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DESCRIPCION

Una nueva familia de antichagdsicos derivados de 2,2-di6xido de imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina.

La presente invencion se refiere al uso de compuestos derivados de 2,2-diéxidos de imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina
con propiedades antichagdsicas que modifican, o modulan, la actividad de la cruzipaina, directa o indirectamente, y
pueden comportarse como inhibidores de la misma, dependiendo de los sustituyentes del sistema heterociclico. Por
tanto, la invencion se engloba dentro del sector farmacéutico.

Estado de la técnica anterior

La enfermedad de Chagas, también llamada Tripanosomiasis Americana es una enfermedad parasitaria causada
por un protozoo flagelado llamado Trypanosoma cruzi. Este parésito es transmitido a los huéspedes vertebrados por
un insecto hematéfago, el Triatoma infestans, conocido como vinchuca o chinche. La enfermedad de Chagas también
puede transmitirse a través de transfusiones de sangre, de madres a hijos durante el embarazo, o con menos frecuencia,
a través de transplantes de 6rganos o alimentos contaminados. El pardsito se reproduce en los tejidos internos y causa
problemas en el corazén, el eséfago, el colon y el sistema nervioso.

Esta enfermedad es una endemia parasitaria que afecta a unos 18 millones de personas en Latinoamérica, exten-
diéndose desde el sur de los Estados Unidos hasta Argentina y Chile. No existe vacuna contra la enfermedad de Chagas
y las personas afectadas pueden volverse a infectar después de recibir tratamiento farmacolégico.

Los dos unicos medicamentos comercializados hasta el momento para el tratamiento de esta enfermedad son
el Nifurtimox® (Nfx; (4-([5-nitrofurfuriliden]-amino)-3-metiltiomorfolina-1,1-diéxido) y el Benznidazol® (Bnz, N-
benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida), aunque existen problemas de disponibilidad en algunos paises sudamericanos.
Si bien, tanto el Nfx como el Bnz, vienen siendo usados en el tratamiento de la enfermedad de Chagas desde su
introduccion en el mercado (en 1965 el Nfx y en 1971 el Bnz), el conocimiento sobre su mecanismo de accidn no estd
completamente esclarecido.

Estos medicamentos presentan grandes inconvenientes, ya que si bien resultan efectivos en la forma sanguinea del
pardsito T. cruzi, tienen baja efectividad en la forma intracelular. Asimismo, presentan una elevada toxicidad lo que
hace que su utilizacién sea inadecuada en muchas situaciones como embarazo, insuficiencia hepatica y renal. Ademads,
hay que considerar el hecho de la capacidad del pardsito a desarrollar resistencia a estos farmacos. Es, por tanto,
necesario el desarrollo de nuevos farmacos antichagésicos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

Existen diferentes estrategias en la busqueda de nuevos farmacos antichagésicos asi como muy diferentes estruc-
turas desde un punto de vista quimico que se estdn estudiando para un mejor tratamiento de la enfermedad de Chagas
(Cerecetto, H, Gonzélez, M. Current Topics in Medicinal Chemistry, 2002, 2(11): 1187-1213. Cerecetto H, Gonzdlez
M. Mini Rev. Med. Chem. 2008, 8(13), 1355-83).

Una de las lineas de investigacién en auge surgida como consecuencia de los estudios sobre la bioquimica y
metabolismo del Trypanosoma cruzi es la que se refiere a los inhibidores de cruzaina. Dicha enzima también conocida
como cruzipaina (gp 57/51) es una cistein-proteasa que es responsable de la actividad proteolitica y, por tanto, sus
inhibidores representan una interesante aproximacion para el tratamiento de la enfermedad de Chagas (Roush, W.
R., Cheng, J., Knapp-Reed, B., Alvarez-Hernandez, A., McKerrow, J. H., Hansell, E. and Engel, J. C. Bioorg Med
Chem Lett. 2001, 11, 2759-62). Distintas estructuras, tanto de la cruzipaina libre como formando complejos con
diferentes inhibidores han sido cristalizadas, lo que ha permitido la determinacién de las correspondientes estructuras
tridimensionales por rayos X. (Eakin, A. E., McGrath, M. E., McKerrow, J. H., Fletterick, R. J. and Craik, C. S. J Biol
Chem, 1993, 268, 6115-8; Huang, L., Brinen, L. S. and Ellman, J. A.. Bioorg Med Chem, 2003, 11, 21-9; McGrath,
M. E., Eakin, A. E., Engel, J. C., McKerrow, J. H., Craik, C. S. and Fletterick, R. J., J Mol Biol, 1995, 247, 251-9).
Los derivados descritos como farmacos antichagdsicos son muy variados desde un punto de vista quimico e incluyen
diversos compuestos heterociclicos.

Descripcion de la invencién

La presente invencion proporciona derivados de 2,2-diéxido de imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina con propiedades
antichagasicas. Es decir, estos compuestos inhiben el crecimiento de Trypanosoma cruzi en forma dosis dependiente
con concentraciones inhibitorias (ICsy) del orden de 20 micromolar o son capaces de inhibir a la cruzipaina. Sobre
estos compuestos se realizaron ensayos in vitro donde se estudiaron los efectos de los mismos sobre el crecimiento de
la forma epimastigota de la cepa Tulahuen 2 de Trypanosoma cruzi (ver ejemplos). Para verificar la selectividad hacia
las células del pardsito se estudi6 la citotoxicidad inespecifica de los compuestos mas relevantes en células mamiferas,
macréfagos murinos J774. Por otra parte, se ensayé la capacidad de esta familia de antichagdsicos derivados de 2,2-
di6éxido de imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina de inhibir in vitro a la cruzipaina, una cisteina proteasa que estd presente
en todos los estadios del pardsito.
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De esta forma, un primer aspecto de la presente invencién se refiere a los compuestos de féormula general (I) o un
isémero, sal farmacéuticamente aceptable y/o solvato del mismo (a partir de ahora compuestos de la invencién) para
su uso como medicamento o composicién farmacéutica,

NH, R,
|

N/ N
0,5, I 7Ra
29\ N

R1
()

donde:

R, y R,, son iguales o distintos, y se seleccionan de la lista que comprende hidrégeno, alquilo (C,-Cg), cicloalquilo,
heterociclo, arilo o aralquilo; y R; se selecciona de la lista que comprende, hidrégeno, alquilo (C,-Cy), cicloalquilo,
heterociclo, arilo o aralquilo.

El término “alquilo” se refiere en la presente invencion a cadenas alifaticas, lineales o ramificadas, que tienen de
1 a 6 dtomos de carbono, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, terc-butilo, sec-butilo, n-pentilo,
n-hexilo. Preferiblemente el grupo alquilo tiene entre 1 y 3 dtomos de carbono. Los grupos alquilo pueden estar
opcionalmente sustituidos por uno o mds sustituyentes tales como halégeno, hidroxilo, azida, 4cido carboxilico arilo,
hidroxilo, amino, amido, éster, carboxilico, éter, tiol, acilamino o carboxamido, que a su vez pueden opcionalmente
estar sustituidos.

El término “arilo” se refiere en la presente invencién a una cadena carbociclica aromética, que tiene de 6 a 18
atomos de carbono, pudiendo ser de anillo tinico 6 mdltiple, en este tltimo caso con anillos separados y/o condensados.
Un ejemplo, no limitante, de arilo es un grupo fenilo, naftilo, indenilo, etc... Preferiblemente el grupo arilo es un fenilo,
en donde el grupo fenilo puede contener 1 o mas sustituyentes del grupo formado por alquilo, hidroxi, nitro, amino o
halégeno. Preferiblemente un hal6geno y mas preferiblemente sustituido al menos por un atomo de cloro o fldor.

El término “aralquilo” se refiere, en la presente invencion, a una cadena alifética en el que al menos uno de los
hidrégenos se ha sustituido por un grupo arilo, con las acepciones anteriores. Como por ejemplo, pero sin limitarse,
un grupo bencilo o fenetilo. Estos grupos aralquilo pueden, a su vez, estar opcionalmente sustituidos por un grupo
alquilo, hidroxi, nitro, amino o halégeno. Preferiblemente un halégeno y mds preferiblemente sustituido al menos por
un atomo de cloro o fldor.

“Cicloalquilo” se refiere a un radical estable monociclico o biciclico de 3 a 10 miembros, que estd saturado o
parcialmente saturado, y que sélo consiste en dtomos de carbono e hidrégeno, tal como ciclopentilo, ciclohexilo o
adamantilo.

El término “heterociclo” se refiere, en la presente invencién, a un radical de cadena carbociclica y que consiste en
atomos de carbono y de al menos un heterodtomo con 1 a 3 heterodtomos seleccionados del grupo que consiste en ni-
trégeno, oxigeno o azufre. Esta cadena carbociclica puede estar insaturada, saturada o parcialmente saturada. Cuando
la cadena carbociclica esta saturada, el radical se refiere a un grupo cicloalquilo, tal y como se ha definido anterior-
mente, con al menos un heterodtomo en su cadena seleccionado de entre nitrégeno, oxigeno y/o azufre. Un ejemplo de
este tipo de grupos, pero sin limitarse, es el tetrahidrofurilo. Cuando la cadena esta insaturada o parcialmente saturada
se denomina heteroarilo.

El término “heteroarilo” se refiere en la presente invencion a una cadena carbociclica aromdtica, que tiene de
6 a 18 dtomos de carbono, pudiendo ser de anillo dnico 6 mdltiple, en este dltimo caso con anillos separados y/o
condensados, con 1 a 3 heterodtomos seleccionados del grupo que consiste en nitrégeno, oxigeno y/o azufre. Un
ejemplo, no limitante, de heteroarilo es tienilo, furilo, pirrolidinilo, pirazolinilo, piridinilo, piperidinilo o piperazinilo.
El grupo heteroarilo, y el grupo heterociclo en general, puede contener 1 o més sustituyentes del grupo formado por
alquilo, hidroxi, nitro, amino o halégeno. Preferiblemente un nitro o amina sustituida.

En una realizacién preferida de los compuestos de la invencién, R; y/o R, son hidrégeno, metilo, bencilo o bencilo
sustituido, preferiblemente bencilo sustituido por un halégeno, mas preferiblemente por un dtomo de fldor o de cloro.

En otra realizacién preferida de los compuestos de la invencidn, R es un fenilo, fenilo sustituido, cicloalquilo (Cs-
Cs), bencilo, bencilo sustituido, fenetilo, fenetilo sustituido, alquilo (C,;-C;) o un heterociclo. El grupo fenilo bencilo
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o fenetilo sustituido, estd preferiblemente sustituido por un halégeno, més preferiblemente por un adtomo de fldor o de
cloro. El heterociclo es preferiblemente piridilo, tienilo, furilo o tetrahidrofurilo.

En una realizacién mds preferida del uso de los compuestos de la invencidn, estos compuestos se seleccionan de la
lista que comprende:

2,2-diéxido de 4-amino-6-bencil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-6-(5-nitro-2-furil)-1H,5H-imidazo[4,5-¢][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-6-(3-piridil)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-6-(2-fluorofenil)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-di6éxido de 4-amino-6-(3-tienil)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-di6éxido de 4-amino-6-(4-dimetilaminofenil)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-ciclopentil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-di6xido de 4-amino-6-ciclohexil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-6-(3-tetrahidrofuril)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-¢etil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-6-fenetil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-1-(4-clorobencil)-6-(2-fluorofenil)-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-fenil-1-metil-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-1-metil-6-(3-tienil)-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-di6éxido de 4-amino-1,5-dibencil-6-fenilimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-1,5-dibencil-6-ciclohexilimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-6-ciclohexil-1-(4-clorobencil)-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-1,5-bis(4-clorobencil)-6-ciclohexilimidazo[4,5-¢][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-1-(4-clorobencil)-6-(2-fluorofenil)-5-(2-naftil)imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-fenil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-di6éxido de 4-amino-6-metil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-1-bencil-6-fenil-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-1-bencil-5-(4-clorobencil)-6-fenilimidazo[4,5-¢][1,2,6]tiadiazina 6
2,2-di6éxido de 4-amino-6-ciclohexil-5-(4-clorobencil)-1-bencilimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere a los compuestos de la férmula general (I) para su uso en la
elaboracién de un medicamento o composicion farmacéutica para el tratamiento de enfermedades parasitarias, en
general, de enfermedades producidas por pardsitos del género Trypanosoma, como por ejemplo la enfermedad de
Chagas, y en particular, enfermedades asociadas con la actividad de la cruzipaina y/o susceptibles de beneficiarse de
las actividades bioldgicas mostradas por los productos descritos en la presente invencién, o bien de una sal, derivado,
profarmacos o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo.

Los compuestos de la presente invencion representados por la férmula (I) pueden incluir isémeros, incluyendo
isémeros 6pticos o enantiomeros, dependiendo de la presencia de centros quirales. Los isémeros, enantidmeros o dias-
tereoisomeros individuales y las mezclas de los mismos caen dentro del alcance de la presente invencion. Los enanti6-

meros o diastereoisémeros individuales, asi como sus mezclas, pueden separarse mediante técnicas convencionales.

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

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

Los compuestos de la invencién pueden estar en forma cristalina como compuestos libres o como solvatos y se
pretende que ambas formas estdn dentro del alcance de la presente invencidn. En este sentido, el término “solvato”, tal
como aqui se utiliza, incluye tanto solvatos farmacéuticamente aceptables, es decir, solvatos del compuesto de férmula
(I) que pueden ser utilizados en la elaboracién de un medicamento, como solvatos farmacéuticamente no aceptables,
los cuales pueden ser utiles en la preparacién de solvatos o sales farmacéuticamente aceptables. La naturaleza del
solvato farmacéuticamente aceptable no es critica siempre y cuando sea farmacéuticamente aceptable. Los solvatos
pueden obtenerse por métodos convencionales de solvatacién bien conocidos por los técnicos en la materia.

Para su aplicacién en terapia, los compuestos de férmula (I), sus isémeros, sales, profirmacos o solvatos, se en-
contraran, preferentemente, en una forma farmacéuticamente aceptable o sustancialmente pura, es decir, que tiene un
nivel de pureza farmacéuticamente aceptable excluyendo los aditivos farmacéuticos normales tales como diluyentes
y portadores, y no incluyendo material considerado t6xico a niveles de dosificacién normales. Los niveles de pureza
para el principio activo son preferiblemente superiores al 50%, mas preferiblemente superiores al 70%, méas preferi-
blemente superiores al 90%. En una realizacion preferida, son superiores al 95% del compuesto de férmula (I), o de
sus sales, solvatos o profdrmacos.

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

En una realizacion preferida de la presente invencidn el procedimiento de obtencién de los compuestos de la inven-
cion de féormula (I) o un isémero, sal farmacéuticamente aceptable y/o solvato del mismo, comprende los siguientes
pasos de reaccidn, segtin el esquema 1:

Esquema 1
NH2 H ~ NH2 Ez
N% o= N7
! | )—Ry — ! | />_R3
028\ N VI Ozs\ N
N N
R4-X I |
NH, NH, / R4 R
H v
= NH, O = N VI I
od | Re— & T Ry
29N NH, H 22 N N
p. A
N
Il 11 v v o g)\”; >—Rs
2 \N N
Ry
Vil

La ruta sintética descrita en el esquema 1 comprende diferentes etapas:

La preparacién de los derivados N-1H, N-5H de formula general IV consiste en la reaccién del 1,1-diéxido de
3,4,5-triamino-2H-1,2,6-tiadiazina de férmula (II) con aldehidos de férmula general (III), donde R; estd descrito
anteriormente.
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El 1,1-diéxido de 3,4,5-triamino-2H-1,2,6-tiadiazina fue preparado, segin un procedimiento descrito en dos etapas
de reaccidn, a partir del 1,1-diéxido de 3,5-diamino-4H-1,2,6-tiadiazina (Ochoa, C. and Stud, M., 1978, J. Heterocycl.
Chem., 15, 221-224).

La preparacién de los derivados N-1 sustituidos de férmula general (VI) consiste en la reaccién del 2,2-diéxido de
4-amino- 1 H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina de estructura (IV) con haluros de férmula general (V), en donde R,
estd descrito anteriormente.

Finalmente, la preparacién de los derivados N-1, N-5 disustituidos puede realizarse mediante dos procedimientos
distintos.

El primero consiste en la reaccion de los derivados de 2,2-di6xido de 4-amino-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadia-
zina de férmula general (IV) con haluros de férmula general (V), para dar los compuestos de férmula general (VII),
donde R, es igual a R, en el compuesto de férmula general (I) y R, y R; estan definidos anteriormente.

El segundo procedimiento consiste en la preparacion de compuestos de férmula general (I) a partir de los derivados
N-1 sustituidos de férmula general (VI), por reaccién con los correspondientes haluros de férmula general (VIII),
donde R, R, y R; estdn definidos anteriormente.

Otro aspecto mds de la presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica ttil para el tratamiento de
enfermedades parasitarias, en adelante composicién farmacéutica de la invencién, que comprende un compuesto, en
cantidad terapéuticamente efectiva, de féormula (I), o mezclas de los mismos, una sal, profarmaco, solvato o este-
reoisémero farmacéuticamente aceptable del mismo junto con un portador, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente
aceptable, para la administracién a un paciente.

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

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

Los compuestos descritos en la presente invencion, sus sales farmacéuticamente aceptables, profarmacos y/o sol-
vatos asi como las composiciones farmacéuticas que los contienen pueden ser utilizados junto con otros farmacos,
o principios activos, adicionales para proporcionar una terapia de combinacion. Dichos farmacos adicionales pueden
formar parte de la misma composicién farmacéutica o, alternativamente, pueden ser proporcionados en forma de una
composicion separada para su administracién simultdnea o no a la de la composicion farmacéutica que comprende un
compuesto de férmula (I), o un profarmaco, solvato, derivado o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En otra realizacién particular, dicha composicién terapéutica se prepara en forma de una forma sélida o suspensién
acuosa, en un diluyente farmacéuticamente aceptable. La composicidn terapéutica proporcionada por esta invencién
puede ser administrada por cualquier via de administracién apropiada, para lo cual dicha composicién se formulara
en la forma farmacéutica adecuada a la via de administracién elegida. En una realizacién particular, la administracién
de la composicién terapéutica proporcionada por esta invencidn se efectiia por via oral, topica, rectal o parenteral
(incluyendo subcutdnea, intraperitoneal, intradérmica, intramuscular, intravenosa, etc.).

El uso de los compuestos de la invencién es compatible con su uso en protocolos en que los compuestos de la
férmula (I), o sus mezclas se usan por si mismos o0 en combinaciones con otros tratamientos o cualquier procedimiento
médico.

Otro aspecto mds de la presente invencion se refiere a los compuestos de férmula:

2,2-di6éxido de 4-amino-6-bencil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-6-(2-fluorofenil)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-di6éxido de 4-amino-6-(3-tienil)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-6-(3-piridil)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-di6éxido de 4-amino-6-(4-dimetilaminofenil)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-ciclopentil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-6-ciclohexil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
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2,2-diéxido de 4-amino-6-(3-tetrahidrofuril)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-¢etil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-6-fenetil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-di6éxido de 4-amino-1-(4-clorobencil)-6-(2-fluorofenil)-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-di6xido de 4-amino-6-fenil-1-metil-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-1-metil-6-(3-tienil)-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-1,5-dibencil-6-fenilimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-1,5-dibencil-6-ciclohexilimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-di6éxido de 4-amino-6-ciclohexil-1-(4-clorobencil)-5H-imidazo[4,5-¢c][1,2,6]tiadiazina
2,2-diéxido de 4-amino-1,5-bis(4-clorobencil)-6-ciclohexilimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-di6éxido de 4-amino-1-bencil-5-(4-clorobencil)-6-fenilimidazo[4,5-¢c][1,2,6]tiadiazina 6
2,2-di6éxido de 4-amino-1-bencil-6-ciclohexil-5-(4-clorobencil)imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina.

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

Ejemplos

A continuacién se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores, que pone de mani-
fiesto la especificidad y efectividad de los compuestos de la invencion.

Ejemplo 1
Procedimiento general de obtencion de 2,2-dioxidos de 4-amino-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina

A una suspension de 1,1-diéxido de 3.4,5-triamino-2H-1,2,6-tiadiazina en agua ligeramente acida (HAc glacial)
se adiciond, bajo agitacidn y en pequeiias fracciones, el aldehido correspondiente. Transcurrido el tiempo de reaccion,
el solido formado se filtré a vacio, se lavé con el disolvente apropiado y se purificé por recristalizacién. Los tiempos
de reaccion, asi como las condiciones y tratamientos especificos se describen a nivel individual para cada compuesto.

Ejemplo la
Preparacion y obtencion de 2,2-dioxido de 4-amino-6-ciclohexil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6Jtiadiazina

A partir de 1,500 g (8,5 mmol) de 1,1-diéxido de 3,4,5-triamino-2H-1,2,6-tiadiazina, 3,2 mi (25,5 mmol) de
ciclohexanocarboxaldehido, 30 ml de H,O y 4 ml de 4cido acético glacial. Tiempo de Reaccién: 24 h. Lavado con
EtOH. Recristalizado de EtOH/H,O Rendimiento: 1,047 g (46%) Pf. = 263 - 265°C. '"H-RMN (400 MHz, DMSO-d,)
6: 11,82, 11,00 (sa, 2H, NH); 7,42 (sa, 2H, NH,); 2,67 (sa, 1H, 1’-H); 1,94-1,18 (m, 10H, 2°’-H/3’-H/4’-H). *C-RMN
(100 MHz, DMSO-d¢) d: 155,8 (C-4); 152,9 (C-7a); 150,4 (C-6); 101,2 (C-4a); 37,2 (C-17); 30,9 (2C, C-2’); 25,4,
25,2 (3C, C-3°/C-4’). Anal. (C;oH;5N50,S) % tedrico (% experimental) C: 44,60 (44,33); H: 5,61 (5,54); N: 26,00
(26,24); S: 11,91 (11,82). EM (ES*) m/z (int. rel.): 270 (100%) [M+H], HPLC: MeCN/H,O0 5:95, t.r. 5,80 min., 97%.

Ejemplo 1b
Preparacion y obtencion de 2,2-dioxido de 4-amino-6-(3-tetrahidrofuril)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6 [tiadiazina

A partir de 0,300 g (1,69 mmol) de 1,1-diéxido de 3,4,5-triamino-2H-1,2,6-tiadiazina, 0,49 ml (2,54 mmol) de
tetrahidrofuran-3-carboxaldehido, 30 ml de H,O y 2 ml de 4cido acético glacial. Transcurrido el tiempo de reaccién
la mezcla se llevé a sequedad y el sélido obtenido se lavé con hexano y se filtr6 a vacio. Tiempo de Reaccién: 48 h.
Lavado con Hexano. Recristalizado de EtOH. Rendimiento: 0,181 g (41,2%) P.f. = 238 - 240°C. 'H-RMN (500 MHz,
DMSO-d) 6: 11,97, 11,00 (sa, 2H, NH); 7,63 - 7,22 (sa, 2H, NH,); 3,98 - 3,74 (m, 4H, 2’-H/4’-H); 3,54 - 3,45 (sa,
1H, 1’-H); 2,30 - 2,23 (m, 1H, 5,-H); 2,12 - 2,05 (m, 1H, 5,’-H). *C-RMN (125 MHz, DMSO-dy) 6: 152,9 (2C, C-
4/C-Ta); 150,3 (C-6); 101,9 (C-4a); 71,2 (C-2°); 67,4 (C-4’); 38,3 (C-17); 31,3 (C-5). Anal. (CgH;;N;505S) % tedrico
(% experimental) C: 37,35 (37,24); H: 4,31 (4,29); N: 27,22 (27,05); S: 12,46 (12,21). EM (ES*) m/z (int. rel.): 258
(100%) [M+H], HPLC: MeCN/H,O 5:95, t.r. 1,20/1,63 min. (1,6: 1), 100% pureza; MeCN/H,0 1:99, t.r. 1,23/2,42
min. (1,6: 1), 100%.
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Ejemplo 1c
Preparacion y obtencion de 2,2-dioxido de 4-amino-6-fenetil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina

A partir de 0,300 g (1,69 mmol) de 1,1-diéxido de 3,4,5-triamino-2H-1,2,6-tiadiazina, 0,34 ml (2,54 mmol) de
3-fenilpropionaldeido, 12 ml de H,O y 2 ml de acido acético glacial. Transcurrido el tiempo de reaccion se filtré a
vacio el bruto de reaccién y se lavo con hexano. Tiempo de Reaccién: 24 h. Lavado con Hexano. Recristalizado de
EtOH/H,0. Rendimiento: 0,369 g (74,9%) P.f. = 190 - 192°C. '"H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢) 6: 12,09, 11,96, 11,03
(sa, 2H, NH); 7,81, 7,66 (sa, 2H, NH,); 7,27 - 7,17 (m, 5H, Ph); 2,99, 2,96 (2s, 4H, CH,CH,). *C-RMN (125 MHz,
DMSO-dy) 6: 154,2 (C-7a); 152,7 (C-4); 150,5 (C-6); 140,5 (C-1"); 128,5 (2C, C-3°); 128,3 (2C, C-27); 126,2 (C-
4); 101,5 (C-4a); 32,9 (CH,CH,Ph); 29,9 (CH,CH,Ph). Anal. (C;;H3N50,S) % tedrico (% experimental) C: 49,47
(49,38); H: 4,50 (4,38); N: 24,04 (23,89); S: 11,01 (10,85). EM (ES*) m/z (int. rel.): 292 (100%) [M+H], HPLC:
MeCN/H?O 5:95, t.r. 6,72 min., 98%.

Ejemplo 2
Procedimiento general de obtencion de 2,2-dioxidos de 4-amino-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina N-1 sustituidos

Una suspensién del N(H) derivado en acetona y en presencia de trietilamina o carbonato potasico se calent6 bajo
agitaciéon y una vez alcanzado el reflujo se afiadié una cantidad catalitica de ioduro potdsico y el agente alquilante
correspondiente. Tras observarse la completa desaparicion del N(H) derivado de partida, se eliminé el disolvente a
vacio y la mezcla obtenida se trat en cada caso para su purificacién. Las condiciones, disolventes y medios especificos
son detallados a nivel individual para cada compuesto.

Ejemplo 2a

Preparacion y obtencion de 2,2-dioxido de 4-amino-1-(4-clorobencil)-6-(2-fluorofenil)-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]
tiadiazina

A partir de 0,500 g (1,78 mmol) de 2,2-diéxido de 4-amino-6-(2-fluorofenil)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadia-
zina 1H,5H, 0,740 g (3,56 mmol) de bromuro de bencilo, 100 ml de acetona y 1 ml (7,12 mmol) de trietilamina.
Transcurrido el tiempo de reaccion, se elimind el disolvente a vacio y la mezcla obtenida se recristaliz6 con una mez-
cla acetona/H,O. Tiempo de Reaccién: 5 dias. Recristalizado de mezcla: acetona/H,0. Rendimiento: 0,158 g (39%)
P.f. = 304 - 305°C. '"H-RMN (500 MHz, DMSO-d,) 6: 12,47 (sa, 1H, NH); 8,21, 7,96 (sa, 2H, NH,); 8,10 (t, 1H, 6’-
H, J =17,0); 7,58 - 7,37 (m, 0-FPh/p-CIPh); 5,02 (s, 2H, CH,). *C-RMN (125 MHz, DMSO-d,) 6: 159,1 (d, C-2, J =
250,0); 152,4 (C-4); 150,7 (C-7a); 143,4 (C-6); 136,5 (C-17); 132,4 (d, C-4°, J = 8,2); 132,0 (C-47); 129,8 (2C, C-2”
6C-37)129,8 (d, C-6’, J=6,4); 128,2 (2C, C-2” 6 C-3”); 125,4 (C-5); 116,5 (d, C-3°,J=22,0); 116,2 (d, C-1", J =
11,9); 103,7 (C-4a). Anal. (C;H;3CIFN;0,S,) % tedrico (% experimental) C: 50,31 (50,30); H: 3,23 (3,35); N: 17,26
(17,05); S: 7,90 (7,65). EM (ES*) m/z (int. rel.): 354 (100%) [M+H], HPLC: MeCN/H,0 5:95, t.r. 13,90 min., 100%.

Ejemplo 2b
Preparacion y obtencion de 2,2-dioxido de 4-amino-1-metil-6-(3-tienil)-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6 Jtiadiazina

A partir de 0,300 g (1,11 mmol) de 2,2-di6xido de 4-amino-6-(3-tienil)-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina, 0,7
mi (11,1 mmol) de ioduro de metilo, 40 ml de acetona y 0,30 ml (2,22 mmol) de trietilamina. Transcurrido el tiempo
de reaccién se elimind el disolvente a vacio y se afiadié H,O 4cida. El precipitado obtenido se filtr6 a vacio y se
purificé por cromatografia en columna empleando como eluyente CH,Cl,:MeOH (100:1). Tiempo de Reaccién: 4
dias. Rendimiento: 0,197 g (63%). P.f. = 305 - 308°C. 'H-RMN (400 MHz; DMSO-d¢) §: 13,04 (sa, 1H, NH); 8,00 -
7,20 (Sa, 2H, NHz), 8,04 (dd, 2’—H, JZ’—H,S’—H = ],2/]27_[.{14!_1.[ = 2,9), 7,70 (dd, 4,—H, J2’—H.4’—H = 2a9/J4’—H,5’—H = 5,0), 7,55
(dd, 5°-H, Jy_y5-u = 1,2/y_y5_u = 5,0). *C-RMN (100 MHz; DMSO-d) 6: 153,7 (C-4); 149,4 (C-7a); 143,9 (C-6);
131,0 (C-1"); 128,6 (C-4’); 125,7 (C-5); 125,5 (C-2’); 104,2 (C-4a). Anal. (CoHyN;0,S,) % tedrico (% experimental)
C: 38,15 (38,39); H: 3,20 (2,90); N: 24,72 (25,28); S: 22,63 (23,02). EM (ES*) m/z (int. rel.): 284 (100%) [M+H],
HPLC: MeCN/H,0 5:95, t.r. 9,42 min., 100%.

Ejemplo 3
Preparacion de 2,2-dioxidos de 4-aminoimidazo[4,5-c][1,2,6 Jtiadiazina sustituidos en N-1 y N-5

Método A

A partir de 2,2-dioxidos de 4-amino-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6 [tiadiazina

Una suspension del N(H) derivado en acetona y carbonato potésico se calentd bajo agitacién y una vez alcanzado
el reflujo se afiadié una cantidad catalitica de ioduro potdsico y el haluro de alquilo correspondiente. Tras observarse
la completa desaparicion del N(H) derivado de partida, se eliminé el disolvente a vacio. Una vez eliminadas las sales

en medio acuoso 4cido, el bruto de reaccidon fue purificado por cromatografia de columna. Obtencién de mezcla de
productos mono N1-R y disustituidos N1-R/N5-R.
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Ejemplo 3a
Preparacion y obtencion de 2,2-dioxido de 4-amino-1,5-dibencil-6-fenilimidazo[4,5-c][1,2,6 Jtiadiazina

A partir de 0,600 g (2,28 mmol) de 2,2-di6xido de 4-amino-6-fenil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina, 0,98 ml
(7,98 mmol) de bromuro de bencilo, 50 ml de acetona y 0,398 g (2,85 mmol) de carbonato potésico. El bruto obtenido
se purific por cromatografia en columna compactada CH,Cl, y empleando como eluyente la mezcla CH,Cl,:MeOH
(100:1). Tiempo de Reaccién: 5 dias. Rendimiento: 0.075 g (8%).

Pf. = 238 - 240°C. 'H-RMN (300 MHz, DMSO-d,) 6: 8,0 - 7,0 (sa, 2H, NH,); 7,63 - 7,60 (m, 2H, Ph); 7,54 -
7,50 (m, 3H, Ph); 7,39 - 7,20 (m, 10H, N1-Bn/N5-Bn); 5,53 (s, 2H, N5-CH,Ph); 5,02 (s, 2H, N1-CH,Ph). *C-RMN
(75 MHz, CDCl,) 6: 153,7 (C-4); 152,8 (C-7a); 152,1 (C-6); 137,4 (C-1” 6 C-1""); 136,2 (C-1” 6 C-1""); 130,9 (C-
1°); 129,6, 129,2, 129,1, 128,5, 1284, 128,2, 1279, 127,5 (11C, Ph/N1-Bn/N5-Bn); 125,9 (C-2°); 105,0 (C-4a). Anal.
(C54H,N50,8) % teérico (% experimental) C: 64,99 (64,79); H: 4,77 (4,56); N: 15,79 (15,61); S: 7,23 (6,98). EM
(ES*) m/z (int. rel.): 444 (100%) [M+H], HPLC: MeCN/H,O 20:80, t.r. 12,63 min., 100%.

Método B
A partir de 2,2-dioxidos de 4-amino-5SH-imidazo[4,5-c][1,2,6Jtiadiazina N-1 sustituidos

Una suspension del N(H) derivado en acetona y en presencia de carbonato potasico se calentd bajo agitacion y una
vez alcanzado el reflujo se afiadi6 una cantidad catalitica de ioduro potdsico y el agente alquilante correspondiente.
Tras observarse la completa desaparicion del N(H) derivado de partida, se elimind el disolvente a vacio y la mezcla
obtenida es traté en cada caso para su purificacion. Las condiciones, disolventes y medios especificos son detallados a
nivel individual para cada compuesto.

Ejemplo 3b

Preparacion y obtencion de 2,2-dioxido de 4-amino-1-bencil-5-(4-clorobencil)-6-fenilimidazo[4,5-c][1,2,6 Jtia-
diazina

A partir de 0,200 g (0,57 mmol) de 2,2-diéxido de 4-amino-1-bencil-6-fenil-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
0,191 g (1,13 mmol) de bromuro de p-clorobencilo, 40 ml de acetona y 0,157 g (1,13 mmol) de carbonato potésico.
El producto se purificé por cromatografia en columna compactada CH,Cl, y empleando como eluyente la mezcla
CH,Cl,:MeOH (200:1). Tiempo de Reaccién: 5 dias. Rendimiento: 0.035 g (13%).

P.f. = 245 - 247°C. "H-RMN (500 MHz, CDCl,) 6: 7,63 - 7,18 (m, 14H,,,.); 5,24 (s, 2H, N1-CH,Ph); 4,90 (s, 2H,
N5-CH,-(p-CIPh)). BC-RMN (125 MHz, CDCl;) 6: 154,3 (C-4); 153,5 (C-7a); 152,0 (C-6); 136,6 (C-1” 6 C-1");
135,5 (C-17 6 C-1""); 133,5 (C-4"); 131,2 (C-1"); 130,6 (2Com); 129,1 (2Cuom)s 129,0 (2C,rom), 129,0 2Corom), 128,4
2Cuom)s 127,7 2Cyom), 126,8 (2C,om); 105,4 (C-4a); 49,6 (CH,Ph); 47,8 (CH,-(p-CIPh)). Anal. (C,,H,;N50,S) %
tedrico (% experimental) C: 60,31 (); H: 4,22 (); N: 14,65 (); S: 6,71 (). EM (ES™) m/z (int. rel.): 478 (100%) [M+H],
HPLC: MeCN/H,O 20:80, t.r. 13,58 min., 94%.

Ejemplo 4

Los estudios de la actividad antichagésica fueron realizados in vitro contra Trypanosoma cruzi, sobre la forma
epimastigota de las cepas Tulahuen 2, (de la coleccién de cepas del Laboratorio de Fisicoquimica Bioldgica, del Ins-
tituto de Quimica Bioldgica de la Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica Oriental del Uruguay, Uruguay).
Dichas cepas se cultivaron a 28°C en un medio axénico (BHI-triptosa), complementado con 5% de suero fetal bovino.
Se parti6 de células de un cultivo de 5-7 dias (fase exponencial) que se inocularon con 50 mL de medio de cultivo
fresco dando una concentracion inicial de 1x10° células/mL. El crecimiento del parssito fue seguido durante 11 dias
por medidas de absorbancia del cultivo a 600 nm, proporcional al nimero de células presentes.

Previo a la inoculacién, se incorporé al medio una cantidad preestablecida de cada compuesto de la invencién
a ensayar, disuelto en DMSO (dimetilsulféxido). La concentracién final de DMSO en el medio de cultivo nunca
excedio el 0.4%, utilizando un blanco (ausencia de producto o compuesto de la invencién) con 0.4% de DMSO. Los
compuestos se incorporaron al medio de cultivo a una concentracién final de 25 uM y para aquellos que resultaron mas
activos se disminuy®d la dosis progresivamente hasta 1 nM. El porcentaje de inhibicién (PI) de crecimiento del pardsito
se evalud en comparacién con el blanco, utilizando Nfx (Nifurtimox) como farmaco de referencia tripanosomicida. El
PI de crecimiento se calcul6 de la siguiente manera:

PI= {1 —[(Ap — Agp)/(Ac — Ace)]}x100

donde:
A,=Ag nm del cultivo conteniendo el producto en el dia 5.

9
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A,=Ag00 nm del cultivo conteniendo el producto justo después de la adicion al cultivo (dia 0).
A=A om del blanco en el dia 5.

Aoc=Ag nm del blanco al dia 0.

La Ay o tomada al dia 5 corresponde a la fase exponencial tardia en la curva de crecimiento del cultivo.

La determinacion de la ICs, (concentracién inhibitoria del 50%) se realizé siguiendo el crecimiento del parasito
en ausencia (control) y presencia de concentraciones crecientes de los correspondientes productos. Se midi6 la absor-
bancia al dia 5 y se relacioné con el control. La ICs, (concentracién inhibitoria 50) se define como la concentracién
de producto requerida para dar un PI del 50%, cuanto mds bajo es este valor, mayor es la potencia de los compues-
tos.

En la Tabla 1 se presentan, como ejemplos, los datos de ICs, de algunos de los derivados de 2,2-di6xido de
imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina reivindicados en la presente invencién. Se incluye el Nifurtimox y el Benznidazol
como farmacos de referencia. Los compuestos presentan una excelente actividad tripanosomicida in vitro. Siendo la
potencia, en algunos casos, superior a la de los farmacos de referencia.

TABLA 1

Estructuras y Actividad Anti-T. cruzi de la forma epimastigota de la cepa Tulahuen 2

ICso Compuestos ICs0
Compuestos
(M) (nM)
Nifurtimox 7.7 Benznidazol 7.4
N/ N/
- 20.2 . 12.7
028~y l N/>_© 028 l N/>_<:>
H F H
NH> H NH2 H
NZ N = N% N
ozéi\/'E,f@s 22.2 ozé\)NIN)_O) 20.3
H H
N NH, H
N~ N N7
Ozé\)NEN/H >—N(CH3)2 28.5 Ozé\/r‘\lIN}.CHZ_CI—h 28.5
H H
NH H NH, n
N7 N7
OZé‘)NIN/>_<:' 289 | 1] o W, 11.5
H H
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N NH, .
NZN-N '.‘)I
Ozé\)NIN»b 16.2 028" >N 295

§ o

NH2 § HoR
~ N '}l/ |
N 0,8
0,5, M7 2SN 7.0
N 16.7 ﬁ
CH
3 cl

NH2 H NH2 /—©
e SO
0.5. v\ s 058\ ~~N 28.7

|
N 26.2
T

o || ©

* El ensayo se lleva a cabo por duplicado con un error de + 3%.

<

Z

Z
X

La citotoxicidad inespecifica frente a macréfagos murinos J774 se ensayo en los productos que presentaron un
porcentaje de inhibicion del crecimiento, de la forma epimastigota de 7. cruzi de la cepa Tulahuen 2, mayor al 50%
a 25 uM al dia 5 del estudio. Para ello, se cultivaron macréfagos murinos en atmdsfera de CO, al 5% y 95% de
aire a 37°C durante 48 horas con los productos a ensayar disueltos en DMSO a tres concentraciones 100, 200 y 400
uM. La viabilidad celular se determind en base a la conservacién de la actividad mitocondrial por el método del
MTT/formazan. En este ensayo se incluyeron Nifurtimox, Ketoconazol y Terbinafine como farmacos de referencias.
En la tabla 2 se muestran a modo de ejemplo algunos resultados.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 2

Evaluacion biologica de citotoxicidad inespecifica en macréfagos murinos J774

Compuestos PC? ICso (uM)°
macréfagos J774 (%)
100uM® | 200 pM® | 400 uM°®

NH,

H
“.')IN, 176  |24.3 20.4 > 400
025, N>b
H

NH. H
“.‘AIN>_<:> 1.4 8.0 11.5 > 400
058 N/

H

NHz
N)\/[N 100.0 | 100.0 100.0 <100

/
058, N
F
Cl

NHz

NZ SN 225 775 99.0 128.4
Oé | /

2 \N N

CH,
Nifurtimox 1.0 13.0 90.0 316.0
Terbinafina 10.0 26.0 60.0 339.0
Ketoconazol 86.0 98.0 87.0 <100

* Porcentaje de citotoxicidad inespecifica frente a macr6fagos murinos J774.
® Concentracién de compuesto ensayado.

¢ ICsy concentracion de compuesto que reduce el crecimiento de macréfagos en un 50%. Los
resultados son el promedio de dos evaluaciones independientes con un error menor al 3%.

Se observa claramente que los derivados reivindicados en la presente invencién poseen una selectividad hacia las
células del pardsito del orden o mejor que los compuestos de referencia.

Por otra parte se determiné la capacidad de inhibir la actividad de la enzima cruzipaina con el fin de estudiar
un posible mecanismo de accién de los compuestos mds activos. La capacidad de inhibir la enzima cruzipaina se
realizé segin el protocolo que se detalla a continuacién: se incub6 cruzipaina (10 pLL) con una mezcla de reaccién que
contenia una concentracion final de 50 mM de solucién tamp6n Tris-HCI, pH 7.6, 10 mM S-mercaptoetanol y 25, 50
6 100 uM del inhibidor durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregd el sustrato cromogénico
Bz-Pro-Phe-Arg-p-NA, a una concentracién final de 150 uM, y se sigui6 el incremento de absorbancia a 410 nm por

12



ES 2 343 348 B1

5 min a temperatura en un espectrofotémetro Beckman DU 650. Los inhibidores se adicionaron disueltos en DMSO
y los controles (100% de actividad enzimdtica) contenian la misma concentracién de disolvente. El volumen final del
ensayo es 100 pL. Los valores representaron al menos tres ensayos independientes. A modo de ejemplo se muestran
los datos obtenidos para algunos de los derivados en la tabla 3.

TABLA 3
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De este estudio se demuestra que uno de las posibles mecanismos de accién a través del cual actian los compuestos
de la invencién como antichagdsicos sea la inhibicién de la enzima cruzipaina ya que esta es inhibida en forma dosis

dependiente.

Resultados de inhibicion de cruzipaina

Compuestos

% Inhibicién CP

25 uM

50 uM

100 uM

z%_?—z
_/ =
N
z_ .z

n-Z

vl

30

58

Z
I
N
2 2
Q

z

O
N
-z
/N
Zg/j

&

10

39

40

Cl

e
/(D-—Z
Zz Nz
/¥
1Y)
ZzZ .2

o

Cl

nd

nd

31

=
XL
N

n-Z

2’>—-\X.-
dz\ zT
) é

28

=
<
X3

0

M

D-z

& N
z. 2T
((fn

Cl

30

30
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REIVINDICACIONES

1. Uso del compuesto de férmula general (I):

NH, R,
|

N/ N
0-S I )—Rs
2 \N N

R4
)

donde:

R; y R, son iguales o distintos, y se seleccionan de la lista que comprende hidrégeno, alquilo (C,-Cy), cicloalquilo,
heterociclo, arilo o aralquilo; y

Rj; se seleccionan de la lista que comprende hidrégeno, alquilo (C;-Cy), cicloalquilo, heterociclo, arilo, o aralquilo,

o un isémero, sal farmacéuticamente aceptable y/o solvato del mismo, para la elaboracién de una composicion
farmacéutica.

2. Uso de los compuestos segtin la reivindicacién 1, donde R; y/o R, se selecciona de entre hidrégeno, alquilo (C,-
C;) o bencilo.

3. Uso de los compuestos segtin la reivindicacién 2, donde R, y/o R, son bencilo sustituido por un grupo halégeno.

4. Uso de los compuestos segtin la reivindicacion 1, donde R; se selecciona de entre alquilo (C,-C3), fenilo, bencilo,
fenetilo, cicloalquilo (Cs-Cg) o heterociclo.

5. Uso de los compuestos segun la reivindicacién 4, donde R; es tetrahidrofurilo, piridilo, tienilo o furilo.

6. Uso de los compuestos segtin la reivindicacion 4, donde R; es fenilo, bencilo o fenetilo sustituidos por un grupo
hal6geno.

7. Uso de los compuestos segiin cualquiera de las reivindicaciones 3 6 6, donde el grupo halégeno es cloro o fldor.

8. Uso de los compuestos segun la reivindicacién 1, seleccionados de la lista que comprende los compuestos de
férmula:

2,2-diéxido de 4-amino-6-bencil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-di6éxido de 4-amino-6-(5-nitro-2-furil)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-(3-piridil)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-di6éxido de 4-amino-6-(2-fluorofenil)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-di6éxido de 4-amino-6-(3-tienil)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-di6éxido de 4-amino-6-(4-dimetilaminofenil)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-ciclopentil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-ciclohexil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-(3-tetrahidrofuril)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-etil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
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2,2-diéxido de 4-amino-6-fenetil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-1-(4-clorobencil)-6-(2-fluorofenil)-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-di6éxido de 4-amino-6-fenil-1-metil-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-di6éxido de 4-amino-1-metil-6-(3-tienil)-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-di6éxido de 4-amino-1,5-dibencil-6-fenilimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-1,5-dibencil-6-ciclohexilimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-6-ciclohexil-1-(4-clorobencil)-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-di6éxido de 4-amino-1,5-bis(4-clorobencil)-6-ciclohexilimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-di6éxido de 4-amino-1-(4-clorobencil)-6-(2-fluorofenil)-5-(2-naftil)imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-6-fenil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-6-metil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-1-bencil-6-fenil-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-di6éxido de 4-amino-1-bencil-5-(4-clorobencil)-6-fenilimidazo[4,5-¢][1,2,6]tiadiazina 6

2,2-di6éxido de 4-amino-6-ciclohexil-5-(4-clorobencil)-1-bencilimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina.

9. Uso de los compuestos segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para la elaboracién de una composicién

farmacéutica para el tratamiento de enfermedades parasitarias.

10. Uso de los compuestos segtin la reivindicaciones 9, donde la enfermedad parasitaria es causada por parasitos
del género Trypanosoma.

11. Uso de los compuestos segun cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10, donde la enfermedad parasitaria es la
enfermedad de Chagas.

12. Composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto de formula general (I) descrito en las
reivindicaciones 1 a 8§ ademds de un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

13. Composicién farmacéutica segun la reivindicacién 12, que ademds comprende otro principio activo.
14. Compuesto seleccionado de la lista que comprende los compuestos de férmula:
2,2-diéxido de 4-amino-6-bencil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-di6éxido de 4-amino-6-(2-fluorofenil)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-dioxido de 4-amino-6-(3-piridil)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-(3-tienil)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-(4-dimetilaminofenil)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-ciclopentil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-ciclohexil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-di6éxido de 4-amino-6-(3-tetrahidrofuril)-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-etil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-fenetil-1H,5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-di6éxido de 4-amino-1-(4-clorobencil)-6-(2-fluorofenil)-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-fenil-1-metil-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
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2,2-di6éxido de 4-amino-1-metil-6-(3-tienil)-5H-imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-1,5-dibencil-6-fenilimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,

2,2-diéxido de 4-amino-1,5-dibencil-6-ciclohexilimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-6-ciclohexil-1-(4-clorobencil)-5H-imidazo[4,5-¢c][1,2,6]tiadiazina
2,2-diéxido de 4-amino-1,5-bis(4-clorobencil)-6-ciclohexilimidazo[4,5-¢][1,2,6]tiadiazina,
2,2-diéxido de 4-amino-1-bencil-5-(4-clorobencil)-6-fenilimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina 6

2,2-di6éxido de 4-amino-6-ciclohexil-5-(4-clorobencil)-1-bencilimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina.
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Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones
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(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones

3,10,11
1,2,4-9,12-14

10,11
1-9, 12-14

Si
NO

si
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200900225

1. Documentos considerados:

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

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
Do1 Bioorganic & Medicinal Chemistry, 1999, Vol. 7, paginas 1617- 1999
1623.
D02 Anales de la Real Academia de Farmacia, 1989, Vol. 55, paginas 1989
451-4509.

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

La solicitud se refiere a didéxidos de imidazo-tiazinas de formula general |, a composiciones farmacéuticas que los contienen y
a su uso en el tratamiento de enfermedades parasitarias.

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986):

El documento D01 divulga diéxidos de imidazo-tiazinas acordes con la formula | de la solicitud donde R1=H, R2=H y
R3=clorofenil (pagina 1619, figura 1, compuesto 13) é R1=H, R2=H y R3=2-tienil (pagina 1619, figura 1, compuesto 16).
Divulga igualmente el 2,2 diéxido de 4-amino-6-bencil-1H,5H-imidazo-[4,5-c]-1,2,6-thiazina (pagina 1618, esquema 1; pagina
1621, columna 1, parrafo 3). Los dioxidos de imidazo-tiazinas fueron evaluados como agentes antivirales (resumen).

Las caracteristicas de las reivindicaciones 1,2,4-8 y 12-14 de la solicitud son conocidas del documento D01, por lo tanto dichas
reivindicaciones carecen de novedad.

El documento D02 divulga un diéxido de imidazo-tiazina acorde con la formula general | de la solicitud donde R1=H, R2=H
y R3=5-nitro-2-furil (pagina 457, tabla 1, compuesto 1c¢). Divulga igualmente un diéxido de imidazo-tiazina donde R1=bencil ,
R2=H y R3=clorofenil (pagina 457, tabla 1, compuesto 1k). Dichos compuestos se sintetizaron para estudiar su actividad como
agentes antihelminticos (pagina 451, Introduccioén).

Las caracteristicas de las reivindicaciones 1,2,4-9,12 y 13 de la solicitud se encuentran recogidas en el documento D02, en
consecuencia dichas reivindicaciones carecen de novedad.

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP 11/1986):

La reivindicacion 3 de de la solicitud se refiere al uso en la elaboracién de composiciones farmacéuticas de didéxidos de imidazo-
tiazinas de formula general | donde R1 y/o R2 es un bencilo sustituido por un grupo halégeno.

La diferencia entre lo definido en dicha reivindicacion y el documento DO1 reside en que en dicho documento se divulgan
con fines farmacolégicos diéxidos de imidazo-tiazinas en los que el bencilo que constituye el sustituyente R1 no se encuentra
sustituido por un grupo halégeno.

Dado que es conocida la actividad farmacolégica de compuestos estructuralmente semejantes y no se especifica una aplicacién
concreta del grupo de compuestos definidos en la reivindicaciéon 3, se considera que es una seleccién arbitraria entre los
distintos compuestos definidos en la reivindicacion 1 de la solicitud.

Por lo tanto, la invencion definida en la reivindicacion 3 de la solicitud carece de actividad inventiva.

Sin embargo, no se han encontrado en el estado de la técnica documentos que, solos o0 en combinacion, divulguen o dirijan al
experto en la materia hacia el uso de los di6xidos de imidazo-tiazinas de formula general | para el tratamiento de enfermedades
causadas por parasitos del género Trypanosoma.

En consecuencia, la invencién definida en las reivindicaciones 10 y 11 de la solicitud es nueva y posee actividad inventiva (Art.
6.1y 8.1 LP 11/1986).
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