DESCRIPCION

Titulo de la invencidén

COMPUESTO PENTACICLICO
Campo técnico

La presente invencidén se refiere a un compuesto pentaciclico
o una sal farmacéuticamente aceptable de este que activa las
neuronas colinérgicas vy/o efecto neuroprotector, y al uso
farmacéutico de este. La presente invencidn también se refiere a
composiciones farmacéuticas que comprenden el compuesto anterior
como principio activo.

Técnica anterior

Las neuronas colinérgicas que liberan acetilcolina como un
transmisor se proyectan ampliamente en el prosencéfalo desde los
nicleos Dbasales de Meynert vy los nuacleos septales del
prosencéfalo basal hasta el hipocampo, amigdala y corteza
cerebral, y estadn implicadas en la modulaciédn de la memoria,
aprendizaje, cognicidén 'y atencidn (referencia 1 de la
bibliografia no relacionado con patentes). Ademads, las neuronas
colinérgicas en el nucleo tegmental pedunculopontino y el nucleo
tegmental laterodorsal del tronco del encéfalo se proyectan en
el cuerpo estriado, nucleo accumbens, sustancia negra y télamo y
se considera que estan implicadas en el control de la motivacién
y vigilancia (referencias 2 a 4 de la bibliografia no relacionada
con patentes).

En particular, la funcién de las neuronas colinérgicas en
el prosencéfalo basal se ha aclarado mediante andlisis que
utilizan muchos modelos en animales tales como el modelo de
lesiones. Especialmente, se ha mostrado la correlacidén entre el
trastorno funcional de las neuronas colinérgicas y la disminucidén
de la memoria y el aprendizaje en los modelos en animales

(referencias de la bibliografia no relacionada con patentes 5 a



7) y se ha mostrado que el rendimiento cognitivo mejora al
aumentar la cantidad de acetilcolina utilizando un inhibidor de
la colinesterasa y al potenciar la funcién de las neuronas
colinérgicas (referencias 8 a 12 de la bibliografia no
relacionada con patentes).

Se informé que el factor de crecimiento nervioso (NGF)
muestra el efecto neuroprotector sobre las neuronas colinérgicas
en el modelo animal que indica la pérdida de neuronas colinérgicas
(Literatura no patente 13 a 15).

En particular para la enfermedad de Alzheimer (AD), se halld
la pérdida de las neuronas colinérgicas de la etapa temprana de
AD y es una de las caracteristicas patoldgicas de la AD. La
acumulacién de placas seniles por depdsitos de amiloide beta y
ovillos neurofibrilares por agregacidén de la proteina tau son
también caracteristicas patoldédgicas de AD, y en particular se
conocen los ovillos neurofibrilares por incrementar el progreso
del estado patoldgico y producir la muerte neuronal. Los ovillos
neurofibrilares se hallan en el nlUcleo basal de Meynert y el
cértex entorrinal de la etapa temprana de AD. Entre ellos, se
informa que la pérdida de neuronas colinérgicas en el ntcleo
basal de Meynert por la agregacién de proteina tau se halla en
la etapa mads temprana y que hay una correlacién entre la pérdida
y la reduccidén en el puntaje de la funcidén cognitiva (Literaturas
no patente 16 y 17). De modo similar a AD, la hiperfosforilaciédn
y la acumulacién anormal de la proteina tau se halla en ratones
genéticamente modificados que tienen una mutaciédn P301S que se
halld en la demencia frontotemporal familiar (ratones
transgénicos P301S tau humana). En consecuencia, se forman los
ovillos neurofibrilares, una caracteristica patoldégica de AD
(Literatura no patente 18) y llevan una disfuncidén cognitiva por

alteracién sinédptica, neurodegeneracidén y pérdida de neuronas.
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En base a estos hallazgos, los ratones transgénicos P301S tay
humana se usan ampliamente como modelos animales de tipo AD
(Literaturas no patente 19-22), y la mejora de la deterioro
cognitivo y la supresién del progreso del estado patoldgico en
la enfermedad de Alzheimer se pueden esperar suprimiendo los
cambios patoldgicos de tipo AD en ratones transgénicos P301S tau
humana.

Por otra parte, miltiples analisis que usan ratones
genéticamente modificados vy modelos animales de trastornos
sugieren que el déficit del transporte axonal es una de las causas
de pérdida de neuronas colinérgicas (Literaturas no patente 23-
25) . Entre ellas, el axdédn de neuronas colinérgicas que se proyecta
desde el area del septo hasta el hipocampo se altera en un modelo
de lesiétn de fimbria-fornix vy alteraciédn del transporte
retrdégrado de moléculas implicadas con la supervivencia y la
funcidén trae pérdida de neuronas (Literaturas no patente 26-28).
La alteracidén del transporte retrdégrado se halla también en
ratones genéticamente modificados (Literaturas no patente 23 y
24) y pérdida de neuronas colinérgicas por lesién de fimbria-
fornix refleja un aspecto del estado patoldgico. Por
consiguiente, la mejora del deterioro cognitivo y la supresién
del progreso del estado patoldgico en la enfermedad de Alzheimer
se puede esperar por supresidén o mejora de la pérdida de las
neuronas colinérgicas en este modelo del trastorno.

La demencia con los cuerpos de Lewy (DLB) y la enfermedad
de Parkinson (PD) son trastornos neurodegenerativos progresivos
en donde los cuerpos de inclusidén anormal (cuerpos de Lewy)
principalmente compuestos por alfa sinucleina aparecen en
neuronas y traen la degeneracidén y la pérdida de neuronas. La
disfuncién cognitiva se desarrolla si los cuerpos de Lewy se

distribuyen principalmente en el cortex <cerebral y el



parkinsonismo se desarrolla si los cuerpos de Lewy se distribuyen
principalmente en tronco cerebral. Ademéds de ello, también se
desarrollan los sintomas psiquidtricos tales como alucinacidn
visual, alucinacién y delirio, trastorno del suefio y sintomas
autonémicos. La diagnosis es demencia con cuerpos de Lewy si la
demencia aparece antes o en el lapso de un afio desde el inicio
de parkinsonismo y la diagnosis es enfermedad de Parkinson con
demencia (PDD) si el parkinsonismo aparecid antes de un afio o
mas desde el inicio de la demencia. La demencia con cuerpos de
Lewy, la enfermedad de Parkinson con demencia y la enfermedad de
Parkinson son enfermedades patoldgicamente similares vy se
refieren comprehensivamente como enfermedad de cuerpos de Lewy
(LBD) aunque son diferentes en la disfuncidén cognitiva y el orden
de aparicidén y grado de parkinsonismo. En la demencia con cuerpos
de Lewy y enfermedad de Parkinson con demencia, de modo similar
a la enfermedad de Alzheimer, de nucleus basalis de Meynert, un
nucleo de origen de nervio colinérgico, se degeneran y pierden y
se informa que el trastorno neuronal colinérgico severo aparece
en el hipocampo y el cértex (Literaturas no patente 29-31). Por
otra parte, hay una correlacidén entre el progreso del trastorno
neuronal colinérgico y la disfuncidédn cognitiva (Literaturas no
patente 29), y se demostrd que los inhibidores de colinesterasa
mejoran la funcién cognitiva. En base a estos hallazgos, la
funcién cognitiva mejora por la mejoria de la funcidédn de neuronas
colinérgicas, y de modo similar a la enfermedad de Alzheimer,
mejora del deterioro cognitivo y supresiédn del progreso del
estado patoldgico en demencia con cuerpos de Lewy y enfermedad
de Parkinson con demencia se puede esperar por supresiédn o mejora
de la pérdida de neuronas colinérgicas en varios modelos del
trastorno.

Por lo tanto, basdndose en estos hallazgos, se puede esperar



5

una mejora en la reduccidén del rendimiento cognitivo provocada
por la disfuncién de las neuronas colinérgicas si se consigue
una activacién funcional y/o efecto neuroprotector sobre las
neuronas colinérgicas en la préactica clinica.

Ademds de las enfermedades anteriores, algunos ejemplos de
enfermedades para las que se ha indicado que hay una asociacidédn
entre el descenso de la funcidén cognitiva y la disfunciédn de las
neuronas colinérgicas incluyen la Corea de Huntington, sindrome
de Down, esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA), depresidédn mayor,
esquizofrenia y similares.
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Compendio de la invencion

Problema técnico

Un objeto de la presente invenciédn es proporcionar un
compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable de este que
active las neuronas colinérgicas y/o efecto neuroprotector y con
un uso potencial como un agente terapéutico para la enfermedad
de Alzheimer, demencia con cuerpos de Lewy y enfermedad de
Parkinson con demencia.

Solucion al problema

Como resultado de estudios exhaustivos para resolver los
problemas anteriores, los presentes inventores identificaron un
compuesto pentaciclico o sales farmacéuticamente aceptables de
este que activa las neuronas colinérgicas vy/o efecto

neuroprotector.
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Es decir, la presente invencidén se refiere a los siguientes
apartados <1> a <26>.

<1> Un compuesto seleccionado del grupo constituido por:

3-fluoro-6,11-dimetil-o6,7,10,11,12,13-
hexahidrobenzo [f]pirido[4'',3"':4"',5"]tieno[2',3"':4,5]pirimido|
1,2-a][l,4]diazepino-5,14-diona:

F

O
- 0
S N/k\/N\ (1)

14
5,10-dimetil-5,6,9,10,11,12-
hexahidropirido[4'',3"'':4"',5"]tieno[2',3':4,5]pirimido[1, 2~
altieno[2,3-F][1,4]diazepino-4,13-diona:

/ \

N

N&N

5,10-dimetil-5,6,9,10,11,12-

(0

hexahidropirido[4'',3"':4"',5"]tieno[2',3"':4,5]pirimido[1, 2~
altieno[3,2-F][1,4]diazepino-4,13-diona:
0O ST\

\N —

N

N)\/N (1)

AN

14
(3aS, 14aR) -5, 10-dimetil-3,3a,5,6,9,10,11,12-octahidro-1H-
ciclopenta [F]lpirido[4'',3"':4',5"]tieno[2',3"':4,5]pirimido[1, 2-
al[l,4]diazepino-4,13(2H,14aH)diona:
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o £\
—N S
S ~
N AN (V)

14
(3aR, 14aR)-5,10-dimetil-3,3a,5,6,9,10,11, 12-octahidro-1H-
ciclopenta[F]lpirido[4'',3"':4',5"]tieno[2',3"':4,5]pirimido[1, 2-
al[l,4]diazepino-4,13(2H,14aH)diona:

(3aS, 14aS) -5, 10-dimetil-3,3a,5,6,9,10,11,12-octahidro-1H-
ciclopenta [flpirido[4'',3"'':4',5"]tieno[2"',3"':4,5]pirimido[1, 2-
al[l,4]diazepino-4,13(2H, 14aH)diona:

(V1)

o una sal farmacéuticamente aceptable de estas.

<2> 3-Fluoro-6,11-dimetil-6,7,10,11,12,13-
hexahidrobenzo [F]pirido[4'"',3"'':4"',5"']tieno[2"',3":4,5]pirimido]|
1,2-a] [1,4]diazepino-5,14-diona o una sal farmacéuticamente

aceptable de esta:

F
0
| 0
S N4L\V/N\ (1)
<3> 5,10-Dimetil-5,6,9,10,11,12-

hexahidropirido[4'',3"':4"',5"]tieno[2',3"':4,5]pirimido[1, 2~
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altieno[2,3-F] [1,4]diazepino-4,13-diona o una sal

farmacéuticamente aceptable de esta:

o g
| o)
S N4i\va\ ()
<4> 5,10-Dimetil-5,6,9,10,11,12-

hexahidropirido[4'',3"':4"',5"]tieno[2',3"':4,5]pirimido[1, 2~
altieno[3,2-F][1,4]diazepino-4,13-diona o una sal

farmacéuticamente aceptable de esta:

0O ST\
\N —
24 | N e}
S NéL\/N\ ()
<5> (3aS, 14aR) -5, 10-Dimetil-3,3a,5,6,9,10,11,12-

octahidro-1H-ciclopenta[f]lpirido[4'',3'':4"',5"]tieno[2"',3"':4,5]
pirimido[1,2-a] [1,4]diazepino-4,13(2H, 14aH)diona o) una sal

farmacéuticamente aceptable de esta:

CNEESAN
‘\NC:2>:I%tN —
TV o
S NéL\/N\ (V)

<6> (3aR, 14aR)-5,10-Dimetil-3,3a,5,6,9,10,11,12-
octahidro-1H-ciclopenta[Ff]lpirido[4'',3"'':4"',5"]tieno[2',3"':4,5]
pirimido[1,2-a][1,4]diazepino-4,13(2H, 14aH)diona o) una sal

farmacéuticamente aceptable de esta:

(V)

<7> (3aS,14aS)-5,10-Dimetil-3,3a,5,6,9,10,11,12-
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octahidro-1H-ciclopenta[f]lpirido[4'',3'':4"',5"]tieno[2',3"':4,5]
pirimido[1l,2-a][1,4]diazepino-4,13(2H,14aH)diona o) una sal

farmacéuticamente aceptable de esta:

<8> Una composicidén farmacéutica que comprende el compuesto
o sal farmacéuticamente aceptable de este de acuerdo con
cualgquiera de los apartados <1> a <7> y uno o mas aditivos
farmacéuticamente aceptables.

<9-1> La composicidédn farmacéutica de acuerdo con el apartado
<8>, gue es un agente activador neuronal.

<9-2> La composicidédn farmacéutica de acuerdo con el apartado
<8>, que es un agente protector neuronal.

<10> La composicién farmacéutica de acuerdo con el apartado
<8>, para el tratamiento de la disfuncién cognitiva.

<11> Un agente terapéutico para la disfuncidén cognitiva que
comprende el compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este
de acuerdo con cualquiera de los apartados <1> a <7>.

<12> Un método para tratar la disfuncién cognitiva, que
comprende administrar el compuesto o sal farmacéuticamente
aceptable de este de acuerdo con cualquiera de los apartados <1>
a <7> a un paciente.

<13> El compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este
de acuerdo con cualquiera de los apartados <1> a <7> para su uso
en el tratamiento de la disfuncidén cognitiva.

<14> Uso del compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de
este de acuerdo con cualquiera de los apartados <1> a <7> para
la elaboracidén de un agente terapéutico para la disfuncidn

cognitiva.



14

<15> Un agente terapéutico para la enfermedad de Alzheimer
que comprende el compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de
este de acuerdo con cualquiera de los apartados <1> a <7>.

<16> Un método para tratar la enfermedad de Alzheimer, que
comprende administrar el compuesto o sal farmacéuticamente
aceptable de este de acuerdo con cualquiera de los apartados <1>
a <7> a un paciente.

<17> El compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este
de acuerdo con cualquiera de los apartados <1> a <7> para su uso
en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

<18> Uso del compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de
este de acuerdo con cualquiera de los apartados <1> a <7> para
la elaboracidén de un agente terapéutico para la enfermedad de
Alzheimer.

<19> Un agente terapéutico para la demencia con cuerpos de
Lewy que comprende el compuesto o sal farmacéuticamente aceptable
de este de acuerdo con cualquiera de los apartados <1> a <7>.

<20> Un método para tratar la demencia con cuerpos de Lewy,
que comprende administrar el compuesto o sal farmacéuticamente
aceptable de este de acuerdo con cualquiera de los apartados <1>
a <7> a un paciente.

<21> E1 compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este
de acuerdo con cualquiera de los apartados <1> a <7> para su uso
en el tratamiento de la demencia con cuerpos de Lewy.

<22> Uso del compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de
este de acuerdo con cualquiera de los apartados <1> a <7> para
la elaboracién de un agente terapéutico para la demencia con
cuerpos de Lewy.

<23> Un agente terapéutico para la enfermedad de Parkinson
con demencia que comprende el compuesto o sal farmacéuticamente

aceptable de este de acuerdo con cualquiera de los apartados <1>
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a <7>.

<24> Un método para tratar la enfermedad de Parkinson con
demencia, que comprende administrar el compuesto o sal
farmacéuticamente aceptable de este de acuerdo con cualquiera de
los apartados <1> a <7> a un paciente.

<25> El compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este
de acuerdo con cualquiera de los apartados <1> a <7> para su uso
en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson con demencia

<26> Uso del compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de
este de acuerdo con cualquiera de los apartados <1> a <7> para
la elaboracidén de un agente terapéutico para la enfermedad de
Parkinson con demencia.

Efectos beneficiosos de la invencion

Los compuestos pentaciclicos representados por las férmulas
(I) a (VI) (denominados en lo sucesivo “los compuestos (I) a
(VI)”) o sales farmacéuticamente aceptables de estos de acuerdo
con la presente invencién activan las neuronas y/o efecto
neuroprotector, tal como muestran los datos de actividad en los
ejemplos de las pruebas farmacoldégicas que se proporcionan mas
adelante. Los compuestos (I) a (VI) de la presente invencidn
conllevan una mejora en el rendimiento cognitivo debido a su
activacién neuronal y/o efecto neuroprotector, y, por lo tanto,
tienen un uso potencial como agentes terapéuticos para la
enfermedad de Alzheimer, demencia con cuerpos de Lewy vy
enfermedad de Parkinson con demencia.

Descripcion de las realizaciones

A continuacidén en la presente, se describird el contenido
de la presente invencidén detalladamente.

En la ©presente memoria descriptiva, las féormulas
estructurales de los compuestos pueden representar isdémeros

especificos por conveniencia; sin embargo, la presente invencidén
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puede incluir isdémeros rotacionales vy tautdémeros, asi como
también mezclas isoméricas, no se limita a las férmulas descritas
por conveniencia, y pueden ser cualquiera de los isdémeros o una
mezcla que contenga los isdmeros en cualquier proporcidn.

Ademds, también pueden existir cristales polimérficos; sin
embargo, la presente invencidén tampoco se limita a ninguno de
ellos y puede ser una forma cristalina uUnica o una mezcla de
estos. Ademas, la presente invencidén también incluye las formas
amorfas y los compuestos de acuerdo con la presente invencidn
incluyen anhidratos y solvatos (especialmente hidratos).

La presente invencidédn también incluye compuestos marcados
con isdétopos de los compuestos (I) a (VI). Los compuestos marcados
con isdétopos son los mismos que los compuestos (I) a (VI), excepto
en que uno o mas atomos son reemplazados por uno o mas atomos
que tienen una masa atdémica o numero masico diferente de los que
se detectan normalmente en la naturaleza. Los ejemplos de
isdétopos que se pueden incorporar a los compuestos de la presente
invencién incluyen isdétopos de hidrdgeno, carbono, nitrdgeno,
oxigeno, fluor, fésforo, azufre, yodo y cloro, y especificamente
incluyen 2H, 3H, MC, 14c, 15N, 180, 18F, 32P, 355, 123:[, 125:[, v
similares.

Los compuestos marcados con 1isétopos anteriores, por
ejemplo, compuestos en los que se incorporan isdtopos
radioactivos, tales como °H y/o '4C, son UGtiles para el ensayo de
distribucidén en tejidos de medicamentos y/o sustratos. SH y 4C
se consideran utiles debido a su facil preparacidédn y deteccidn.
Los isdétopos 11C y 18F se consideran Utiles en PET (siglas en
inglés de la tomografia por emisidédn de positrones), el isdtopo
125T se considera Gtil en SPECT (siglas en inglés de la tomografia
computarizada por emisidén de fotdn tnico) y todos ellos son Gtiles

en la obtencidén de imadgenes del cerebro. El reemplazo por isdétopos
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mas pesados, tales como 2H, da como resultado algunos tipos de
ventajas terapéuticas, incluidos un aumento en el periodo de
semivida EN VIVO o un descenso en la dosis requerida debido a
una estabilidad metabdlica més elevada, y por 1lo tanto se
considera Util en ciertas situaciones. Los compuestos marcados
con isdbétopos anteriores se pueden preparar de manera similar
llevando a cabo los procedimientos divulgados en los siguientes
Ejemplos utilizando reactivos marcados con isdtopos de facil
utilizacidén en lugar de los reactivos no marcados con isdtopos.

Las “sales farmacéuticamente aceptables” en la presente
memoria descriptiva no estan limitadas manera particular siempre
que sean sales formadas con los compuestos de acuerdo con la
presente invencidn, y los ejemplos especificos incluyen sales de
adicidén de acido, tales como sales de acidos inorganicos, sales
de acidos organicos y sales de aminoacidos acidos.

La “sal farmacéuticamente aceptable” en la presente memoria
descriptiva es cualquier sal formada en una proporcidn adecuada
a menos que exista cualquier descripcidn especialmente limitante,
y el numero de moléculas de acido por molécula del compuesto en
la sal formada no estd limitado de manera particular; sin embargo,
es preferible que el numero de moléculas de acido por molécula
del compuesto sea de aproximadamente 0.5 a aproximadamente 2, y
es mas preferible que el numero de moléculas de dcido por molécula
del compuesto sea de aproximadamente 0.5, aproximadamente 1 o
aproximadamente 2.

Los ejemplos preferidos de las sales de acidos inorganicos
incluyen clorhidrato, bromhidrato, sulfato, nitrato y fosfato, y
los ejemplos preferidos de sales de &4cidos organicos incluyen
acetato, succinato, fumarato, maleato, tartrato, citrato,
lactato, estearato, benzoato, metanosulfonato, p-

toluenosulfonato y bencenosulfonato.
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Los ejemplos preferidos de las sales de aminoacidos acidos
incluyen aspartato y glutamato.

Cuando los compuestos (I) a (VI) de acuerdo con la presente
invencién se obtienen en forma libre, estos se pueden convertir
en sales que puedan formar los compuestos (I) a (VI) o hidratos
de estos, de acuerdo con un método convencional.

Cuando los compuestos (I) a (VI) de acuerdo con la presente
invencidén se obtienen como sales de los compuestos (I) a (VI) o
hidratos de los compuestos (I) a (VI), estos se pueden convertir
en las formas libres de los compuestos (I) a (VI) de acuerdo con
un método convencional.

Ademds, los diversos 1isbmeros (por ejemplo, isdmeros
6pticos, isdmeros rotacionales, estereoisbdmeros, etc.) obtenidos
a partir de los compuestos (I) a (VI) de acuerdo con la presente
invencién se pueden purificar y aislar mediante medios de
separacién generales, tales como recristalizacidn, método de
sales diastereoméricas, método de resolucidén enzimdtica vy
diversas técnicas cromatogrdficas (por ejemplo, cromatografia en
capa fina, cromatografia en columna, cromatografia de gases,
etc.).

[Preparacibédn farmacéutical

La composicién farmacéutica de acuerdo con la invencién se
podria preparar mezclando aditivos farmacéuticamente aceptables
con un compuesto seleccionado a partir del grupo de compuestos
(I) a (VI) o sales farmacéuticamente aceptables de estos. La
composicién farmacéutica de acuerdo con la presente invencidn se
podria preparar mediante un método conocido, por ejemplo, el
método descrito en las "Reglas generales para preparados" de la
decimoséptima edicidén de la Farmacopea Jjaponesa.

La composicién farmacéutica de acuerdo con la presente

invencién se podria administrar de forma adecuada a un paciente



19

dependiendo de la forma farmacéutica de esta.

La dosis de los compuestos (I) a (VI) de acuerdo con la
presente invencidén o las sales farmacéuticamente aceptables de
estos varia dependiendo de la gravedad de los sintomas, edad,
sexo, peso corporal, forma farmacéutica, tipo de sal, tipo
especifico de enfermedad y otras afecciones; sin embargo, en
general, la dosis para un adulto al dia mediante administracidén
oral es de aproximadamente 30 pg a 10 g, preferentemente de 100
ug a 5 g, y mas preferentemente de 100 pg a 1 g; la dosis para
un adulto al dia mediante administracidén por inyeccidén es de
aproximadamente 30 png a 1 g, preferentemente de 100 pg a 500 mg,
y mas preferentemente de 100 ug a 300 mg; y la dosis anterior se
administra una vez o varias veces.

Los compuestos de la presente invencidén se pueden utilizar
como sondas quimicas para capturar proteinas diana de compuestos
bioactivos de bajo peso molecular. Es decir, los compuestos de
la presente invencién se pueden convertir en sondas de
cromatografia por afinidad, sondas de fotoafinidad, etc.,
introduciendo grupos marcadores, conectores o similares en un
resto diferente de un resto estructural esencial para el
desarrollo de la actividad de los compuestos utilizando un método
descrito, por ejemplo, en J. Mass Spectrum. Soc. Jpn. Vol. 51,
N.° 5, 2003, pags. 492-498, documento WO2007/139149, o similares.

Los ejemplos de grupos marcadores, conectores, etc.,
utilizados en sondas guimicas incluyen los grupos que se muestran
en el grupo constituido por los siguientes elementos (1)-(5):

(1) grupos marcadores de proteinas tales como grupos
marcadores de fotoafinidad (por ejemplo, un grupo benzoilo, un
grupo benzofenona, un grupo azida, un grupo carbonilazida, un
grupo diaziridina, un grupo enona, un grupo diazo, un grupo nitro,

etc.) y grupos de afinidad quimica (por ejemplo, un grupo cetona
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en el que un atomo de carbono alfa es reemplazado por un atomo
halégeno, un grupo carbamoilo, un grupo éster, un grupo
alquiltio, un aceptor de Michael tal como una cetona o,fB-
insaturada o un éster, y un grupo oxirano);

(2) conectores escindibles, tales como -3-S-, -0-Si-0-,
monosacaridos (un grupo glucosa, un grupo galactosa, etc.) o
disacaridos (lactosa, etc.); 'y conectores oligopeptidicos
escindibles mediante una reaccidn enzimitica;

(3) grupos marcadores de captura tales como biotina y un
grupo 3-(4,4-difluoro-5, 7-dimetil-4H-3a, 4a-diaza-4-bora-s-
indacen-3-il)propionilo;

(4) grupos marcadores radiocactivos tales como 12°I, 32P, 3H y
14C; grupos marcadores fluorescentes tales como fluoresceina,
rodamina, dansilo, umbeliferona, 7-nitrofurazanilo y un grupo 3-
(4,4-difluoro-5, 7-dimetil-4H-3a, 4a-diaza-4-bora-s-indacen-3-
il)propionilo; grupos quimioluminiscentes tales como luciferina
y luminol; y marcadores capaces de detectar iones de metales
pesados tales como iones de metales lantanoides e iones de radio;
o

(5) grupos que se unen a portadores sdélidos tales como
microesferas de vidrio, lechos de vidrio, placas de
microvaloracién, microesferas de agarosa, lechos de agarosa,
microesferas de poliestireno, lechos de poliestireno,
microesferas de nailon y lechos de nailon.

Las sondas preparadas introduciendo grupos marcadores,
etc., seleccionados a partir del grupo constituido por los
elementos (1) a (5) anteriores en los compuestos de la presente
invencién mediante los métodos descritos en los documentos
anteriores o similares se pueden utilizar como sondas guimicas
para identificar proteinas marcadas Utiles para la busqueda de

dianas de disefio farmacoldégicas novedosas, etc.
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Ejemplos

Los compuestos (I) a (VI) de la presente invencidén se pueden
producir, por ejemplo, mediante los métodos que se describen en
los siguientes Ejemplos y los efectos de los compuestos se pueden
confirmar mediante los métodos descritos en los siguientes
Ejemplos de prueba. Sin embargo, estos son simplemente ejemplos
y la presente invencidén no se limita a los siguientes ejemplos
especificos en ningin caso y se puede modificar dentro de un
campo que no se aleje del alcance de la presente invencidn.

Los compuestos descritos con nombres de documento, etc.,
indican que los compuestos se produjeron de acuerdo con los
documentos, etc.

Ademés, las abreviaturas utilizadas en la presente memoria
descriptiva son muy conocidas y de uso comin para un experto en
la técnica. En la presente memoria descriptiva, se utilizan las
siguientes abreviaturas.

DCE: 1,2-dicloroetano

DCM: diclorometano

DIPEA: N,N-diisopropiletilamina

DMT-MM: cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-1il1)-4-
metilmorfolinio

DMSO: sulféxido de dimetilo

EDC: clorhidrato de l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida

HATU: hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-11)-
N,N,N” ,N’-tetrametiluronio

HOBT: 1l-hidroxibenzotriazol

N-: normal

NMM: N-metilmorfolina

t-: terciario

TBD: 1,3,4,6,7,8-hexahidro-2H-pirimido[1l,2-a]pirimidina
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TBME: éter tert-butil metilico

TEA: trietilamina

THF: tetrahidrofurano

IH-RMN: espectrometria de resonancia magnética nuclear de
protén

MS: espectrometria de masas

HPIC: cromatografia liquida de alta resolucidn

La expresidén '"temperatura ambiente" en los siguientes
Ejemplos y Ejemplos de produccidén se refiere por lo general a
entre aproximadamente 10 °C y aproximadamente 35 °C. El1 % se
refiere al porcentaje en peso a menos que se especifique 1o
contrario.

Los desplazamientos quimicos de los espectros de resonancia
magnética nuclear de protdén se denotan en unidades & (ppm)
respecto al tetrametilsilano y las constantes de acoplamiento se
registran en hercios (Hz). Los patrones se designan como S:
singulete, d: doblete, t; triplete, c: cuadruplete, m:
multiplete, s: ancho, s a: singulete ancho.

Para la resolucidén éptica del compuesto, se utilizéd Parallex
Flex (TM) producida por Biotage (columna: una de CHIRALPAK (R)
AD-H, IA, IB e IC producida por DAICEL; y CHIRALCEL (R) OD-H y
OJ-H producida por DAICEL).

En las reacciones que utilizan un reactor de microondas en
los Ejemplos de produccidén, Ejemplos de referencia y Ejemplos,
se utilizé un Initiator (TM) o Initiator+ (TM) producido por
Biotage.

Respecto a la cromatografia, como gel de silice se utilid
gel de silice 60 producida por Merck (malla 70-230 o malla 230-
240 segun ASTM) o PSQ60B producida por Fuji Silysia Chemical
Ltd., o se utilizd una columna preempaquetada {columna: Columna

Hi-Flash (TM) (gel de silice) producida por Yamazen, tamafio: uno
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de S (16 x 60mm), M (20 x 75 mm), L (26 x 100 mm), 2L (26 x 150
mm) y 3L (46 x 130 mm); o un cartucho de silice Biotage (TM) SNAP
Ultra producido por Biotage, tamafio: cualquiera de 10 g, 25 g vy
50 g}.

Como gel de silice con grupos NH, se utilizé CHROMATOREX
NH-DM2035 producido por Fuji Silysia Chemical Ltd. o se utilizd
una columna preempaquetada {columna: Columna Hi-Flash (TM)
(Amino) producida por Yamazen, tamafio: uno de S (16 x 60 mm), M
(20 x 75 mm), L (26 x 100 mm), 2L (26 x 150 mm), y 3L (46 x 130
mm); O Presep (TM) (Luer Lock) NH2 (HC) producida por Wako Pure
Chemical Industries, Ltd., tamafio: uno de tipo M (14 g /25 mlL),
tipo L (34 g/70 mL), tipo 2L (50 g/100 mL) y tipo 3L (110 g/200
mL) }.

Como nombres de los compuestos que se muestran a
continuacidén, excepto para los reactivos utilizados de manera
general, se utilizaron lo que se muestran en "E-Notebook” versidén
12 (PerkinElmer).

Ejemplo de produccidén 1:

Sintesis de 2-amino-6-metil-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-

Clpiridino-3-carboxilato de etilo

O
ST~
(O] ~ _ O
s+~ SNy o — NQfL
° 5 NH,

Se afiadié TEA (61.6 mL, 442 mmol) a temperatura ambiente a

una mezcla de l-metil-4-piperidona (N.° CAS 1445-73-4) (51.5 mL,
442 mmol), cilanoacetato de etilo (N.° CAS 105-56-6) (47.2 mL,
442 mmol), azufre (N.° CAS 7704-34-9) (14.2 g, 442 mmol) y etanol
(800 mL) . La mezcla de reaccidén se agitd a 40 °C durante 15 horas
y a continuacién se concentrd a presidédn reducida. El residuo se

purificé mediante cromatografia en columna (gel de silice con
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grupos NH, acetato de etilo). El residuo concentrado obtenido se
purificé afiadiendo acetato de etilo. Los precipitados se
recogieron mediante filtracidén, se lavaron con acetato de etilo
y se secaron a presién reducida para generar el compuesto del
titulo (58.4 qg).

H-RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 1.33 (t, J = 7.0 Hz, 3H),
2.44 (s, 3H), 2.62-2.70 (m, 2H), 2.79-2.88 (m, 2H), 3.37 (t, J =
2.0 Hz, 2H), 4.26 (¢, J = 7.3 Hz, 2H), 5.97 (s a., 2H).

MS (ESI) m/z: 241 [M+H]*

Ejemplo de produccidn 2:

Sintesis de 7-fluoro-4-metil-3, 4-dihidro-1H-

benzole] [1,4]diazepino-2, 5-diona

) O ,
F o HN™ F N
o Hom) T /\Z
N0 N
H o) H O

Se afiadié sarcosina (N.° CAS 107-97-1) (5.16 g, 58.0 mmol)
a temperatura ambiente a una solucién de 6-fluoro-1H-
benzo[d] [1,3]oxazino-2,4-diona (N.° CAS 321-69-7) (10.0 g, 55.2
mmol) en piridina (100 mL) y la mezcla de reaccidén se agitd a
100 °C durante 8 horas. La mezcla de reaccidén se enfrid hasta
temperatura ambiente. Los ©precipitados se recogieron por
filtracién y se lavaron con éter dietilico. El sé6lido obtenido
se secd a presidn reducida para generar el compuesto del titulo
(5.34 qg).

H-RMN (400 MHz, CDCls3) & (ppm): 3.30 (s, 3H), 3.90 (s, 2H),
6.97 (dd, J = 8.8, 4.5 Hz, 1H), 7.20 (ddd, J = 8.6, 7.6, 2.9 Hz,
1H), 7.67 (dd, J = 9.0, 3.1 Hz, 1H), 7.99 (s a., 1lH).

MS (ESI) m/z: 209 [M+H]*

Ejemplo de produccidén 3:

Sintesis de 4-metil-3,4-dihidro-1H-tieno[3, 2-
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€] [1,4]diazepino-2,5-diona

|S ° |
HN™ w/
0]

HN\<

Una mezcla de 1H,2H,4H-tieno[3,2-d][1,3]oxazino-2,4-diona
(N.° CAS 78756-28-2) (300 mg, 1.77 mmol), sarcosina (395 mg, 4.43
mmol) y agua (10 mL) se calentd a reflujo durante 2 horas. La
mezcla de reaccidn se enfrid hasta 0 °C. Los precipitados se
recogieron por filtracidén y se lavaron secuencialmente con agua
y éter dietilico. El sélido obtenido se secd a presidn reducida
para generar el compuesto del titulo (165 mg).

'H-RMN (400 MHz, CDClz) & (ppm): 3.24 (s, 3H), 4.00 (s, 2H),
6.72 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 5.3 Hz, 1lH), 7.96 (s a.,
1H) .

MS (ESI) m/z: 197 [M+H]*

Ejemplo de produccidén 4:

Sintesis de 4-metil-3,4-dihidro-1H-tieno[2, 3-

e][1,4]diazepino-2,5-diona
— 0] _ _ @)
S/ + HN S/ N—
HN\\<0 HO\[H —
0] O

Se afiadié 1H, 2H, 4H-tieno[2,3-d][1,3]oxazino-2,4-diona (N.°

CAS 103979-54-0) (600 mg, 3.55 mmol) a una solucién de sarcosina
(790 mg, 8.87 mmol) en agua (12 mL). La mezcla de reaccidén se
calenté a reflujo durante 1.5 horas. La mezcla de reaccidn se
enfrié hasta temperatura ambiente. Se afadié cloroformo a la
mezcla de reaccién y se separd la fase orgédnica. La fase acuosa
se extrajo con cloroformo (dos veces) y acetato de etilo (3

veces) . La fase organica combinada se secd con sulfato de sodio
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anhidro y se filtré, y el filtrado se concentrd a presidn
reducida. El sélido resultante se secd para generar el compuesto
del titulo (430 mg).

H-RMN (400 MHz, CDCls3) & (ppm): 3.23 (s, 3H), 3.99 (s, 2H),
6.90 (d, J = 5.9 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 8.39 (s a.,
1H) .

MS (ESI) m/z: 197 [M+H]*

Ejemplo de produccidén 5:

Sintesis de (5aS, 8aR) -4-

metiloctahidrociclopentale] [1,4]diazepino-2, 5-diona

5 I3 () . f/f @) 2
T o— — _  HN 0
7\\O>LNH ) OH %O%NQN\ &

(1) Sintesis de 2-((1S,2R)-2-((t-butoxicarbonil)amino)-N-

metilciclopentanocarboxamido)acetato de metilo

Se afladieron secuencialmente con refrigeracidén con hielo
TEA (22.2 mL, 159 mmol), HOBT/monohidrato (11.7 g, 76.3 mmol) vy
EDC (14.6 g, 76.3 mmol) a una mezcla de acido (1S,2R)-2-((t-
butoxicarbonil)amino)ciclopentano-l-carboxilico (N.° CAS 137170-
89-9) (14.6 g, 63.6 mmol), clorhidrato del éster metilico de la
sarcosina (N.° CAS 13515-93-0) (10.7 g, 76.3 mmol) y THF (150
mL) . Después de agitar la mezcla de reaccidén a temperatura
ambiente durante 15 horas, se afiadieron acetato de etilo y agua,
y se separd la fase organica. La fase acuosa se extrajo con
acetato de etilo. La fase organica combinada se lavo
secuencialmente con una solucidén acuosa saturada de
hidrogenocarbonato de sodio y una solucidn saturada de cloruro
de sodio, se secd con sulfato de sodio anhidro, se filtrd y se
concentréd a presidn reducida. E1 residuo obtenido se purificd
dos veces mediante cromatografia en columna (gel de silice, 25-

30% de acetato de etilo/N-heptanc) para generar el compuesto del
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titulo (16.1 g).
MS (ESI) m/z: 337 [M+Na]*
(2) Sintesis de (5aS, 8aR) -4-

metiloctahidrociclopentale] [1,4]diazepino-2,5-diona

Se afiadié con refrigeraciédn con hielo una solucidn de
cloruro de hidrdégeno 4 N/1,4-dioxano (160 mL, 640 mmol) a 2-
((1S, 2R) -2- ( (t-butoxicarbonil) amino) -N-
metilciclopentanocarboxamido)acetato de metilo (l16.1 g, 51.3
mmol) . La mezcla de reaccidn se agitd a la misma temperatura
durante 30 minutos, a continuacién se agitd a temperatura
ambiente durante 45 minutos y se concentrd a presidédn reducida.
Se afladidé con refrigeracidén con agua TBD (8.57 g, 61.6 mmol) a
una solucidén del residuo en metanol (130 mL). La mezcla de
reaccidén se agitd con refrigeracidn con agua durante 3 horas y
posteriormente se enfrid a 0 °C. El sélido resultante se recogid
mediante filtracién, se lavd 3 veces con metanol enfriado con
hielo y se secd a presidn reducida para generar el compuesto del
titulo (5.22 qg).

'H-RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 1.41-1.59 (m, 2H), 1.78-
1.98 (m, 2H), 2.00-2.15 (m, 1H), 2.36-2.53 (m, 1H), 3.08 (s, 3H),
3.18-3.32 (m, 1H), 3.49 (dd, J = 15.5, 1.7 Hz, 1H), 3.91-4.04
(m, 1H), 4.51 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 5.54 (s a., 1H).

MS (ESI) m/z: 183 [M+H]*

Ejemplo de produccidén 6:

Sintesis de (5aR, 8aR) -4-

metiloctahidrociclopentale] [1,4]diazepino-2,5-diona

. (1) 2 Qo )
o - . o /’40 , N;iZFﬂ
:>8>N;;;§yOH _5*_6>N;r\§7’N\ —/éi AN

H
o

(1) Sintesis de 2-((1R,2R)-2-((t-butoxicarbonil)amino)-N-

metilciclopentanocarboxamido)acetato de T-butilo
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Se afladieron secuencialmente DIPEA (1.81 mL, 10.5 mmol) vy
HATU (1.99 g, 5.23 mmol) a temperatura ambiente a una mezcla de
acido (1R, 2R) -t-butoxicarbonil-2-aminociclopentanocarboxilico
(N.° CAS 245115-25-7) (1.00 g, 4.36 mmol), clorhidrato del éster
T-butilico de sarcosina (N.° CAS 136088-69-2) (872 mg, 4.80 mmol)
y DCM (10 mL). La mezcla de reaccidén se agitd a temperatura
ambiente durante 1 hora, vy a continuaciédn se purificd
directamente mediante cromatografia en columna (gel de silice,
30-50% de acetato de etilo/n-heptano) para generar el compuesto
del titulo (1.61 qg).

MS (ESI) m/z: 357 [M+H]*

(2) Sintesis de (5aR, 8aR) -4-

metiloctahidrociclopentale] [1,4]diazepino-2,5-diona

Se afiadié una solucidén de cloruro de hidrdégeno 4 N/1,4-
dioxano (16 mL, 64 mmol) a temperatura ambiente a 2-((1R,2R)-2-
( (t-butoxicarbonil)amino)-N-
metilciclopentanocarboxamido)acetato de t-butilo (1.61 g, 4.52
mmol) y la mezcla se agitd durante 20 horas. La mezcla de reaccidn
se concentrdé a presidédn reducida. Se afiadieron secuencialmente
hidrogenocarbonato de sodio (0.911 g, 10.8 mmol), metanol (24
mL), NMM (0.099 mL, 0.90 mmol) y DMT-MM (12.3% H,O, 1.80 g, 5.70
mmol) al residuo a temperatura ambiente y la mezcla se agitd
durante 20 horas. La mezcla de reaccidén se concentrd a presidn
reducida y el residuo se lavdé con DCM. El liquido lavado se
concentrd a presidn reducida y el residuo se purificd mediante
cromatografia en columna (gel de silice, 5-20% de metanol/acetato
de etilo) para generar el compuesto del titulo (745 mg).

TH-RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 1.56-1.88 (m, 3H), 1.91-
2.02 (m, 1H), 2.13-2.23 (m, 1H), 2.26-2.39 (m, 1H), 3.07 (s, 3H),
3.08-3.16 (m, 1H), 3.51-3.62 (m, 1H), 3.79 (d, J = 18.0 Hz, 1H),
4.58 (d, J = 18.0 Hz, 1H), 6.76 (s a., 1H).
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MS (ESI) m/z: 183 [M+H]*
Ejemplo de produccién 7

Sintesis de (5aS, 8aS) -4-

metiloctahidrociclopentale] [1,4]diazepino-2,5-diona

: Q) : ? (2)
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(1) Sintesis de 2-((1S,2S)-2-((t-butoxicarbonil)amino)-N-

metilciclopentanocarboxamido)acetato de t-butilo

Se afladié HATU (1.99 g, 5.23 mmol) a temperatura ambiente
a una mezcla de dcido (1S, 2S) -t-butoxicarbonil-2-
aminociclopentanocarboxilico (N.° CAS 143679-80-5) (1.00 g, 4.36
mmol), clorhidrato del éster t-butilico de sarcosina (872 mg,
4.80 mmol), DIPEA (1.81 mL, 10.5 mmol) y DCM (10 mL). La mezcla
de reaccidén se agitd a temperatura ambiente durante toda la noche,
y a continuacidén se purificd directamente mediante cromatografia
en columna (gel de silice, 30-50% de acetato de etilo/Nn-heptano)
para generar el compuesto del titulo (1.55 g).

MS (ESI) m/z: 357 [M+H]*

(2) Sintesis de (5aS, 8aS) -4-

metiloctahidrociclopentale] [1,4]diazepino-2,5-diona

Se afiadié una solucidédn de cloruro de hidrdgeno 4 N/1,4-
dioxano (16 mL, 64 mmol) a temperatura ambiente a 2-((1S,2S)-2-
( (t-butoxicarbonil)amino) -N-
metilciclopentanocarboxamido)acetato de tT-butilo (1.55 g, 4.35
mmol) vy la mezcla se agitd durante 16 horas. La mezcla de reaccidn
se concentrd a presidén reducida. Se afiadieron secuencialmente
hidrogenocarbonato de sodio (0.877 g, 10.4 mmol), metanol (24
mL), NMM (0.096 mL, 0.87 mmol) y DMT-MM (12.3% H,O, 1.73 g, 5.48
mmol) al residuo a temperatura ambiente y la mezcla se agitd

durante 3 horas. La mezcla de reaccidn se concentrd a presidn
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reducida y el residuo se lavdé con DCM. E1 liquido lavado se
concentrd a presidédn reducida y el residuo se purificd mediante
cromatografia en columna (gel de silice, 0-20% de metanol/acetato
de etilo) para generar el compuesto del titulo (753 mg).

TH-RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 1.55-1.88 (m, 3H), 1.91-
2.02 (m, 1H), 2.11-2.22 (m, 1H), 2.25-2.40 (m, 1H), 3.07 (s, 3H),
3.07-3.16 (m, 1H), 3.51-3.62 (m, 1H), 3.78 (d, J = 18.0 Hz, 1H),
4.57 (d, J = 18.0 Hz, 1H), 6.54 (s a., 1H).

MS (ESI) m/z: 183 [M+H]*

Ejemplo 1

Sintesis de 3-fluoro-6,11-dimetil-o6,7,10,11,12,13-

hexahidrobenzo [f]pirido[4'',3"':4"',5"]tieno[2',3"':4,5]pirimido|

1,2-a][1,4]diazepino-5,14-diona

0 Qe
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Se afiadidé oxicloruro de foésforo (4.65 mL, 49.9 mmol) a

M

temperatura ambiente a una mezcla de 2-amino-6-metil-4,5,6,7-
tetrahidrotieno[2,3-C]piridino-3-carboxilato de etilo (6.00 g,
25.0 mmol) obtenido en el Ejemplo de produccidén 1, 7-fluoro-4-
metil-3,4-dihidro-1H-benzo[e] [1,4]diazepino-2,5-diona (5.20 g,
25.0 mmol) obtenido en el Ejemplo de produccidédn 2 y DCE (300 mL) .
La mezcla de reaccidn se agitd a 80 °C durante 20 horas. Mientras
se agitaba con refrigeracién con hielo, se afiadidé etdxido de
sodio (una solucién al 20% en etanol, 80 mL, 207 mmol) a la
mezcla de reaccidn. La mezcla de reaccidn se agitd a temperatura
ambiente durante 20 minutos. Se afladieron una solucidn acuosa
saturada de hidrogenocarbonato de sodio y acetato de etilo a la
mezcla de reaccidén y se separd la fase orgédnica. La fase acuosa

se extrajo con acetato de etilo. La fase orgdnica combinada se
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secd con sulfato de magnesio y se filtrd, y el filtrado se
concentrdé a presién reducida. El residuo se purificd
secuencialmente mediante cromatografia en columna (gel de silice
con grupos NH, 50-100% de acetato de etilo/N-heptano) vy
cromatografia en columna (gel de silice, 0-50% de metanol/acetato
de etilo). El sélido obtenido se purificd afadiendo TBME, y los
precipitados se recogieron por filtracidn. El sdlido obtenido se
lavé con TBME y se secd a presidn reducida para generar el
compuesto del titulo (4.56 g).

'H-RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 2.51 (s, 3H), 2.66-2.76 (m,
1H), 2.77-2.88 (m, 1H), 3.04-3.18 (m, 2H), 3.25 (s, 3H), 3.57-
3.75 (m, 2H), 4.09 (d, J = 15.2 Hz, 1H), 4.47 (d, J = 14.8 Hz,
1H), 7.25-7.31 (m, 1H), 7.60-7.64 (m, 1H), 7.67 (dd, J = 9.0,
4.7 Hz, 1H).

MS (ESI) m/z: 385 [M+H]*

Ejemplo 2

Sintesis de 5,10-dimetil-5,06,9,10,11,12-

hexahidropirido[4'',3"'"':4"',5"]tieno[2',3"':4,5]pirimido[1, 2~

altieno[2,3-F][1,4]diazepino-4,13-diona

o) | SN & 0o
—N / — —N -
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Se afadidé oxicloruro de fésforo (0.157 mL, 1.68 mmol) a
temperatura ambiente a una mezcla de 2-amino-6-metil-4,5,6,7-
tetrahidrotieno[2,3-C]piridino-3-carboxilato de etilo (303 mg,
1.26 mmol) obtenido en el Ejemplo de produccién 1, 4-metil-3,4-
dihidro-1H-tieno[3,2-€][1,4]diazepino-2,5-diona (165 mg, 0.841
mmol) obtenido en el Ejemplo de produccién 3 y 1,4-dioxano (10

mL) . Se agitdé la mezcla de reaccién a 70 °C durante 2 horas, y

después se agitd a 90 °C durante 5 horas. Se afadid etdxido de
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sodio (una solucidén al 20% en etanol, 2.60 mL, 6.73 mmol) a la
mezcla de reaccidén y se enfrid hasta la temperatura ambiente. La
mezcla de reaccidén se agitd a temperatura ambiente durante 40
minutos. Se afiadieron acetato de etilo y una solucidén acuosa
saturada de hidrogenocarbonato de sodio a la mezcla de reaccidn
y se separd la fase orgdnica. La fase acuosa se extrajo con
acetato de etilo. La fase organica combinada se secd con sulfato
de sodio anhidro, se filtrdé y se concentrd a presidn reducida.
El residuo se purificd mediante cromatografia en columna (gel de
silice, 50% de metanol/acetato de etilo) para generar el
compuesto del titulo (90.0 mg).

'H-RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 2.51 (s, 3H), 2.66-2.87 (m,
2H), 3.07-3.20 (m, 2H), 3.26 (s, 3H), 3.56-3.74 (m, 2H), 4.21
(d, § = 15.0 Hz, 1H), 4.56 (d, J = 15.0 Hz, 1H), 7.54 (d, J =
5.3 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 5.3 Hz, 1H).

MS (ESI) m/z: 373 [M+H]*

Ejemplo 3

Sintesis de 5,10-dimetil-5,6,9,10,11,12-

hexahidropirido[4'',3"':4"',5"]tieno[2',3"':4,5]pirimido[1, 2~

altieno[3,2-F][1,4]diazepino-4,13-diona

Se afiadid oxicloruro de foésforo (1.43 mL, 15.3 mmol) a
temperatura ambiente a una mezcla de 4-metil-3,4-dihidro-1H-
tieno[2,3-e][1,4]diazepino-2,5-diona (1.00 g, 5.10 mmol)
obtenida en el Ejemplo de produccidédn 4, 2-amino-6-metil-4,5,6,7-
tetrahidrotieno[2,3-C]piridino-3-carboxilato de etilo (1.84 g,
7.64 mmol) obtenido en el Ejemplo de produccién 1 y 1,4-dioxano

(30 mL). La mezcla de reaccidédn se agitd a temperatura ambiente
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durante 5 minutos y se agité a 90 °C durante 2 horas. Se afiadid
etdxido de sodio (una solucidén al 20% en etanol, 21.7 mL, 56.1
mmol) durante 5 minutos a la mezcla de reaccidn y se enfrid hasta
la temperatura ambiente. La mezcla de reacciédn se agitd a
temperatura ambiente durante 1.5 horas. Se afiadieron
secuencialmente acetato de etilo, una solucidn acuosa saturada
de hidrogenocarbonato de sodio y agua a la mezcla de reaccidn y
se separd la fase organica. La fase acuosa se extrajo con acetato
de etilo. La fase organica combinada se secd con sulfato de
magnesio anhidro y se filtrd, y el filtrado se concentrd a presidédn
reducida. El residuo se purificd mediante cromatografia en
columna (gel de silice, 20%-50% de metanol/acetato de etilo). E1
s6lido obtenido se purificd afiadiendo etanol, y los precipitados
se recogieron por filtracidén. E1 sbélido obtenido se lavd con
etanol y se secd a presidédn reducida para generar el compuesto
del titulo (712 mg).

'H-RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 2.52 (s, 3H), 2.71-2.87 (m,
2H), 3.05-3.30 (m, 5H), 3.59-3.75 (m, 2H), 4.23 (d, J = 14.8 Hz,
1H), 4.57 (d, J = 14.8 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 7.39
(d, J = 5.9 Hz, 1H).

MS (ESI) m/z: 373 [M+H]*

Ejemplo 4

Sintesis de (3aS,14aR)-5,10-dimetil-3,3a,5,6,9,10,11,12-

octahidro-1H-ciclopenta [Flpirido[4'',3"'':4"',5"]tieno[2',3"':4,5]

pirimido[1l,2-a] [1,4]diazepino-4,13(2H, 14aH)diona
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Se afiadidé oxicloruro de fdésforo (7.93 mL, 85.1 mmol) a
temperatura ambiente a una mezcla de (5aS, 8aR) -4-

metiloctahidrociclopentale] [1,4]diazepino-2,5-diona (3.10 g,



34

17.0 mmol) obtenida en el Ejemplo de produccién 5-(2), 2-amino-
6-metil-4,5,6, 7-tetrahidrotieno[2, 3-C]piridino-3-carboxilato de
etilo (8.18 g, 34.0 mmol) obtenido en el Ejemplo de produccidén 1
y DCE (300 mL). La mezcla de reaccidén se agitd a 80 °C durante
14.5 horas. Se afladié wuna solucidén acuosa saturada de
hidrogenocarbonato de sodio a la mezcla de reaccién a 0 °C, la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 3.5 horas y a
continuacidén se separd la fase organica. La fase acuosa se extrajo
con acetato de etilo. La fase organica combinada se lavd
secuencialmente con una solucidn acuosa saturada de
hidrogenocarbonato de sodio y una solucidn saturada de cloruro
de sodio, se secd con sulfato de sodio anhidro, se filtrd y se
concentrd a presidn reducida. El residuo se purificdé mediante
cromatografia en columna (gel de silice con grupos NH, 30%-60%
de acetato de etilo/h-heptano). El1l sélido obtenido concentrado
se purificd afiadiendo TBME, y los precipitados se recogieron por
filtracién. El sbélido obtenido se lavd 3 veces con TBME y se secd
a presidén reducida para generar el compuesto del titulo (3.70
qg) .

'H-RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 1.51-1.73 (m, 2H), 1.94-
2.18 (m, 2H), 2.30-2.41 (m, 1H), 2.44-2.59 (m, 4H), 2.71-2.82
(m, 2H), 3.04-3.19 (m, 5H), 3.42-3.54 (m, 1H), 3.64 (s, 2H), 4.17
(d, J = 15.6 Hz, 1H), 4.75 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 5.69-5.82 (m,
1H) .

MS (ESI) m/z: 359 [M+H]*
Rotacidén especifica: [o] p2° -146.0 (c 0.50, CHCIs)

Anédlisis por HPLC:

(Condiciones del andlisis) Columna: CHIRALPAK IB (fabricada
por Daicel Chemical Industries, Ltd.) (0.46 cm ¢ x 15 cm), 40
°C, eluyente: hexano/etanol = 20/80 (v/v), caudal: 1 mL/min,

deteccidén: UV (254 nm).
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(Resultados del andlisis) Cuando el compuesto del titulo se
analizé con las condiciones andlisis anteriores, el tiempo de
retencién fue de 10.38 minutos, la pureza oéptica fue >98%ee y la
rotacién optica fue (-). Se confirmd el tiempo de retencidén del
enantiémero mediante el producto sintetizado de manera similar
utilizando una mezcla racémica como material de partida.

Ejemplo 5

Sintesis de (3aR,14aR)-5,10-dimetil-3,3a,5,6,9,10,11,12-

octahidro-1H-ciclopenta[f]pirido[4'',3"'"':4"',5"]tieno[2"',3"':4,5]

pirimido[1,2-a][1,4]diazepino-4,13(2H,14aH)diona

o)
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Se afiadid oxicloruro de fésforo (0.793 mL, 8.51 mmol) a
temperatura ambiente a una mezcla de (5aR, 8aR) -4-
metiloctahidrociclopentale] [1,4]diazepino-2, 5-diona (310 mg,
1.70 mmol) obtenida en el Ejemplo de produccidbn 6-(2), 2-amino-
6-metil-4,5,6, 7-tetrahidrotieno[2, 3-C]piridino-3-carboxilato de
etilo (613 g, 2.55 mmol) obtenido en el Ejemplo de produccidbn 1
y DCE (16 mL). La mezcla de reaccidén se agitdé a 70 °C durante
2.5 horas y a continuacidén se volvid a la temperatura ambiente,
y se afladieron acetato de etilo (15 mL) y una solucidn acuosa
saturada de hidrogenocarbonato de sodio (30 mL). La mezcla de
reaccidén se agitd a temperatura ambiente durante 5 dias, se afladid
acetato de etilo y se separd la fase organica. La fase acuosa se
extrajo con acetato de etilo. La fase organica combinada se secd
con sulfato de sodio anhidro, se filtrdé y se concentrd a presidn
reducida. El residuo se purificd mediante cromatografia en
columna (gel de silice con grupos NH, 50%-70% de acetato de
etilo/nN-heptano) . E1l producto obtenido se lavdé 3 veces con éter

dietilico, a continuacidén se lavd con TBME y se secd a presidn
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reducida para generar el compuesto del titulo (143 mg).

TH-RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 1.29-1.49 (m, 1H), 1.68-
1.83 (m, 1H), 1.82-2.21 (m, 3H), 2.50 (s, 3H), 2.76 (t, J = 5.7
Hz, 2H), 2.98-3.23 (m, 6H), 3.40-3.54 (m, 1H), 3.57-3.68 (m, 2H),
4.17-4.34 (m, 2H), 5.30 (d, J = 17.4 Hz, 1H).

MS (ESI) m/z: 359 [M+H]*

Andlisis por HPLC:

(Condiciones del andlisis) Columna: CHIRALPAK IC (fabricada
por Daicel Chemical Industries, Ltd.) (0.46 cm ¢ x 15 cm), 40
°C, eluyente: etanol, caudal: 1 mL/min, deteccidén: UV (254 nm)

(Resultados del analisis) El1 tiempo de retencidén del
compuesto del titulo fue 6.64 minutos, la pureza dptica fue >99%ee
y la rotacidn obptica fue (-).

Ejemplo 6

Sintesis de (3aS,14aS)-5,10-dimetil-3,3a,5,6,9,10,11,12-

octahidro-1H-ciclopenta[Ff]lpirido[4'',3"'':4"',5"1tieno[2',3"':4,5]

pirimido[1,2-a] [1,4]diazepino-4,13(2H, 14aH)diona
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Se afiadidé oxicloruro de fésforo (0.859 mL, 9.22 mmol) a
temperatura ambiente a una mezcla de (5aS, 8aS) -4-
metiloctahidrociclopentale] [1,4]diazepino-2, 5-diona (336 mg,

1.84 mmol) obtenida en el Ejemplo de produccidn 7-(2), 2-amino-
6-metil-4,5,6, 7-tetrahidrotieno[2, 3-C]piridino-3-carboxilato de
etilo (665 mg, 2.77 mmol) obtenido en el Ejemplo de produccidn 1
y DCE (17 mL). La mezcla de reaccidén se agitd a 60 °C durante
3.5 horas y posteriormente se volvidé a la temperatura ambiente.
Se afladieron acetato de etilo (15 mL) y una solucidn acuosa
saturada de hidrogenccarbonato de sodio (30 mL) a la mezcla de

reaccidédn. Después de agitar la mezcla de reaccidédn a temperatura
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ambiente durante 5 dias, se afiadid® acetato de etilo y se separd
la fase organica. La fase acuosa se extrajo con acetato de etilo.
La fase organica combinada se secd con sulfato de sodio anhidro,
se filtrdé y se concentrd a presidn reducida. El1 residuo se
purificé mediante cromatografia en columna (gel de silice con
grupos NH, 40%-80% de acetato de etilo/N-heptano). El1l producto
obtenido se lavd 3 veces con éter dietilico y se secd a presidn
reducida para generar el compuesto del titulo (166 mg).

'H-RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.31-1.50 (m, 1H), 1.69-
1.83 (m, 1H), 1.84-1.97 (m, 1H), 1.97-2.20 (m, 2H), 2.50 (s, 3H),
2.73-2.80 (m, 2H), 3.02-3.23 (m, 6H), 3.41-3.55 (m, 1H), 3.57-
3.69 (m, 2H), 4.19-4.34 (m, 2H), 5.30 (d, J = 17.2 Hz, 1H).

MS (ESI) m/z: 359 [M+H]*

(Condiciones del analisis) Columna: CHIRALPAK IC (fabricada
por Daicel Chemical Industries, Ltd.) (0.46 cm ¢ x 15 cm), 40
°C, eluyente: etanol, caudal: 1 mL/min, deteccidén: UV (254 nm)

(Resultados del analisis) El1 tiempo de retencidén del
compuesto del titulo fue 8.34 minutos, la pureza d6ptica fue >99%ee
y la rotacidbdn oéptica fue (+).

Ejemplos de pruebas farmacoldgicas

Se llevaron a cabo las siguientes pruebas farmacoldgicas
utilizando los compuestos de los Ejemplos 1 a 6.

Medicién de la liberacidén de acetilcolina (ACh) en el

sistema de cultivo de neuronas septales primarias de ratas en

presencia de NGF

(1) Cultivo de neurales septales primarias de rata

Se aisldé el 4&rea septal de ratas Sprague-Dawley (SD)
(Charles River Laboratories Japan, Inc.) con una edad fetal de
18 dias y se cultivo. Especificamente, se extrajeron
asépticamente los fetos de ratas prefiadas con anestesia con

isoflurano. Se extrajo el cerebro de cada feto y se sumergid en
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medio L-15 enfriado con hielo (11415-0064, Thermo Fisher
Scientific). Se disecciond el area septal del cerebro extraido
con un microscopio estereoscépico. E1l drea septal diseccionada
se sometid a un tratamiento enzimdtico en una solucidn enzimitica
que contenia un 0.25% de tripsina (15050-065, Thermo Fisher
Scientific) y un 0.01% de ADNasa (D5025-150KU, Sigma) a 37 °C
durante 30 minutos y se dispersaron de esta manera las células.
En este caso, se hizo finalizar la reaccidédn enzimadtica afladiendo
suero de caballo inactivado (26050-088, Thermo Fisher
Scientific). La solucidn tratada con enzima se centrifugd a 1000
rpm durante 3 minutos y se retird el sobrenadante. Se afiadid un
medio en una cantidad de 10 mL a la masa celular obtenida. El
medio utilizado fue medio Eagle modificado por Dulbecco (044-
29765, WAKO) complementado con un complemento de N2 (17502-048,
Thermo Fisher Scientific), piruvato de sodio 1 mM (11360-070,
Thermo Fisher Scientific) y penicilina-estreptomicina (15140-
1221, Thermo Fisher Scientific). Las células de la masa celular
a la cual se afiadié el medio se redispersaron pipeteando
suavemente y a continuacidén se centrifugaron de nuevo a 1000 rpm
durante 3 minutos y se retird el sobrenadante. Se afiadid el medio
en una cantidad de 10 mL a la masa celular obtenida y la
dispersién de células se filtrd a través de una malla de nailon
de 40 pm (Cell Strainer) para separar la masa celular y obtener
de esta manera una suspensién de células neuronales. La
suspensién de células neuronales se diluydé con el medio, y se
afladieron suero bovino inactivado al 10% (26140-079, Thermo
Fisher Scientific) y suero de caballo inactivado al 10%. Después,
se sembraron 100 pL/pocillo de la suspensidén en una placa de 96
pocillos (354461, CORNING) prerrecubierta con poli-D-lisina de
manera que la densidad del cultivo inicial fue de 1.4 x 10°

células/cm?. Después de cultivar las células sembradas en un 5%
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de C0,-95% de aire en una incubadora a 37 °C durante 2 dias, se
reemplazd todo el medio con 120 pL de medio fresco y las células
se cultivaron posteriormente durante 5 dias.

(2) Adicidén del compuesto

Se afadié el compuesto el 7.° dia del cultivo de la
siguiente manera. Una solucién del compuesto de prueba en DMSO
se diluyd con el medio de manera que la concentracidédn fuera 10
veces superior a la concentracidén final. Se prepard factor de
crecimiento nervioso NGF (450-01, PEPRO TECH, INC.) a 0.3 ng/mL.
Se afladieron estas dos soluciones, cada una en una cantidad de
15 pL/pocillo, y la mezcla se mezcld bien. La concentracidén final
de DMSO fue de un 0.1% o menos. Ademds, Unicamente se afiadieron
DMSO y NGF (siglas en inglés de factor de crecimiento nervioso)
al grupo de control.

(3) Medicidn de la liberacidédn de ACh

Un dia después de la adicidén del compuesto, se midid 1la
liberacién de una cantidad de ACh mediante HPLC de la siguiente
manera. Se afiadieron 100 pL/pocillo de un tampdédn calentado al
pocillo después de eliminar el medio y el tampdn se elimind
inmediatamente. Después, se afiadieron 120 pL/pocillo de un tampdn
al cual se afiadieron colina 10 pm, fisostigmina 10 pm y KCl 6
mM. El tampédn se prepard afiadiendo NaCl 125 mM, &acido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinoetanosulfénico 25 mM, KH,PO, 1.2 mM,
MgSO; 1.2 mM, CaCl, 2.2 mM (2H,0) vy glucosa 10 mM a agua
esterilizada, y el pH final de la solucidén se fijé a 7.4. Después
de incubar en un 5% de C0,-95% de aire en una incubadora a 37 °C
durante 40 minutos la placa de 96 pocillos a la cual se afiadid
el tampdén, se recogieron 80 uL de tampdn. Se afiadid una solucidn
de patrédn interno de IPHC (5 x 1077 M) en una cantidad de 6 uL al
tampdn recogido y el tampdn se transfiridé a un tubo para la

medicidén por HPLC y se sometid a medicidn por HPLC. Los resultados
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se representan mediante el efecto de cada compuesto como el
porcentaje (% del control) de la concentraciédn de ACh en el tampdn
del grupo de control, y las concentraciones de compuesto que
mostraron un incremento de un 20% respecto a la concentracién de

ACh en el tampdn del grupo del control se muestran en la siguiente

Tabla 1.
[Tabla 1]

Concentracién (uM) que muestra un incremento de

Ejemplo un 20% o mads respecto a la cantidad de ACh en el
grupo de control

1 0.1

2 0.1

3 0.1

4 0.1

5 0.1

6 0.03

Medicién de los niveles de expresién de ARNm de

colinacetiltransferasa (ChAT) en el area septal de las ratas

(1) Administracién del compuesto

En este estudio, se utilizaron ratas SD macho (Charles River
Laboratories Japan, Inc.) con un peso corporal de aproximadamente
250 a 350 g. El compuesto se disolvidé en acido clorhidrico 0.01
mol/L y se administrd por via oral.

(2) Muestreo

24 horas después de la administracién del compuesto, se
extrajo todo el tejido cerebral con anestesia con pentobarbital.
Se aisld el septum medio a partir del cerebro entero en hielo y
se congeld con nitrdgeno liquido, y a continuacidédn se almacend a
-80 °C.

(3) Medicidn de los niveles de expresidén del ARNm de ChAT

Para la purificacidén del ARN, se utilizd el Mini Kit RNeasy
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Plus (n.° 74136: QIAGEN) en este estudio. La purificacidén del
ARN se realizd seguin el método descrito en el kit. Después de la
purificacién del ARN, se midié la concentracién total de ARN
utilizando el Instrumento QIAxpert (QIAGEN). Se sintetizd el ADNc
utilizando el Kit de Sintesis de ADNc SuperScript (R) VILO (TM)
(n.° 11754: Thermo Fisher Scientific). La sintesis del ADNc se
realiz6 segun el método descrito en el kit. E1 ADNc sintetizado
se diluyd 4 veces con agua exenta de ARNasa y la solucidén de ADNc
diluido se utilizdé como una muestra. Se mezclaron la mezcla
Maestra para PCR Tagman Universal (n.° 4304437: Thermo Fisher
Scientific), Ensayos de Expresidn Génica Tagman (R),
INVENTARIADOS (n.° 4331182: Thermo Fisher Scientific), agua
exenta de ARNasa y la solucidn de ADNc en cantidades de 10 uL, 1
uL, 4 uL y 5 uL, respectivamente, y la mezcla resultante se
utilizd como una solucidn de muestra de la medicidédn. La reaccidn
en cadena de la polimerasa cuantitativa (gPCR) se 1llevd a cabo
utilizando ABI PRISM (R) 7900HT (Thermo Fisher Scientific)
mediante un método con sonda fluorescente. El analisis se realizd
mediante SDS 2.4 (Thermo Fisher Scientific). Los resultados se
calcularon mediante el porcentaje de la cantidad de niveles de
expresién de ARNm de ChAT en el grupo de administracién del
compuesto que aumentd respecto a la cantidad de niveles de
expresién de ARNm de ChAT en el grupo de administracién del
vehiculo. Los resultados se muestran en la siguiente Tabla 2.

[Tabla 2]
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Ejemplo Dosis Incremento de la cantidad (%)
respecto a la cantidad de niveles
de expresién de ARNm de ChAT en el
grupo de administracidn de
vehiculo

1 10 mg/kg 73.3

2 3 mg/kg 38.0

3 10 mg/kg 56.4

4 10 mg/kg 42 .4

5 3 mg/kg 33.6

6 10 mg/kg 32.0

Medicidén de acetilcolina (ACh) en fluido cerebroespinal de
rata (CSF)

(1) Antecedentes

La correlacién entre el incremento y la reduccidén de
neurotransmisores intracerebrales vy aquellos en el fluido
cerebroespinal (CSF) fue revelada por estudios en roedores y la
correlacidn también se vio en seres humanos (Lowe S et al.
Psychopharmacology 219 (2012) 959-970). Asi, los cambios en la
acetilcolina en CSF se midieron a fin de determinar los cambios
en la acetilcolina intracerebral por los compuestos de ensayo.

(2) Administracién de compuestos

Es este estudio, se usaron ratas macho Fischer344 (Charles
River Laboratories Japan, Inc.) con un peso corporal de
aproximadamente 150 a 250 g. Los compuestos de ensayo se
administraron oralmente a las ratas una vez por dia a 10 mg/kg
durante tres dias. El vehiculo usado era de 0.01 mol/L de &cido
clorhidrico.

(3) Muestreo

A 24 horas después de la administracidén del vehiculo y los

compuestos de ensayo, el CSF se recolectd de la cisterna magna
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en un tubo que contiene los inhibidores de AchE bajo anestesia
pentobarbital. El CSF recolectado se centrifugdé a 3500 x g a 4
°C durante 10 minutos vy el sobrenadante se recolectd. El
sobrenadante recolectado se enfrid con nitrégeno liquido, y luego
se almacend a -80 °C.

(4) Medicidbn de Ach por LC-MS

A 10 pL de CSF se afiadieron 50 pL de cloruro de acetilcolina-
d9 (ACh-d9) a una concentracién final de 0.34 nmol/L como un

estédndar interno. La mezcla se pipeted y se centrifugd a 1500 x

g a 4 °C durante 10 minutos. El sobrenadante se recolectd y se
sometidé a LC/MS (NexeraX2 (MS), TSQ Altis (HPLC)), y se detectd
Ach como ion precursor a m/z 146,050 y como ion de producto a
m/z 87,071 y ACh-d9 como un estandar interno se detectd como ion
precursor a m/z 155,088 y como ion de producto a m/z 87,000. Los
resultados se mostraron como calculos de un porcentaje de
incremento en la concentracién de ACh en CSF en el grupo de
administracién del compuesto de ensayo con respecto al del grupo
de administracién de vehiculo (% de control). Los resultados se

mostraron en la Tabla 3.

[Tabla 3]

Ejemplo | Cantidad (%) incrementada con respecto a desde
la cantidad de ACh en CSF el grupo de
administracién de vehiculo
1 160.0
3 156.8

Evaluacién en ratdn transgénico P301S de tau humana

(1) Administracién del compuesto

En este estudio, los compuestos de ensayo se administraron
en forma oral a ratones transgénicos P301S tau humana una vez
por dia durante tres meses de cuatro a siete meses de edad. El

vehiculo usado era de 0.01 mol/L de acido clorhidrico.
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(2) Muestreo

El dia inicial de la administracidén (cuatro meses de edad)
y el dia siguiente de la administracién final, los ratones del
grupo de administracidén de vehiculo y el grupo de administracidn
del compuesto de ensayo se anestesiaron bajo pentobarbital (50
mg/kg, i.p.) y se perfundieron con PBS. Después de la perfusidn,
el cerebro anterior incluyendo el area septal media se recolectd
y se fijdé con 4% de paraformaldehido.

(3) Preparacién de la seccidn congelada de la corona

cerebral

El cerebro anterior recolectado incluyendo el &area septal
media se sumergid y se agitd durante la noche en 4% de
paraformaldehido. ILa solucidén de inmersidbn se reemplazd con
solucidén de sacarosa al 7.5%. Se sumergid y se agitd durante la
noche en solucidén de sacarosa al 7.5%, y la solucidén de inmersidn
se reemplazd con solucidédn al 15% de sacarosa y se sumergid y se
agitd durante la noche. La solucidén de inmersidn se reemplazd
con solucidédn al 30% de sacarosa y se sumergid y se agitd durante
la noche. Secciones congeladas coronales de cerebro con 30 um de
espesor se prepararon a partir del cerebro anterior incluyendo
el &rea septal media usando un micrétomo (Leica, SM2000R).

(4) Inmunohistoquimica de células positivas de colina

acetiltransferasa (ChAT)

Las secciones congeladas coronales de cerebro preparadas se
tifleron con DAB (DAB PEROXIDASE SUBSTRATE KIT (Vector, SK-4100))
usando un anticuerpo de ChAT (Santa Cruz, SC-20672) como un
anticuerpo primario. La imagen de la seccién incluyendo el &rea
septal media como se muestra en "The mouse Brain in stereotaxic
coordinates™ (COMPACT THIRD EDITION, Keith B.J. Franklin & George
Paxinos) se tomdé por un microscopio de fluorescencia “todo en

uno” (KEYENCE, BZ-X710) y las células positivas de ChAT alrededor
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del eje mayor del &rea septal media se contaron mediante software
de andlisis BZ (KEYENCE). Los resultados se mostraron como un
porcentaje de la cantidad de células positivas de ChAT en el
grupo de administracién de vehiculo y el grupo de administracidn
del compuesto de ensayo con respecto a la cantidad de células
positivas de ChAT al momento de la administracién inicial (cuatro
meses de edad). Los datos se expresaron como la media = SEM. Las
diferencias entre el grupo al momento de la administracidén
inicial y el grupo tratado con vehiculo (significativo: *) se
analizd por una prueba t no en pares, y también las diferencias
entre el grupo tratado con vehiculo y el grupo tratado con
compuesto (significativo: *) se analizd por prueba t no en pares.
Un valor de P < 0.05 se considerd estadisticamente significativo.
Los analisis estadisticos se realizaron usando GraphPad Prism
versién 7.02. Los resultados se mostraron en la Tabla 4.

[Tabla 4]



46

Grupo de | Relacién (%) de la cantidad de células
tratamiento positivas de ChAT en comparacién con

aquella en la administracidén inicial

Grupo en el momento 100.0 £ 4.5
inicial de

administracidén

Grupo de 83.0 £ 5.87

administracidn de

vehiculo

Ejemplo 1 grupo de 105.0 + 4.0t
administracién

(dosis: 10 mg/kg)

Ejemplo 3 grupo de 105.3 + 4.3t
administracién

(dosis: 5 mg/kqg)

Efecto neuroprotector vy restaurador de neuronas

colinérgicas usando modelo de rata con lesién de fimbria-fornix

(1) Preparacién de modelo de rata con lesién de fimbria-

fornix

En este estudio, se wusaron ratas macho Sprague-Dawley
(Charles River Laboratories Japan, Inc.) con un peso corporal de
aproximadamente 250 a 350 g. La rata se anestesié bajo la
combinacién de tres féarmacos: midazolam (2 mg/kg s.c.),
clorhidrato de medetomidina (0.15 mg/kg s.c.) y tartrato de
butorfanol (2.5 mg/kg s.c.) y se fijaron con un aparato de
estereotaxis cerebral (Narishige Co., Ltd.). El craneo se expone
y se perford un agujero de 5 mm de ancho en el craneo desde la
linea media 2 mm posterior al bregma. Una navaja de afeitar de 4
mm de ancho se perford en el bregma con 5.5 mm de profundidad
para cortar el fimbria-fornix. Después de la hemostasis, se

suturd el cuero cabelludo. Después de la operacidn, la rata se
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devolvidé a la jaula y se recuperd de la anestesia. En el grupo
operado simulado, se perford un agujero de 5 mm de ancho en el
craneo desde la linea media 2 mm posterior al bregma, pero no se
perforé la navaja.

(2) Administracién del compuesto

Los compuestos de ensayo se administraron por via oral a
las ratas una vez por dia desde cinco dias a nueve dias después
de la operacidén (Ejemplo 1: 10 mg/kg) o desde siete dias hasta
catorce dias después de la operacidédn (Ejemplo 3: 3 mg/kg). EIL
vehiculo usado era de 0.01 mol/L de &cido clorhidrico. En el
grupo operado simulado, el vehiculo se administrd por via oral
una vez por dia de modo similar al grupo de administracidén del
compuesto de ensayo.

(3) Muestreo

Las ratas se anestesiaron bajo pentobarbital vy se
perfundieron de modo transcardiaco con PBS helado. Después de la
perfusidén, el cerebro anterior incluyendo el area septal media
se recolectd y se sumergid y se agitd durante la noche con 4% de
paraformaldehido. La solucién de inmersién se reemplazd con
solucidén de sacarosa al 7.5%. Se sumergid y se agitd durante la
noche en solucidén de sacarosa al 7.5%, y la solucidédn de inmersidn
se reemplazd con solucidén al 15% de sacarosa y se sumergid y se
agité durante la noche. La solucidén de inmersidén se reemplazd
con solucién al 30% de sacarosa y se sumergid y se agitd durante
la noche. Secciones congeladas coronales de cerebro con 30 um de
espesor se prepararon a partir del cerebro anterior incluyendo
el a&rea septal media usando un micrétomo (Leica, SM2000R) .

(4) Inmunohistoquimica de células positivas de colina

acetiltransferasa (ChAT) y transportador de acetilcolina

vesicular (VAChT)

Las secciones congeladas coronales de cerebro preparadas se
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tifleron con DAB (DAB PEROXIDASE SUBSTRATE KIT (Vector, SK-4100))
usando un anticuerpo de ChAT (Santa Cruz, SC-20672) o un
anticuerpo de VAChT (Merck Millipore, ABN100) como un anticuerpo
primario. La imagen de la seccidén incluyendo el area septal media
o0 hipocampo como se muestra en "The mouse Brain in stereotaxic
coordinates™ (COMPACT THIRD EDITION, Keith B.J. Franklin & George
Paxinos) se tomd por un microscopio de fluorescencia “todo en
uno” (KEYENCE, BZ-X710) y las células positivas de ChAT del area
septal media o densidad oéptica (OD) en VAChT de hipocampo se
midieron por software de andlisis BZ (KEYENCE). Los resultados
se mostraron como un porcentaje de la cantidad de células
positivas de ChAT del &rea septal media u OD en VAChT de hipocampo
en el grupo de administracidén de vehiculo y el grupo de
administracién del compuesto de ensayo con respecto a la cantidad
de células positivas de ChAT del area septal media u OD en VAChT
de hipocampo en el grupo operado simulado. Los datos se expresaron
como la media + SEM. Las diferencias entre el grupo tratado con
vehiculo y el grupo tratado con compuesto (significativo: *) se
analizé por prueba t no en pares. Un valor de P < 0.05 se considerd
estadisticamente significativo. Los andlisis estadisticos se
realizaron usando GraphPad Prism versién 7.02. Los resultados se
mostraron en las Tablas 5 y 6.

[Tabla 5]
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Ejemplo | Cantidad de | Cantidad de | Cantidad de
células células células
positivas de | positivas de | positivas de
ChAT (%) con la|ChAT (%) en el | ChAT (%) en el
administracién grupo de | grupo de
inicial administracidén administracién

de vehiculo del compuesto
de ensayo
1 59.9 + 6.0 43.3 + 12.3 79.1 £ 15.7
3 57.0 £ 7.5 38.4 £+ 5.0 74.1 + 9.3¢%
[Tabla 6]

Ejemplo |OD en VAChT de | OD en VAChT de|OD en VAChT de
hipocampo (%) | hipocampo (%) | hipocampo (%)
con lajen el grupo de|en el grupo de
administracidén administracidén administracién
inicial de vehiculo del compuesto

de ensayo
1 35.4 + 4.4 22.8 £ 9.5 77.2 + 14.6t
3 51.7 + 13.1 19.5 + 6.4 66.1 £ 14.2¢#

Se hace constar que con relacién a esta fecha,

el mejor

método conocido por la solicitante para llevar a la préactica la

citada

invenciédn,

eSS

descripcién de la invencién.

el que

resulta

claro de

la presente



