8

seleccionado de entre un grupo que comprende:

alquilo;

alquenilo;

cicloalquilo;

cicloalquilo, donde un grupo CH; es sustituido por
NH o NCHj3;

cicloalquenilo;

cicloalquenilo, donde un grupo CH; es sustituido

por O, §, NH o NCHjy;
fenilo;

piridilo;

tiofenilo;

nitrosilo;

S-cisteinil;

S-glutationil; y
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donde R* es seleccionado de entre el grupo gque comprende
hidrégeno, C;_g alquilo, Cp_g alquenilo, C3_g cicloalquilo,
C4-g cicloalquenilo, acetiloxi, hidroxilo, ONO; y halégeno,

en el que R® opciocnalmente es substituido por uno a tres
grupos seleccionados por separado de entre C;_g alquilo,
Cy.g alquenilo, Ca3.g cicloalquilo, Ca-g cicloalquenilo,
acetiloxi, hidroxilo, ONOy y halégeno,

como ingrediente(s) activo(s) para la fabricacién de una
composicién farmacéutica para la prevencién y/o tratamiento
de la aterosclerosis, disfunciones endoteliales, espasmos
vasculares, vasculopatia del trasplante alogénico, activacién
de plaquetas, trombosis, ictus, condiciones patolégicas en
las que el estrés oxidativo desempefia un importante papel en
su patogénesis, condiciones patolégicas en las que el déficit
de O6xido nitrico desempefia un papel importante en su
patogénesis, y/o el dafio tisular debido a isquemia y/o0 debido

a isquemia-reperfusién.
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19. El uso de al menos un compuesto de la f&rmula (I):

o de un tautémero, de una sal farmacéuticamente aceptable, de
una prodroga o de un Bolvato del mismo como un ingrediente(s)
activo(s) para 1la prevencién y/o tratamiento de 1la
aterosclerosis, disfunciones endoteliales, espasmos
vasculares, vasculopatia del trasplante alogénico, activacién
de plaquetas, trombosis, ictus, condiciones patol6gicas en
las que el estrés oxidativo desempeila un importante papel en
gsu patogénesis, condiciones patolSgicas en las que el déficit
de 6xido nitrico desempefia un papel importante en su
patogénesis, y/o el dafio tisular debido a isquemia y/o debido

a isquemia-reperfusién,

que incluya la administracién de dicho compuesto o de un
tautémero, de una sal farmacéuticamente aceptable, de una
prodroga o de un solvato del mismo a un paciente que lo

necesite,
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donde:

n es un nimero enterc de entre 0, 1, 6 2,

X representa -S(O)p-, -{C=0)- o un enlace sencillo, donde m
es un nimeroc entero de entre 0, 1, 6 2; con la condicién que
cuando X representa -(C=0)- entonces n es 0,

Yy R representa hidrégeno o es un residuo Ra, siendo dicho
residuo R® seleccionado de entre un grupo que comprende:

C1-¢ alquilo;

Ca_g alquenilo;

C3-g cicloalquilo;

C3_g cicloalquilo, donde un grupo CH; es sustituido por
O, S, NH o NCH3;

C4-g cicloalquenilo;

C4.g cicloalquenilo, donde un grupo CHy; es sustituido
por O, S, NH o NCHj;

fenilo;

piridilo;

tiofenilo;

nitrosilo;

S-cisteinil;

S-glutationil; y

R.‘
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donde R* es seleccionado de entre el grupo que comprende
hidrégeno, Cj.g alquilo, Ca.¢ alquenilo, C3.g cicloalquilo,
C4-g cicloalquenilo, acetiloxi, hidroxilo, ONO, y halégeno,

en el que Ra opcionalmente es Bubstituido por uno a tres
grupos seleccionados por separado de entre Ci_g alquilo,
C2_g alquenilo, C3_g cicloalquilo, Csq-g cicloalquenilo,
acetiloxi, hidroxilo, ONO3 y halbgeno.

20. El uso de acuerdo con las reivindicaciones 18 &6 19,
donde m, n, o ambas, es 0.

21. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 20, donde X represente un enlace sencillo o -S-.

22. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 21, donde R representa hidrégeno, Cj;.g alquilo,
Ca_g algquenilo, C3_g cicloalquilo, C4.g cicloalquenilo, (Cj_g
alquilo)C3_g cicloalquilo, (C1-¢ alquilo) C4-g ciclo-
alquenilo, fenil o (C;_g alquilo)fenilo.

23. El usoc de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 22, donde R es Cy.g alquilo.

24. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 23, en el que el compuesto segin la f&rmula (I) es un
compuesto segln la f6rmula (Ic) o (Id):
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25. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 24, donde el compuesto de fSrmula (I) se selecciona de
entre:

2-tioisosorbida S5-mononitrato,
5,5"’-dinitrato-2,2'-ditiodiisosorbida,
2-metiltioisosorbida 5-mononitrato,
2-[(R)-metilsulfinil] isosorbida S-mononitrato,
2-[(S)-metilsulfinil] isosorbida 5-mononitrato
2-metilsulfinilisosorbida 5-mononitrato,
2-metilsulfonilieosorbida S-mononitrato,
S-nitroso-2-tioisosorbida S-mononitrato,

2- {tetrahidropiran-2-il-tio)isosorbida 5-mononitrato,
2- (isosorbidil-2’'-ditio) isosorbida 5-mononitrato, y
2-(5’'-acetiloxiisosorbidil-2’-ditio)isosorbida 5-mono
nitrato.

26. El uso de acuerdo con la reivindicacién 18 6 19, donde
el compuesto es 2-acetiltioisosorbida 5-mononitrato, que se

representa mediante la siguiente férmula:

0

A

Hi” S

u|||I

H

O<no,

27. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 26, donde la composicién farmacéutica también incluye un

agente trombolitico, preferentemente un activador del
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plasminégeno, uroquinasa, estreptoquinasa, alteplasa o

anistreplasa.

28. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 27, donde la composicifn farmacéutica también incluye un
agente anticoagulante, preferentemente heparina, dicumarol,

acenocumarol, enoxaparina o polisulfato de pentosano.

29. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 28, donde la composicién farmacéutica ademis contenga un
agente antitrombbtico, preferentemente dcido acetil
Balicilico, dipiridamol, ticlopidina, clopidrogel, triflusal,

polisulfato de pentosanc o abciximab.

30. El uso de acuerdo con cualquiera de lae reivindicaciones
18 a 29, donde la composicién farmacéutica ademés contiene
inmunoglobulina o un fragmento de ésta con especificidad por

la glicoproteina II1b/IIIa.

31. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 30, donde la composicién farmacéutica ademis contiene un
agente hipolipemiante, preferentemente simvastatina,
lovastatina, atorvastatina, pravastatina, fluvastatina,
eptastatina, 1ifibrol, acifrin, acitemato, glunicato o

rosuvastatina.
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32. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 31, donde la composicifén farmacéutica también contiene
un agente antioxidante/pecuestrador de radicalees libres,
preferentemente nicaravén, ranolazina, emoxipina, glutationa,
edaravona, raxofelast, licopeno, N-acetil-L-cisteina, N-
acetil-D-cisteina, una mezcla racémica de N-acetil-L-cisteina

y N-acetil-D-cisteina o carvedilol.

33. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 32, en el que las condiciones patolégicas donde el
estrés oxidativo juega un papel importante en su patogénesis
es Beleccionado de entre las alergias, el ictus, la
enfermedad de Alzheimer, y las enfermedades isquémicas

cardiovasculares

34. Un procedimiento para la preparacién de un compuesto de
la formula (I), un tautSmero, una sal farmacé&uticamente

aceptable, una prodroga 6 un solvato del mismo:
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n es un nimero entero de entre 0, 1, & 2,

X representa -5(0)ypy-, © un enlace sencillo, donde m es un
niimero entero de entre 0, 1, & 2,

Yy R representa hidr6geno o es un residuo Ra, siendo dicho
. a
residuo R seleccionado de entre un grupo que comprende:

Ci-6
C2-6
Ci-g
C3-8

o, S,

Cq-8
Cs-8

alquilo;

alquenilo;

cicloalquilo;

cicloalquilo, donde un grupo CH; es sustituido por
NH o NCH3;

c¢icloalquenilo;

cicloalquenilo, donde un grupo CH; es sustituido

por O, S, NH o NCHjy;
fenilo;

piridilo;

tiofenilo;

nitrosilo;

S-cisteinil;

S-glutationil; ¥y

donde R*

hidrégeno,

Ri

es Beleccionado de entre el grupo que comprende
C1-g alquilo, Ca_g alguenilo, C3_g cicloalquilo,

C4-g cicloalquenilo, acetiloxi, hidroxilo, ONO3; y halbgeno,
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en el que R® opcionalmente es substituido por uno a tres
g:r:upos- seleccionados por seseparado de entre C;_g alquilo,
Cs_g algquenilo, C3_-g cicloalquilo, Cs-g cicloalquenilo,
acetiloxi, hidroxilo, ONO; y halégeno,

cuyo proceso comprende la realizacién de 1los pasos

siguiéntes:

a) efectuar la hidrélisis de un compuesto de f&6rmula

(IIa):

donde R’ es C1.g alquilo, preferentemente metilo, para

obtener el siguiente compuesto
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b) opcionalmente, efectuar sobre el compuesto preparado

de acuerdo con la etapa (a):

I. una reaccién de oxidacién para obtener:

H
O. H
NO, y/o O‘NO,

opcionalmente seguido por una segunda oxidacién para

obtener:

donde:

nes1lb®ba2,
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X es8 -8(0)p~, donde mes 0, 1 6 2, ¥y

R* representz hidroxilo o ONO:;

II. una reaccién de sustitucifn para obtener:

un compuesto de acuerdo con la f6rmula (I), donde:

n es un nGmero entero de 0,
X representa un enlace,

vy R no representa nitroailo,

opcionalmente seguido por una oxidacién para obtener

un compuesto segiin la f6rmula (I), donde:

n es un niimero entero de 0,
X representa -S(0)a-, donde m es un niimero entero de
061,

Y R no representa nitrosilo;

ITII. una reaccién de sustitucién para obtener:

un compuesto segin la féxrmula (I), donde:

n es un nimero entero de 0,

X representa -S-;
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opcionalmente seguido por una oxidacién para obtener
un compuesto segin la f£6rmula (I), donde:
n es un niimero entero de 1 6 2, y

X representa -S(0)p-, donde mes 0, 1 6 2, 6

IV. una reaccién de nitrosacién para obtener:

o

A

35. Un proceso seglin la reivindicacifn 34 para preparar un
compuesto de fé6rmula (Ia), un tautémero, una sal
farmacéuticamente aceptable, una prodroga ¢é un solvato del

mismo:

HOJA CORREGIDA



03-08-2005

donde:

00024t

EP0410882
20

n es un nGmero entero de entre 0, 1, 6 2,

X representa -S(O)yp-, © un enlace sencillo, donde m es un
ntmero entero de entre 0, 1, 6 2,

Yy R representa hidrégeno o es un reseiduo R?, siendo dicho
regiduo Ra seleccionado de entre un grupo que comprende:

Ci-6
C2-6-
C3-8
Ci-8
o, 8,
Cq-8
Cq-8

alquilo;

alquenilo;

cicloalquilo;

cicloalquilo, donde un grupo CH; es sustituido por
NH o NCHjy;

cicleoalquenilo;

cicloalquenilo, donde un grupc CH; es sustituido

por O, S, NH o NCHj3;

fenil

o;

piridilo;
tiofenilo;

nitrosilo;

8-cisteinil;
S-glutationil; y

HOJA CORREGIDA
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donde R* es seleccionado de entre el grupo que comprende
hidrégeno, Cjy_-g alquilo, Cs_g alquenilo, C3_g cicloalquilo,
C4-g cicloalquenilo, acetiloxi, hidroxilo, ONOs; y halégeno,

en el que REII opcionalmente es substituido por uno a tres
grupos seleccionados por separado de entre Cj_g alquilo,
Ca_g alquenilo, Ca3_g cicloalquilo, Cq-8 cicloalquenilo,
acetiloxi, hidroxilo, ONO; y haldgeno,

y donde el mencionado procesoc comprende la realizacidn de los

pasos siguientes:

a) efectuar una hidrélisis de un compuesto de la férmula
(II1):

O—No,

(II)

donde R’ es Ci.¢ alquilo, preferentemente metilo, para

obtener 2-tioiscsorbida 5-mononitrato (1),

HOJA CORREGIDA
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b) opcionalmente, efectuar sobre el compuesto (1)

preparado de acuerdo con la etapa (a):

I. una reaccién de oxidacién para obtener:

5,5’-dinitrato-2,2’'-ditiodiisoBorbida (2) 6
2-{isosorbidil-2’ -ditioc) isocsorbida S5-mononitrato

(8),

opcionalmente segquido por una segunda oxidacién para

obtener un compuesto segGn la férmula (Ie):

HOJA CORREGIDA
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donde
nesl6®é2,
X es -S{O)p-, donde mes 0, 1 6 2, v

R* representa hidroxilo & ONO;;

II. una reaccién de sustitucién para obtener un

compuesto de acuerdo con la f6rmula (Ia)}, donde:

n es un nimero entero de 0,
X representa un enlace,

Y R no representa nitrosilo,

opcionalmente seguido por una oxidacién para

obtener:

un compuesto de acuerdo con la férmula (Ia), donde:

HOJA CORREGIDA
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n es un nGmero entero de 0,

X representa -S(0O)y-, donde m es un nimero entero de

061,

Y R no representa nitrosilo;

III. una reaccién de sustitucién para obtener:

un compuesto segfin la f£6rmula (Ia), donde:

n es un nGmero entero de 0, y

X representa -5-;

opcionalmente seguido por una oxidacién para obtener
un compuesto segin la f£6xrmula (Ia), donde:

n es un nimero entero de 1 6 2, y

X representa -S(O)p-, donde mes 0, 1 6 2, 6

IV. una reaccién de nitrosacién para obtener:

S-nitrosco-2-tioisosorbida S5-mononitrato (6)

36. Un proceso de acuerdo con las reivindicaciones 34 &6 35

que incluye las etapae (a) y (b) II para la preparacién de:

HOJA CORREGIDA
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03-08-2003
2-[(R) -metilsufinil] isosorbida 5-mononitrato y/o
2-[(S)-metilsufinil] isosorbida 5-mononitrato.

que comprende la

37. Un proceso segln la reivindicacifén 35,
separacién de ambos diastereoisSmeros.

38. Un proceso para la preparacién de un compuesto de formula
(11), 6 un tautSmero, una sal farmacéuticamente aceptable,

una prodroga 6 un solvato del mismo:

A

o

o
Lhue:
w‘.f"

(11)

que comprende las siguientes etapas:

a) efectuar wuna oxidacién de un compuesto de la

férmula (III):
HOJA CORREGIDA
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(I1I)

donde R’ es Ci1.g alquilo, preferentemente metilo,

para obtener 2,2’-ditiodiisosorbida(10),

{(10)

b) efectuar una nitracién del compuesto preparado en
la etapa a) con un agente nitrante en presencia de

HOJA CORREGIDA
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un anhidrido carboxilico, preferentemente anhidrido
acético.

39. 2,2'-ditio-diisosorbida.
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Reivindicaciones;

1. Un compuesto da acuserdo con la fécmula (I) 6 un tautSmero, una sal farmacéuticamente aceptable, una

prodroga © un solvato del mismo:

X~5(0).

H
g

H

()]
donda:

n es un nimero entero de entre 0, 1, & 2,

o
\Noz

X representa -8(0),-. -{C=0)- o un enlace sencillo, donde m es un nimero anterc de entre 0, 1, & 2;

con la condicién que cuando X repressnta -(C=0)- entonces n es 0,

R representa hidrdgenc o es un residuo R', slendo dicho residuo R* ssleccionado de entre un grupo que

comprends

Cl_‘ alquilo;
C;_s alqusnilo;
Cy-g cicloalquilo;

C3.g cicloalquilo, donde un grupo CH; es suatituido por O, 8, HH o NCH,;

Cq-g Cicloalquenilo;

C4_g cicloalguenilo, donds un grupo
fenilo;

piridilo;

tiofanilo;

aitromile;

8-cisteinil,

8-glutationil; y

CHy es sustituide por O, 8. HH o NCHy:



@

.~ 000233

dondes R* es seleccicnado de entre el grupo que comprends hidrégeno, C,_g alquile, C;_, alquemilo, Cy_
g clcloalgquile, C,_g cicloalquenilo, acetiloxi, hidrexilo, ONO, y haldgeno,

en ol qus R* opcionalmente es substituido por uno a tres grupos seleccionados por separado de antre C;_
¢ alquilo, Cy_g slquenilo, Cy_pg cisloalquile, C4_g cicloslquanilo, acetilexi, hidrostilo, ONO; ¥y
halégano,

com la condiciém gue cuando RX8(0),- y -CMO, estén en forma trans uno respecto al otro, en lo qua

respacta sl plano de anillo, tal y como se describe en las f&rmulas(Ia) y (Ib}:

: h
X~ | X~son y
O 0 /
I N b
~ ~
NO, NO,
(1a) (Ib)
X
entances RXS(0),- no representa r 4 S—_ donds X es un grupo alquile C,;.,. un grupo arilec o wm

grupo aralguilo.
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