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@Resumen:

Uso de glicolipidos sulfatados como promotores del
crecimiento neuritico, la mielinizacién e inhibidores de
la proliferacién de astroglia y microglia.

Uso de un compuesto de férmula |, donde R'es

un resto alquenilo Cs- Co5 que contiene

uno o mas enlaces carbono-carbono dobles, R2

se selecciona independientemente del grupo que
consiste en metilo y metilo fluorado, al menos uno de

RS y R™ es un grupo SO3M, donde
M se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno,

metal alcalino, amonio y amina cuaternaria, siendo el
otro hidrégeno o acilo; para fabricar un medicamento
para tratar patologias del sistema nervioso central

seleccionadas del grupo que consiste en lesion por
trauma del SNC, enfermedad desmielinizante,
enfermedad neuro-inflamatoria y trastorno mental

causado por bajo nivel de BDNF. Asi como, algunos
de estos compuestos de férmula I, sus

procedimientos de obtencion y composiciones que los
comprenden.
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DESCRIPCION

Uso de glicolipidos sulfatados como promotores del crecimiento neuritico, la mielinizaciéon e inhibidores de la
proliferacién de astroglia y microglia

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion se refiere al uso de glicolipidos sulfatados de féormula (l) para tratar enfermedades del
sistema nervioso central. Estos compuestos actuian como inhibidores de astrocitos y microglia. También
promueven el exo-crecimiento neuritico, dendritas y axones, el volumen oligodendroglial y la sintesis de mielina.
Asi como al hallazgo de su interaccién con RhoGDla, proteina reguladora de la familia de RhoGTPasas.

ESTADO DE LA TECNICA

Las lesiones por trauma en el Sistema Nervioso Central (SNC) tienen cada vez mayor importancia econémica y
social a escala mundial. Deteniéndonos en la lesion medular comprobamos que tiene una incidencia entre 25 a
30 nuevos casos por millén de habitantes y afio en Espafia, lo que supone mas de mil casos nuevos anualmente.
Se ha observado que los pacientes agudos son individuos jévenes, reflejandose en la edad de los ingresados
donde el 80% presenta entre 15 y 39 afios. Un informe anual realizado en 2007 por la Direccion Médica del
Hospital Nacional de Parapléjicos describe que en estos individuos se producen lesiones altas, es decir, mayor
numero de tetraplejias respecto a las paraplejias. En particular, se ha reportado un 48 % de lesiones cervicales
frente a un 45 % de lesiones dorsales y 7 % de lesiones lumbares. Aunque desde hace 5 afios se ha observado
que las tetraplejias disminuyen respecto a las paraplejias. Adicionalmente, el porcentaje de hombres es muy
superior al de mujeres, en particular 80 % de hombres y 20 % de mujeres.

El Hospital Nacional de Parapléjicos de Toledo (HNPT) ha cifrado en 60 mil € el coste medio de hospitalizacién
de cada paciente lesionado medular, considerando un promedio de nueve meses de recuperacién desde el
ingreso hasta el alta médica. La aparicion de 1000 nuevos casos de paraplejia o tetraplejia supone un coste
anual de 60 millones €, anadido al de pacientes crénicos en tratamiento, con una esperanza de vida similar al
conjunto de la poblacién. Estos datos del HNPT son equiparables a las cifras actuales en los paises
desarrollados. Incluso cuando el niumero de muertes por accidente de trafico va disminuyendo ostensiblemente;
esto no significa que decrezcan los lesionados medulares. Estos accidentes son la causa principal de lesiones
cervicales que llevan a una paralisis total y la tendencia es a un aumento de estas patologias.

Los dafios por laceracion, o aquellos que producen cavitacién en la médula espinal, son tipicos de las lesiones
traumaticas y afectan a los axones del sistema nervioso central (SNC). Incluso una pequefia pérdida de
sustancia gris puede dar lugar a secuelas devastadoras en el paciente (M. B. Bunge, Neuroscientist 7, 325 (Aug,
2001; J. H. Kaas et al., Exp Neurol 209, 407 (Feb, 2008)). Ademas de la muerte neuronal inicial producida por el
trauma, la recuperacion anatdmica y funcional de la zona lesionada no se produce espontaneamente debido a
que los axones lesionados colapsan sus conos de crecimiento, retrayéndose y degenerando. En la zona
lesionada se forma un tejido inhibitorio para el crecimiento axonal, llamada cicatriz glial, que no permite el paso
de eventuales fibras regenerativas a través de la lesion. Componentes de la mielina, la matriz extracelular, asi
como la presencia de glia reactiva, es decir, astrocitos y microglia, son responsables del caracter inhibitorio de la
cicatriz glial (S. K. Kostyk, et al., Neuroscience 156, 498 (Oct 15, 2008); H. Beck, M. Semisch, C. Culmsee, N.
Plesnila, A. K. Hatzopoulos, Am J Pathol 173, 77 (Jul, 2008)).

La regeneracién axonal en el SNC lesionado esta imposibilitada en gran medida por inhibidores especificos que
se acumulan en el sitio de la lesidn y que limitan severamente la recuperacion funcional (G. Yiu, Z. He, Nat Rev
Neurosci 7, 617 (Aug, 2006); S. Watkins, M. Yunge, D. Jones, E. Kiely, A. J. Petros, J Pediatr Surg 36, 654 (Apr,
2001)). Proteinas inhibitorias como: NogoA, MOgp (en inglés, Myelin Oligodendrocyte glycoprotein), y MAG (en
inglés, Myelin-Associated Glycoprotein) son expresadas por la oligodendroglia. Estas pueden asociarse al
receptor de Nogo (NgR), que a su vez puede formar un complejo con el receptor p75 en la superficie de
neuronas. Esta interaccion conduce a la transduccion de sefiales al citosol de la neurona, donde se activa la
GTPasa RhoA, y finalmente se produce el bloqueo del crecimiento axonal (A. A. Vyas, O. Blixt, J. C. Paulson, R.
L. Schnaar, J Biol Chem 280, 16305 (Apr 22, 2005); A. A. Viyas et al., Proc Natl Acad Sci U S A 99, 8412 (Jun 11,
2002); T. Yamashita, Brain Nerve 59, 1347 (Dec, 2007)). Por lo tanto la busqueda de moléculas que inhiban la
actividad de RhoA es un campo prometedor para la aplicaciéon de terapias que conduzcan a la reparacion del
SNC lesionado (R. E. Gross, Q. Mei, C. A. Gutekunst, E. Torre, Cell Transplant 16, 245 (2007); S. Mi, Cytokine
Growth Factor Rev 19, 245 (Jun-Aug, 2008)).

Considerando el contexto anterior, es de gran interés la modulacién de la familia de RhoGTPAsas, a la que
ademas de RhoA, también pertenecen CDC42 y Rac (E. Boulter et al., Nat Cell Biol 12, 477 (May); M. Gorovoy et
al., Circ Res 101, 50 (Jul 6, 2007)).

En un trabajo de investigacion anterior, hemos sintetizado compuestos derivados de glucosamina con grupos
lipdfilos en posicion anomérica y grupos sulfatos en otras posiciones del azucar. Utilizando estas moléculas
sintéticas observamos una inhibicién efectiva de la proliferacién, crecimiento o migracion de astroblastos en
cultivo; procesos en los que estan implicadas estas GTPasas. Asi también hemos observado la inhibicion por
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estos glicésidos de la expresion de genes que modulan directamente la actividad de RhoGTPasas (M. Nieto-
Sampedro, E. Doncel, A. Fernandez, Expert Opin Ther Pat 14 487 (2004)).

En otro trabajo de investigacion describimos que otros derivados de glucosamina con grupos lipéfilos en posicidn
enomérica y grupos sulfato, glicolipidos sulfatados de férmula |, son capaces de inhibir el crecimiento de
melanomas y gliomas (l. Garcia-Alvarez et al., J Med Chem 50, 364 (Jan 25, 2007)).Estos procesos son
irreversibles pues las células transformadas entran en apoptosis, fragmentandose el ADN (l. Garcia-Alvarez et
al., J Med Chem 52: 1263-1267 (2009)). Sin embargo, en los ensayos que se describen en esta solicitud de
patente se observé que las células afectadas por el tratamiento, tanto astrocitos como microglia, se recuperan en
el momento que dicho tratamiento se retira, de manera que el mecanismo de inhibicion es diferente al de las
células transformadas.

En los procesos oncoldgicos se promueve la proliferacién celular y por ende la producciéon de factores solubles,
por ejemplo EGF, para la sefializacién de las células transformadas. Por el contrario en las células neurales
normales después de una lesién disminuyen drasticamente los niveles de factores de crecimiento y se producen
gran cantidad de sefales inhibitorias (J. Dill et al., J Neurosci 28 (36): 8914-28 (2008)). Uno de los objetivos de la
presente invencion es proporcionar un compuesto que inhiba esta inhibicién, proveniente fundamentalmente de
las células gliales, provocando asi la activacion de la recuperacion fisioldgica en la zona del SNC afectada. De
esta forma, se consigue aumentar los niveles enddgenos de factores solubles como el factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF segun sus siglas en inglés) al no ser consumidos por las células gliales, permitiendo
que alcancen a los otros tipos celulares implicados en la transmisién y preservacion de los impulsos nerviosos,
es decir neuronas y oligodendrocitos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En esta invencion describimos el uso de glicolipidos sintéticos que promueven el crecimiento axonal,
incrementan la produccién de mielina en oligodendrocitos e inhiben la division de células de astroglia y microglia.
Asi también demostramos que este comportamiento se debe a una interaccion directa con la proteina RhoGDla,
que forma parte de la cascada de sefalizacion para RhoGTPasas. Estos compuestos son estables, solubles en
solventes polares y su efecto desaparece al ser eliminados.

En un primer aspecto, la presente invencién se refiere al uso de un compuesto de férmula |
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donde
R" es un resto alquenilo Cs-Cys que contiene uno o mas enlaces carbono-carbono dobles,
R? se selecciona del grupo que consiste en metilo y metilo fluorado, y

al menos uno de los sustituyentes R®o R* es un grupo SO3M, donde M se selecciona del grupo que consiste en
hidrégeno, metal alcalino, amonio y amina cuaternaria, y el otro sustituyente, sino es un grupo SOz:M, se
selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y acilo;

para fabricar un medicamento para tratar patologias del sistema nervioso central en las que estan implicadas las
células gliales y las RhoGTPasas. Preferiblemente, estas patologias del sistema nervioso central estan
seleccionadas del grupo que consiste en lesion por trauma del SNC, enfermedad des-mielinizante, enfermedad
neuro-inflamatoria y trastorno mental causado por bajo nivel de BDNF.

En realizaciones preferidas de la presente invencion, una enfermedad des-mielinizante puede ser el Sindrome de
Guillan Barré o la Esclerosis Multiple. Por otro lado, una enfermedad neuro-inflamatoria puede ser la Enfermedad
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de Alzheimer o la Enfermedad de Parkinson. Adicionalmente, los trastornos mentales pueden ser tendencias
suicidas o dependencia a drogas.

El término “metilo fluorado” se refiere a un grupo fluorometilo, difluorometilo o trifluorometilo.

El término “acilo” se refiere, en la presente invencién, a un radical de acido carboxilico lineal o ramificado, que
tiene de 1 a 6 4tomos de carbono, y que se une al resto de la molécula mediante un enlace éster, como, por
ejemplo y sin caracter limitante, acetilo, propanoilo, butanoilo o pentanoilo.

El término “amina cuaternaria” se refiere, en la presente invencion, a un radical -NRaRyR:Rq4, donde Ra, Ry, Rc y
R4 se seleccionan de forma independiente del grupo que consiste en alquilo C4-Cs.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere al uso del compuesto de férmula | tal como se
describe en este primer aspecto de la invencion para fabricar un medicamento para tratar una lesién por trauma
del sistema nervioso central (SNC). Preferiblemente, para tratar una lesién cervical, dorsal o lumbar.

En una realizacion preferida, R' se selecciona del grupo que consiste en octadec-9-enilo y geranilgeranilo de
férmula:

= = = /r,ﬁ

El grupo octadec-9-enilo también se conoce como oleilo.

En otra realizacion preferida, R® y R* son ambos SOsM, donde M se selecciona del grupo que consiste en
hidrogeno, metal alcalino, amonio y amina cuaternaria. Preferiblemente, M es un metal alcalino seleccionado del
grupo que consiste en sodio y potasio.

En una realizaciéon ain mas preferida, R' selecciona del grupo que consiste en octadec-9-enilo y geranilgeranilo
tal como se describe en los parrafos anteriores.

En otra realizacion preferida, la presente invencién se refiere al uso del compuesto de férmula | tal como se
describe en esta solicitud de patente, donde R'es octadec-9-enilo, R? es metilo, R® es hidrégeno y R* es SOsM,
y donde M es un metal alcalino seleccionado del grupo que consiste en sodio y potasio.

Adicionalmente, la presente invencion también se refiere a un compuesto de formula | tal como se describe en
este primer aspecto para tratar patologias del sistema nervioso central en las que estan implicadas las células
gliales y las RhoGTPasas, preferiblemente seleccionadas del grupo que consiste en lesién por trauma del SNC,
enfermedad des-mielinizante, enfermedad neuro-inflamatoria y trastorno mental causado por bajo nivel de BDNF.
En una realizacion ain mas preferida, para tratar una lesién por trauma del sistema nervioso central (SNC).

Ademas, la presente invencion también se refiere a un método para tratar una patologia del sistema nervioso
central en las que estan implicadas las células gliales y las RhoGTPasas, preferiblemente seleccionada del grupo
que consiste en lesion por trauma del SNC, enfermedad des-mielinizante, enfermedad neuro-inflamatoria y
trastorno mental causado por bajo nivel de BDNF, donde dicho método comprende administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de férmula | tal como se describe en este primer aspecto de la
invencion. En una realizacion aun mas preferida, la presente invencion se refiere a un método para tratar una
lesién por trauma del sistema nervioso central.

En un segundo aspecto, la presente invencién se refiere a un compuesto de formula I, caracterizado porque
R" es un resto alquenilo Cs-Cys que contiene uno o mas enlaces carbono-carbono dobles,
R? se selecciona del grupo que consiste en metilo y metilo fluorado, y

al menos uno de los sustituyentes R®o R* es un grupo SO3M, donde M se selecciona del grupo que consiste en
hidrégeno, metal alcalino, amonio y amina cuaternaria, y el otro sustituyente, sino es un grupo SOz:M, se
selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y acilo;

siempre que cuando R? es metilo, R® y R* son grupos SOzM.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere al compuesto de féormula |, donde R’ se selecciona
del grupo que consiste en octadec-9-enilo y geranilgeranilo de férmula:
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En otra realizacion preferida, la presente |nvenC|on se refiere al compuesto de férmula | donde R? es un grupo
trifluorometilo. Preferiblemente, adicionalmente R' se selecciona del grupo que consiste en octadec-9-enilo y
geranilgeranilo.

En otra realizacion preferida, la presente invencion se reflere al compuesto de férmula | donde R3 y R4 son
ambos grupos SO3M. Preferiblemente, adicionalmente R' se selecciona del grupo que consiste en octadec-9-
enilo y geranilgeranilo.

En un tercer aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento de obtenC|on del compuesto de formula
| tal como se describe en el segundo aspecto de la presente invencién, donde R® y R* son SOs;M y M se
selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, metal alcalino, amonio y amina cuaternaria, caracterizado
porque comprende:

a) reaccion de un compuesto de formula Il con un alcohol de férmula 11l en presencia de un acido para obtener un
compuesto de formula 1V,

OH
OH
O
(0]
1
HO nnmQOH HO ninnOR
HO NH > HO NH
/i\%
R +R'-OH R2 o

(1 (1) (V)
donde
R' es un resto alquenilo Cs-Cys que contiene uno o mas enlaces carbono-carbono dobles, y
R? se selecciona del grupo que consiste en metilo y metilo fluorado; y

b) tratar el compuesto IV con un agente de sulfatacion para obtener el compuesto de formula | donde R® y R*son
SOzM.

En una realizacién preferida el acido es un acido prético. Preferiblemente, el acido prético se puede seleccionar
del grupo que consiste en &cido sulfurico, acido p-toluensulfénico, acido camforsulfonico, &acido
trifluorometanosulfénico, acido clorhidrico, acido bromhidrico y acido yodhidrico. En una realizacion mas
preferida, el acido prético puede ser acido sulfurico adsorbido sobre silice.

Se entiende como agente de sulfatacion un reactivo o mezcla de reactivos capaces de generar un grupo SOs3,
por ejemplo SOs-trietilamina, SOs-trimetilamina o SOgs-piridina. En una realizacion preferida, el agente de
sulfatacién es SOjs-piridina.

La presente invencion también se refiere al procedimiento de obtencién del compuesto de formula | tal como se
describe en el segundo aspecto de esta solicitud de patente, donde R® es hidrégeno, R* es SOsM y M se
selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, metal alcalino, amonio y amina cuaternaria, caracterizado
porque comprende:

a’) reaccion de un compuesto de formula IV con 2,3-butanodiona y etanol, en presencia de un acido prético para
obtener un compuesto de formula V,
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OH OH
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HO NH 0 NH
/K OEt
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(V) V)

donde
R" es un resto alquenilo Cs-Cys que contiene uno o mas enlaces carbono-carbono dobles, y
R? se selecciona del grupo que consiste en metilo y metilo fluorado;

b") tratar el compuesto V con un agente de sulfatacion para obtener el compuesto de férmula VI; e

0SOzM
)
o mnQOR!
EtO
0 NH
OEt
RS0 (v

¢’) hidrolizar el compuesto VI en presencia de un acido prético para obtener el compuesto de formula | donde R®
es hidrégeno y R*es SOz;M, donde M se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, metal alcalino, amonio
y amina cuaternaria.

En una realizacion preferida, el compuesto de féormula IV se obtiene por reaccion de un compuesto de formula Il
con un compuesto de férmula Ill tal como se describe en la etapa a) del procedimiento de obtenciéon de un
compuesto de formula | donde R? y R* son SO3M.

En otra realizacion preferida, el acido prético utilizado en la etapa a”) es acido camforsulfénico.
En otra realizacion preferida, el agente de sulfatacion es SOs-piridina.
En otra realizacion preferida, el acido proético utilizado en la etapa c¢’) es acido acético glacial.

En una realizacién aun mas preferida, la presente invencion se refiere al procedimiento de obtencién de un
compuesto de formula | donde R® es hidrégeno, R* es SO3M y M se selecciona del grupo que consiste en
hidrégeno, metal alcalino, amonio y amina cuaternaria, donde el acido protico utilizado en la etapa a“) es acido
camforsulfénico, el agente de sulfatacion es SOs-piridina y el acido protico utilizado en la etapa c¢’) es acido
acético glacial.

La presente invencion también se refiere al procedimiento de obtenciéon del compuesto de férmula | tal como se
describe en el segundo aspecto de la presente invencion, donde R® es SO3M, R*es hidrégeno y M se selecciona
del grupo que consiste en hidrégeno, metal alcalino, amonio y amina cuaternaria, caracterizado porque
comprende:

a’’) reaccion de un compuesto de férmula IV con 2,2-dimetoxipropano en presencia de un acido proético para
obtener un compuesto de férmula ViII;
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(IV) (Vi
donde
R" es un resto alquenilo Cs-Czs que contiene uno o mas enlaces carbono-carbono dobles, y
R? se selecciona del grupo que consiste en metilo y metilo fluorado;

b"’) tratar el compuesto VII con un agente de sulfatacion e hidrolizar el grupo acetal para obtener el compuesto
de formula | donde R® es SOsM y R*es hidrégeno.

En una realizacion preferida, el compuesto de férmula IV se obtiene por reaccion de un compuesto de formula Il
con un compuesto de férmula Ill tal como se describe en la etapa a) del procedimiento de obtenciéon de un
compuesto de formula | donde R® y R* son SO3M.

En otra realizacion preferida, el acido protico de la etapa a’’) es acido p-toluensulfénico.

Sobre el compuesto de formula VIl se lleva a cabo una reacciéon de sulfatacion en la que tiene lugar al mismo
tiempo la introduccién del grupo sulfato en la posicién C-3 y la hidrélisis del grupo acetal, conduciendo al
compuesto de féormula |, donde R® es SO;M y R* es H. En otra realizacion preferida, el agente de sulfatacion es
SO;3-piridina.

Cualquiera de las tres variables de procedimiento de obtencién del compuesto de formula | tal como se describe
en esta solicitud de patente puede comprender la adicion de una fuente de M para obtener el compuesto de
féormula | donde M se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, metal alcalino, amonio y amina
cuaternaria. Preferiblemente, el procedimiento de obtencion del compuesto de férmula | comprende la adicion de
NaOH o KOH, segun M sea Na o K respectivamente, tras la etapa de sulfatacion.

En un cuarto aspecto, la presente invencidén se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un
compuesto de féormula | tal como se describe en el segundo aspecto de la presente invencion.

Algunos ejemplos de las composiciones farmacéuticas de la presente invencién son sélidos tal como tabletas,
pildoras, capsulas o sélido granulado; o liquidos tal como disoluciones, siropes, suspensiones o emulsiones.
Estas composiciones farmacéuticas pueden ser adecuadas para la administracién oral, nasal, tdpica o
parenteral.

En una realizacion preferida de la presente invencion, las composiciones farmacéuticas son adecuadas para la
administracion oral, tanto en forma sdlida como liquida. Las posibles formas para la administracion oral pueden
contener excipientes convencionales conocidos en el ambito farmacéutico, como agentes agregantes (p.e.
sirope, acacia, gelatina, sorbitol, tragacanto o polivinil pirrolidona), rellenos (p.e. lactosa, azlcar, almidon de
maiz, fosfato de calcio, sorbitol o glicina), disgregantes (p.e. almiddn, polivinil pirrolidona o celulosa
microcristalina) o surfactantes farmacéuticamente aceptable, por ejemplo el lauril sulfato de sodio.

Las composiciones para administracién oral pueden ser preparadas por métodos los convencionales de
Farmacia Galénica, como mezcla y dispersion. Las tabletas se pueden recubrir siguiendo métodos conocidos en
la industria farmacéutica.

Las composiciones farmacéuticas se pueden adaptar para la administraciéon parenteral, como soluciones
estériles, suspensiones, o liofilizados de los compuestos de la invencion, empleando la dosis adecuada. Se
pueden emplear excipientes adecuados, como agentes tamponadores del pH o surfactantes.

Las formulaciones anteriormente mencionadas pueden ser preparadas usando métodos convencionales, como
los descritos en las Farmacopeas de diferentes paises y en otros textos de referencia en el sector farmacéutico.
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La administracion de los compuestos o composiciones de la presente invencion puede ser realizada mediante
cualquier método adecuado, como la infusidén intravenosa y las vias oral, intraperitoneal o intravenosa. La
administracion oral es la preferida por la conveniencia de los pacientes y por el caracter crénico de las
enfermedades a tratar.

La cantidad administrada del compuesto de férmula | de la presente invencién dependera de la relativa eficacia
del compuesto elegido, la severidad de la enfermedad a tratar y el peso del paciente. Sin embargo, los
compuestos de esta invencién seran administrados una o mas veces al dia, por ejemplo 1, 2, 3 6 4 veces diarias,
con una dosis total entre 0.1 y 1000 mg/Kg/dia. Es importante tener en cuenta que puede ser necesario introducir
variaciones en la dosis, dependiendo de la edad y de la condicion del paciente, asi como modificaciones en la via
de administracion.

Los compuestos y composiciones de la presente invencidon pueden ser empleados junto con otros medicamentos
en terapias combinadas. Los otros farmacos pueden formar parte de la misma composicion o de otra
composicién diferente, para su administracién al mismo tiempo o en tiempos diferentes.

En un quinto aspecto, la presente invencion se refiere a un derivado marcado quimicamente de formula VII,
donde M se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, metal alcalino, amonio y amina cuaternaria.
Preferiblemente, M es potasio.

0S03M
(0]
HO|||||||| ||||||||O
HO NH
CH3(CHy)7

N—__
(CH2)5——NH / 0

© \
_—N

NO,

Vil

Con objeto de conocer la capacidad de internalizacion de los glicolipidos sulfatados sintéticos por células
neurales, se prepard el compuesto fluorescente de formula VIII. Con el fin de comprobar si la actividad inhibitoria
es modificada por la presencia del grupo fluorescente, se ensayo como inhibidor de la proliferacion de células de
microglia y astroglia frente al analogo sin grupo quorescente (Ver Flg 3; Tabla 1 en Ejemplos), esto es, el
compuesto de formula | donde R' es un resto de oleilo, R? es metllo R esH,y R* es SO3K. Posteriormente se
observo que el compuesto fluorescente era internalizado por las células neurales (Ver Fig. 4 en Ejemplos).

En un sexto aspecto, la presente invencion también se refiere a un método de obtencion del compuesto de
férmula VIII tal como se ha describe en esta solicitud de patente, caracterizado porque comprende:

a) hidrolizar el compuesto de formula | donde R' es octadec-9-enilo, R? es trifluorometilo, R® es hidrégeno y R* es
SOs3M para obtener a un compuesto de formula I1X;

0SO3M

HOuumn unnnQ

%
Z
Z
N

HO Ha

CH3(CHy)7
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(1X)

b) acilar el compuesto de formula IX con un compuesto de formula X para obtener el compuesto de férmula VIII.

HO
N
(CH2)s——NH / o
d \
_—=N
NO,

X)

En una realizacion preferida, el compuesto de formula | hidrolizado en la etapa a) se obtiene por el procedimiento
descrito en esta solicitud de patente.

Preferiblemente, el compuesto de formula | se hidroliza con metanol-trietilamina-agua (4:1:0.5) para eliminar el
grupo trifluoroacetilo.

El compuesto de formula X se puede obtener previamente a partir de NBD y un acido tal como acido 6-amino-
hexanoico.

En un séptimo aspecto, la presente invencién se refiere a un reactivo de analisis que comprende el compuesto
de férmula | tal como se describe en el segundo aspecto, donde R? es metilo fluorado, o un compuesto de
férmula VIl tal como se describe en el quinto aspecto de la presente invencion.

En caso de que se utilice el reactivo de analisis como agente de imagen en técnicas de andlisis in-vivo, éste
puede ser adecuado para administracion intravenosa, intraperitoneal u oral.

El reactivo de analisis adecuado para administrarse de forma parenteral puede ser una solucién, una suspension
o un liofilizado del compuesto de la presente invencion, empleando la dosis adecuada. Se pueden emplear
excipientes adecuados, como agentes tamponadores del pH o surfactantes.

En un octavo aspecto, la presente invencion se refiere al uso del compuesto de férmula | tal como se describe en
el segundo aspecto, donde R? es metilo fluorado, o un compuesto de férmula VIl tal como se describe en el
quinto aspecto de la presente solicitud de patente, para fabricar un reactivo de analisis para realizar ensayos
bioldgicos.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere al uso del compuesto de formula VIl tal como se
describe en el quinto aspecto, para fabricar un reactivo de analisis para realizar ensayos bioldgicos basados en
la deteccidn de fluorescencia, preferiblemente estudios de biodistribucion.

El marcaje de un compuesto bioactivo con un grupo quimico fluorescente es de gran utilidad en estudios de
biodistribucion basados en la deteccion de fluorescencia, ya que estos compuestos permiten la deteccion de
modo sensible y cuantitativo del compuesto en tejidos, células y estructuras sub-celulares empleando
microscopia de fluorescencia.

Adicionalmente, la presente invencion también se refiere a un compuesto de férmula VIII tal como se describe en
el quinto aspecto, para realizar ensayos biolégicos basados en la deteccion por fluorescencia.

Ademas, la presente invencion también se refiere a un método para realizar ensayos biolégicos basados en la
deteccién por fluorescencia, donde dicho método comprende administrar un compuesto de féormula VIII tal como
se describe en el quinto aspecto

En otra realizacion preferida, la presente |nvenC|on se refiere al uso del compuesto de férmula | tal como se
describe en el segundo aspecto, donde R? es metilo fluorado, preferiblemente trifluorometilo, para fabricar un
reactivo de analisis para realizar ensayos bioldgicos basados en la deteccion de fltor.

A modo de ejemplo, y sin que sirva de limitacion, un ejemplo preferido de los ensayos biolégicos en los que
puede emplearse el compuesto de formula I donde R? es trifluorometilo, pueden ser estudios de bio-distribucion
y metabolismo basados en la deteccion de °F por resonancia magnética nuclear.
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Adicionalmente, la presente invencion también se refiere a un compuesto de formula | tal como se describe en
este segundo aspecto, donde R? es un metilo fluorado, para realizar ensayos biolégicos basados en la deteccion
de fltor. Preferiblemente R? es trifluorometilo.

Ademas, la presente invencion también se refiere a un método para realizar ensayos biolégicos basados en la
deteccién de fluor, donde dicho método comprende administrar un compuesto de férmula | tal como se describe
en este segundo aspecto de la invencion, donde R? es un metilo fluorado. Preferiblemente R? es trifluorometilo.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS:

Figura 1: Estimulacion del exo-crecimiento neuritico de negjronas espinzales por el compuesto4IG-20, glicosido
que se corresponde con el compuesto de formula I, donde R es oleilo, R* es metilo, R®es H y R" es SOzK.

Figura 2: El glicosido 1G-20 promueve el crecimiento de oligodendrocitos y la expresion de mielina, mientras que
inhibe la astroglia.

Figura 3: Los compuestos 1G20, 1G20-disulfato e 1G20-NBD inhiben la proliferaciéon de células de microglia y
astroglia. Los compuestos 1G20, 1G20-disulfato y IG20-NBD corresponden, respectivamente, a los compuestos 3,
8 y 11 de los ejemplos de sintesis.

Figura 4: El glicésido 1G-20 interactua con la proteina RhoGDla en el citosol de las células gliales.
EJEMPLOS:

A continuacion se ilustra la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores, que ponen de
manifiesto la especificidad y efectividad de los compuestos de la presente invencion.

Procedimiento general de preparacién de los compuestos de férmula |

A partir del monosacarido N-acetil-glucosamina o hidrocloruro de D-glucosamina, se han preparado derivados de
férmula general I

OR*

HO nnOR!?

~
2
Z
Z
Z
A

NH
A

R%0

R?

U
donde
R’ es un resto alquenilo Cs-Cys que contiene uno o mas enlaces carbono-carbono dobles,
R? se selecciona independientemente del grupo que consiste en metilo y metilo fluorado, y

al menos uno de los sustituyentes R®0 R*es un grupo SOsM, donde M se selecciona del grupo que consiste en
hidrogeno, metal alcalino, amonio y amina cuaternaria, y el otro sustituyente, sino es un grupo SOsM, se
selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y acilo.

La preparacion de los compuestos de formula | donde R? es metilo comenzé con la reaccion de N-acetil-
glucosamina con un alcohol de cadena hidrocarbonada insaturada para dar el glicosido correspondiente. A partir
de este glicésido, que presentaba tres grupos hidroxilo libres, se realizé la proteccion selectiva de dos hidroxilos,
seguida del tratamiento con un agente de sulfatacion y eliminacién del grupo protector, dando lugar al compuesto
de formula I, donde R? es un metilo, y R®o R* es un grupo SOsM.

10
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Alternativamente, el tratamiento del glicésido con un agente de sulfatacion permite obtener el compuesto de
formula |, donde R? es un metilo, y R3y R* son ambos un grupo SOzM.

Preparacion de oleil N-acetil-a-D-glucosaminido (1)

OH

HO nnno

\
T

N

%O CHs(CHz);

N-acetil-glucosamina (500 mg, 2.26 mmol) y alcohol oleico (85%) (4.1 mL, 11.3 mmol) se disolvieron en
nitrometano (2 mL) bajo atmésfera de argén. A continuacion se afiadié H,SO4 adsorbido sobre silice (50 mg) y la
mezcla fue agitada durante 4 horas, a 100 °C. Transcurrido este tiempo la mezcla de reaccion se enfrio a
temperatura ambiente y el producto se aislé6 mediante una columna de gel de silice (AcOEt-MeOH 10:0—10:1),
obteniéndose 1 puro (405 mg, 38%). [alo: +103.1° (c 0.95, MeOH). '"H RMN (300 MHz, CD3;0D): & 5.4-5.3 (m,
2H), 4.74 (d, 1H, J=3.5 Hz), 3.9-3.8 (m, 2H), 3.7-3.5 (m, 4H), 3.4-3.3 (m, 2H), 2.0-1.9 (m, 4H), 1.94 (s, 3H), 1.6-
1.5 (m, 2H), 1.3-1.2 (m, 22H), 0.86 (t, 3H, J=7.2 Hz). *C RMN (75 MHz, CDsOD): & 172.41, 129.70, 129.66,
97.29, 72.55, 71.65, 71.22, 67.79, 61.56, 54.39, 32.07, 31.92-28.33, 27.00, 26.10, 23.7, 13.33. MS (ES) m/z
(calcd 471.4): 472.4 (M+1), 473.4 (M+2). Anal. Calcd para CzsH4oNOs: C 66.21, H 10.47, N 2.97. Encontrado: C
65.99, H 10.31, N 2.84.

HO

Previamente se habia preparado el catalizador acido H>SO. adsorbido sobre silice (35%). Para ello, se
resuspendieron 10 g de silica gel (200-325 mesh) en éter etilico (50 mL) y H,SO4 concentrado (3 mL) fue afiadido
lentamente, gota a gota, con agitacion. Durante el proceso de adsorcion, 10 min, la suspensiéon se agité
suavemente a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se eliminé el disolvente por destilacién y la silice se
seco a presion reducida (2-4 mbar), calentando a 60 °C durante 3 h.

Preparacion de la sal potasica del oleil N-acetil-3,4-O-(2,3-dietoxi-but-2,3-di-il)-6-O-(oxo-sulfonil)-o-D-

glucosaminido (2)

0S0zK

EtO Qi mimnQ

Z
Z
2
2
Z

o CH3(CHy)7
OEt

Una solucién de 1 (100 mg, 0.21 mmol) en etanol (1.5 mL) fue tratada con 2,3-butanodiona (41 pL, 0.47 mmol),
acido canforsulfénico (10 mg, 0.04 mmol) y trietilortoformiato (0.23 mL, 1.4 mmol) bajo Ar. La mezcla se agité a
60 °C durante 3.5 h. Después de enfriar, la mezcla fue neutralizada con trietilamina, concentrada y el producto de
reaccion purificado por cromatografia en columna de gel de silice (hexano-AcOEt, 1:1 — 0:1), para dar un sélido
(98 mg), que fue disuelto en piridina anhidra (5 mL). Se afiadié el complejo SOs-piridina (509 mg, 3.20 mmol),
agitando a temperatura ambiente, bajo Ar, durante 1 h. Pasado este tiempo, la mezcla fue concentrada y el
residuo disuelto en metanol-H,O (2:1, 7 mL). Este residuo fue neutralizado con una disoluciéon de KOH 0.5 M,
concentrado y purificado por cromatografia en columna de gel de silice (CH.Cl,-metanol, 6:1), para dar 2 (95 mg,
61%). '"H RMN (200 MHz, CDsOD): & 5.4-5.3 (m, 2H), 4.83 (d, 1H, J=3.4 Hz), 4.6-4.4 (m, 2H), 4.3-3.4 (m, 8H),
2.2-2.0 (m, 7H), 1.6-1.2 (m, 36H), 1.0-0.9 (m, 3H).
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Preparacion de |a sal potasica del oleil N-acetil-6-O-(oxo-sulfonil)-o-D-glucosaminido (3, 1G-20)

0S03K

HOmumm nimnQ

Z

2
Z
2

HO HN

\ﬁo CH3(CHa)7

El compuesto 2 (79 mg, 0.11 mmol) fue disuelto en una mezcla de acido acético-H,O (2:1, 10 mL) y agitado
durante 3 h, a 65 °C. La mezcla se concentré y el residuo se purificd por cromatografia en columna de gel de
silice (CH2Cly-metanol, 5:1 — 4:1) para dar 3 (42 mg, 66%). [a]p: +69.0° (c 1.18, MeOH). 'H RMN (300 MHz,
CDsOD): 6 5.4-5.3 (m, 2H), 4.76 (d, 1H, J=3.4 Hz), 4.26 (dd, 1H, J=2.4 Hz, J=11.0 Hz), 4.18 (dd, 1H, J=5.6 Hz,
J=10.7 Hz), 3.89 (dd, 1H, J=3.7 Hz, J=10.7 Hz), 3.8-3.6 (m, 4H), 3.4-3.3 (m, 2H), 2.0-1.9 (m, 7H), 1.6-1.5 (m, 2H),
1.3-1.2 (m, 22H), 0.90 (t, 3H, J=6.8 Hz). MS (ES) m/z (calcd 589.3): 590.3 (M+1). Anal. Calcd para CsH4sKNOgS:
C 52.94, H 8.20, N 2.37, S 5.44. Encontrado: C 52.86, H 8.19, N 2.40, S 5.31.

Preparacion de la sal potasica del oleil N-acetil-3-O-(oxo-sulfonil)-a-D-glucosaminido (4)

OH

HOmmim mmno

\
W
=R\Y

N

%O CH3(CHy)7

El compuesto 1 (76 mg, 0.16 mmol), disuelto en DMF anhidra (1 mL), fue tratado con 2,2-dimetoxipropano (0.18
mL, 0.8 mmol) y acido p-toluensulfénico (4 mg). La mezcla fue agitada durante 2 h. a temperatura ambiente,
tratado con trietilamina hasta pH neutro y concentrado a vacio. El residuo se disolvié en piridina anhidra (4.5 mL).
A continuacion se afadio el complejo SOs-piridina (0.5 g, 3.3 mmol), y se agité a t.a. bajo Ar durante 1.5 h.
Pasado este tiempo, la mezcla fue concentrada a vacio, el residuo disuelto en metanol-H2O (2:1, 2 mL), tratado
con una solucion de KOH 0.5 M hasta pH neutro y concentrado a vacio. El residuo se extrajo con metanol, se
concentré a vacio y se purificd por cromatografia en columna de gel de silice (CH2Cl>-metanol, 6:1) para dar 4
(82.1 mg, 82%). [alp: +39.4° (c 0.89, MeOH). "H RMN (300 MHz, CD3;0D): & 5.4-5.3 (m, 2H), 4.48 (d, 1H, J=3.2
Hz), 4.48 (dd, 1H, J=10.7 Hz, J=11.0 Hz), 3.96 (dd, 1H, J=3.7 Hz, J=10.7 Hz), 3.8-3.5 (m, 4H), 3.4-3.3 (m, 2H),
2.0-1.9 (m, 7H), 1.6-1.5 (m, 2H), 1.3-1.2 (m, 22H), 0.90 (t, 3H, J=7.1 Hz). >C RMN (75 MHz, CD30D): & 173.69,
130.84, 130.81, 98.32, 80.03, 73.64, 70.85, 69.15, 62.26, 54.10, 33.57, 33.02, 30.9-27.3, 23.70, 22.87, 14.46. MS
(ES) m/z (calcd 589.3): 590.2 (M+1). Anal. Calcd para CzsHisKNOgS: C 52.94, H 8.20, N 2.37, S 5.44.
Encontrado: C 53.10, H 8.35, N 2.62, S 5.60.

KO5S0

La preparacion de los compuestos de formula | donde R? es trifluorometilo comenzo por la reaccion del
hidrocloruro de D-glucosamina con S-etil tiol trifluoroacetato, para dar lugar a N-trifluoroacetil-D-glucosamina
como mezcla de andmeros. La reaccion de glicosilacion de la mezcla N-trifluoroacetil a,B-D-glucosamina
obtenida con un alcohol de cadena hidrocarbonada insaturada, dio lugar al N-trifluoroacetil glicésido
correspondiente. A continuacion se traté con un agente de sulfatacion para obtener el compuesto de féormula I,
donde R% es trifluorometilo, al menos uno de los sustituyentes R®o R*es un grupo SO3M, donde M se selecciona
del grupo que consiste en hidrégeno, metal alcalino, amonio y amina cuaternaria, y el otro sustituyente, sino es
un grupo SO3M, se selecciona del grupo hidrégeno y acilo.
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Preparacion de N-trifluoroacetil-a, 3-D-glucosamina (5)

OH

HOnnn nnnQH

2
Z
2
7
2

N

%0

F3C

T

HO

Una suspensién de hidrocloruro de D-glucosamina (0.51 g, 2.32 mmol) en metanol anhidro (2.5 mL) fue tratada
con un equivalente de metdxido sédico en metanol (53 mg de Na disueltos en 0.6 mL de metanol). La mezcla se
agité a temperatura ambiente hasta obtener una solucion transparente, con un precipitado blanco de NaCl en el
fondo. Se afadio trifluoroacetato de S-etiltiol (SETFA) (0.42 mL, 3.26 mmol) y la mezcla de reaccion fue agitada
a temperatura ambiente durante 17 h. (TLC: AcOEt-MeOH, 2:1). Pasado este tiempo, el disolvente se eliminé a
presion reducida y el residuo fue extraido con acetona caliente. Se afiadio eter etilico al extracto de acetona a 0
°C y se dejo cristalizar a 4 °C durante 12 h. EI compuesto cristalizado fue filtrado y lavado con acetona a 0 °C,
para dar 5 como un solido blanco. El compuesto 5 fue obtenido como una mezcla de anémeros, relacion (a/f 7:3)
(399 mg, 62%). Mp: 180-184 °C. [a]o: +54.6° (c 0.5, MeOH). 'H RMN (400 MHz, CDs0D): & 5.15 (d, <1H, J=3.0
Hz), 4.69 (d, <1H, J=8.3, Hz), 3.9-3.7 (m, 3H), 3.8-3.6 (m, <2H), 3.53 (dd, <1H, J=10.4, 8.4 Hz), 3.04 (dd, 1H,
J=10.4, 3.6 Hz). °C RMN (100 MHz, CDsOD): & 159.2, 119.4, 96.3, 92.0, 78.2, 75.3, 73.2, 72.5, 72.2, 71.9, 62.8,
62.7, 59.1, 56.7. MS (ESI +) m/z (calcd 275.0623): 276.0696 (M+H)", 543.3621 (M+NH,)". Anal. Calcd para
CgH12F3NOs: C 34.92, H 4.40, N 5.09. Encontrado: C 35.00, H 4.15, N 4.52.

Preparacion de oleil N-trifluoroacetil-a.-D-glucosaminido (6)

OH

HOmmimnm nmmno

\
"

N

%O CH3(CHa)y

FsC

HO

El compuesto 5 (1.18 g, 4.29 mmol) fue disuelto en alcohol oleico al 85 % (8 mL, 21.4 mmol, 5 eq) y tratado con
H2SO4 adsorbido sobre silice (35 %) (236 mg). La mezcla de reaccion fue agitada bajo argén, a 180 °C, durante
20 min (TLC: AcOEt). Pasado este tiempo la mezcla de reacciéon fue enfriada a temperatura ambiente y el
residuo purificado por cromatografia en columna de gel de silice (Hexano-AcOEt 2:1 — 0:1) para dar 6 como un
solido (604 mg, 29 %). Mp: 118-123 °C. [a]o: +86.0° (¢ 0.5, MeOH). 'H RMN (400 MHz, CD30D): & 5.4-5.3 (m,
2H), 4.86 (d, 1H, J=3.6 Hz), 3.90 (dd, 1H, J=10.8, 3.6 Hz), 3.9-3.8 (m, 1H), 3.80 (t, 1H, J=1.9 Hz), 3.8-3.7 (m, 2H),
3.60 (ddd, 1H, J=9.9, 5.5, 2.3 Hz), 3.5-3.3 (m, 2H), 2.1-1.9 (m, 4H), 1.8-1.5 (m, 2H), 1.5-1.1 (m, 22H), 0.90 (t, 3H,
J=7.0 Hz). ®C RMN (100 MHz, CD30D): & 159.2, (q, J=37.5 Hz), 117.5 (q, J=287.6 Hz), 130.8, 130.8, 97.7, 73.8,
72.3,71.9, 68.98, 62.6, 56.2, 33.1, 30.9, 30.9, 30.6, 30.6, 30.6, 30.5, 30.5, 30.4, 30.3, 28.1, 28.1, 27.3, 23.8, 14.5.
MS (ESI +) m/z (calcd 525.3283): 526.3345 (M+H)", 543.3621 (M+NH,)". Anal. Calcd para CasH4sF3sNOs: C 59.41,
H 8.82, N 2.66. Encontrado: C 59.66, H 9.12, N 2.69.

La preparacion previa de H,SO4 adsorbido sobre silice tiene lugar de igual forma que para obtener el compuesto

(1).
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Preparacion de |a sal potasica del oleil N-trifluoroacetil-6-O-(oxo-sulfonil)-a-D-glucosaminido (7)

0SOzK

HOmmimnm mmno
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Z
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%O CH3(CHy)7

El compuesto 3 (458 mg, 0.87 mmol) fue disuelto en piridina anhidra (1 mL) y tratado con el complejo SOs-
piridina (290 mg, 1.82 mmol). La mezcla de reaccion fue agitada bajo argdn, a temperatura ambiente, durante 1 h
y 20 min. Pasado ese tiempo, se eliminé el disolvente a presién reducida y el residuo fue disuelto en MeOH-H,O
(2:1, 6 mL), neutralizado con una solucién de KOH 0.5 M y concentrado a vacio. El residuo fue extraido con
metanol, concentrado y purificado por cromatografia en columna de gel de silice (AcOEt/MeOH/EtsN 1:0:0.005 —
1:0.5:0.005) para dar 7, como un sélido amarillo (360 mg, 64%). 'H NMR (300 MHz, CD30D): & 5.42 — 5.27 (m,
2H), 4.91 (s, 1H), 4.27 (dd, J = 10.9, 2.2 Hz, 1H), 4.18 (dd, J = 10.9, 5.1 Hz, 1H), 3.90 (dd, J = 10.7, 3.5 Hz, 1H),
3.82 (dd, J = 8.1, 2.8 Hz, 1H), 3.76 (dd, J = 4.7, 2.5 Hz, 1H), 3.72 (dd, J = 8.2, 4.5 Hz, 1H), 3.44 (d, J = 8.6 Hz,
1H), 3.41 — 3.34 (m, 2H), 2.03 (m, 4H), 1.57 (m, 2H), 1.46 — 1.11 (m, 22H), 0.90 (t, J = 6.7 Hz, 3H). °C NMR (126
MHz, CDsOD): & 157.63, 129.42, 129.39, 96.19, 70.62, 70.45, 70.28, 67.66, 66.67, 54.73, 31.64, 29.49, 29.42,
29.38, 29.37, 29.33, 29.22, 29.20, 29.18, 29.17, 29.15, 29.02, 28.94, 28.90, 26.72, 26.69, 25.83, 22.31, 13.04.
MS (ESI -) m/z (calcd 604.2771): 604.2778 (M)

Preparacion de |a sal di-potasica del oleil N-trifluoroacetil-3,6-O-di-(oxo-sulfonil)-a-D-glucosaminido (8)

0S04K

HOumim e

\
T

N

%O CH3(CHz)

F3C

KO3S0

El compuesto 3 (458 mg, 0.87 mmol) fue disuelto en piridina anhidra (1 mL) y tratado con el complejo SOs-
piridina (290 mg, 1.82 mmol). La mezcla de reaccion fue agitada bajo argon, a temperatura ambiente, durante 1 h
y 20 min. Pasado ese tiempo, se elimind el disolvente a presién reducida y el residuo fue disuelto en MeOH-H,0O
(2:1, 6 mL), neutralizado con una solucion de KOH 0.5 M y concentrado a vacio. El residuo fue extraido con
metanol, concentrado y purificado por cromatografia en columna de gel de silice (AcOEt/MeOH/Et3;N 1:0:0.005 —
1:0.5:0.005) para dar 8 como un sdélido (125 mg, 19 %). 'H NMR (300 MHz, CD30D): 8 5.42 — 5.29 (m, 2H), 5.11
(d, 3 =3.5Hz, 1H), 4.59 (dd, J = 10.8, 8.9 Hz, 1H), 4.30 (dd, J = 10.8, 2.0 Hz, 1H), 4.19 (dd, J = 10.8, 5.4 Hz, 1H),
3.91(dd, J=5.1, 2.7 Hz, 1H), 3.89 — 3.84 (m, 1H), 3.76 (dt, J = 9.9, 6.1 Hz, 1H), 3.66 — 3.58 (m, 1H), 3.40 (dt, J =
10.0, 6.4 Hz, 1H), 2.03 (d, J = 5.5 Hz, 4H), 1.57 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 1.35 — 1.25 (m, 22H), 0.90 (t, J = 6.7 Hz, 3H).
®C NMR (75 MHz, CD;0OD): & 174.06, 131.37, 131.33, 98.62, 80.09, 72.30, 71.34, 69.66, 68.58, 54.70, 33.53,
31.38, 31.29, 31.19, 31.07, 30.92, 30.86, 30.78, 28.64, 28.58, 27.77, 24.21, 23.30, 14.97. MS (ESI -) m/z (calcd.
684.2351): 684.2383 (M), 341.6207 (M)~
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Preparacion de |a sal potasica del oleil 6-O-(oxo-sulfonil)-o-D-glucosaminido (9)

0S0zK

HOmimm mmnQ

.
\\\\\\
A\

NH
Ho 2 CHy(CHy);

Se disolvié 7 (100 mg, 0.16 mmol) en metanol-trietilamina-agua 4:1:0.5 (1 mL) y se agité a 50 °C durante 48 h.
Pasado este tiempo, la mezcla se concentrd a vacio y el residuo se purificd por cromatografia en columna de gel
de silice (AcOEt-MeOH-Et3N 5:1:0.005 —[10:1:0.005) para dar 9 (60 mg, 71 %) como un solido blanco. Rs: 0.23
(ACOEt-MeOH 2:1). [a]o: +36° (c 8.6, MeOH). "H RMN (400 MHz, CD30D): & 5.4-5.3 (m, 2H), 4.93 (d, J = 3.7 Hz,
1H), 4.22 (dd, J = 10.9, 2.1 Hz, 1H), 4.16 (dd, J = 11.0, 4.9 Hz, 1H), 3.78 — 3.74 (m, 1H), 3.73 — 3.69 (m, 1H),
3.66 (dd, J = 10.3, 9.0 Hz, 1H), 3.52 — 3.42 (m, 1H), 3.42 — 3.35 (m, 1H), 3.04 — 2.96 (m, 1H), 2.08 — 1.92 (m, 4H),
1.62 (m, 2H), 1.42 — 1.19 (m, 22H), 0.88 (t, 3H). "°C NMR (100 MHz, CD50D): 5 130.83, 111.19, 97.52, 72.21,
71.41, 69.41, 67.74, 55.98, 33.07, 30.93, 30.84, 30.80, 30.77, 30.68, 30.65, 30.61, 30.53, 30.45, 30.41, 30.33,
28.17, 23.74, 14.46. HRMS (ESI +) m/z (calcd. 508.29 para C2sH4sNO7S): 510.3065 (M-2H)", 532.2763 (M-K-H)".

Preparacién de la sal potasica del oleil 2-[6-(7-nitrobenzofurazan)-aminohexanamida]-6-O-(oxo-sulfonil)-o.-D-

glucosaminido (11).

0S04K
(0]
HOmnm nmno
HO NH
CH3(CHy)7
N\

(CH2)s——NH / o}

© \

=N

NO,

Se disolvié 9 (90.2 mg, 0.16 mmol) en THF anhidro (2 mL) y se trat6 con el acido 10 (72.5 mg, 0.25 mmol), 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (47.2 mg, 0.25 mmol) y 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (10.0 mg, 0.08
mmol). La mezcla de reaccién se agitdé bajo argéon a temperatura ambiente durante 24 h. Pasado este tiempo, el
disolvente se eliminé a vacio y el residuo se purificd por cromatografia en columna de gel de silice (CHxCl,-
MeOH-Et3N, 1:0:0.005 - 0:1:0.005) para dar 11 como un sélido blanco (95 mg, 70%). R = 0.31 (CH2Cl,-MeOH
4:1). [alo: + 39.4° (¢ 11.3, MeOH). 'H NMR (300 MHz, CD30D): & 8.51 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.35 (d, J = 8.9 Hz,
1H), 5.30 (m, 2H), 4.77 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.26 (dd, J = 10.7, 2.0 Hz, 1H), 4.17 (dd, J = 10.8, 5.3 Hz, 1H), 3.89
(dd, J = 10.8, 3.6 Hz, 1H), 3.81 — 3.72 (m, 1H), 3.71 — 3.68 (m, 1H), 3.65 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 3.53 (s, 2H), 3.42 (d,
J =9.5 Hz, 1H), 3.39 — 3.33 (m, 1H), 2.29 (t, 2H), 1.98 (s, 4H), 1.87 — 1.76 (m, 2H), 1.70 (dd, 2H), 1.54 (m, 2H),
1.50 (m, 2H), 1.28 (m, 22H), 0.89 (t, 3H). "°C NMR (100 MHz, CDsOD): 5 175.07, 144.54, 144.48, 137.53, 130.28,
130.20, 129.61, 97.15, 71.28, 70.98, 70.65, 67.81, 67.04, 35.55, 32.43, 31.88, 31.06, 29.94, 28.86, 28.14, 27.49,
26.95, 26.37, 26.28 26.18, 22.56, 13.30. HRMS (ESI-) m/z (calcd 784.371 for C3sHssN5012S): 784.3716 (M)

Ensayos relativos a la actividad terapéutica de los compuestos de la presente invencion

Se diseccionaron ganglios espinales (GE) de embriones de rata (E15) y se incubaron por 12h sobre células
promotoras del crecimiento axonal (aldainoglia) para permitir la adhesion celular de las neuronas contenidas en
el GE al sustrato de aldainoglia. Posteriormente se afiadieron diferentes concentraciones de 1G-20, compuesto 3
obtenido tal como se describe en los ejemplos de sintesis. Los co-cultivos de GE/aldainoglia se fijaron después
de 3 dias de incubacion, lo que reveld la presencia de axones, dendritas y somas de las neuronas por anticuerpo
anti-neurofilamento (Fig. 1d, 1e, 1f). La presencia de células totales son mostradas por la sefial fluorescencte de
los nucleos marcados con Hoechst (Fig. 1a, 1b, 1c). Los nucleos alejados del cuerpo central corresponden a
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células de aldainoglia o aquellas que migran desde el GE. Las imagenes para neurofilamento fueron extraidas
(Fig. 1g, 1h, 1i), se midi6 y compar6 el area de crecimiento neuritico con los controles (Fig. 1j, 1k). Como
resultado se observé un profuso y significativo incremento del exo-crecimiento neuritico a 5 uM de 1G-20 (Fig.1e,
1h), al compararlo con el crecimiento promovido por la aldainoglia control (Fig. 1d, 1g). Un aumento de 5 veces
esta concentracion redujo este exo-crecimiento neuritico (Fig. 1f, 1j). Se obtuvo una ampliacién neta en el area
de crecimiento neuritico de 1250 pm2 por encima del control con células de aldainoglia (Fig. 1k). La velocidad
promedio de exo-crecimiento neuritico en presencia de aldainoglia, 625um/72h correspondiendo a 8,3 um/h, fue
duplicada en presencia de 1G-20 (5 uM) hasta 1250 ym/ 72h, lo que corresponde a 17,36 um/h. Las barras de
calibracion a 500 pym; (x) corresponden a P<0.05 (P= 0.019).

Para estudiar como afecta el compuesto de férmula | al crecemiento de oligodendroitos, a la expresion de la
mielina y la inhibiciéon de la astroglia, cortezas cerebrales de ratas postnatales PO-P1 fueron diseccionadas y
disgregadas enzimaticamente para cultivo celular. Después de 2 semanas de incubacion los frascos de cultivo
fueron agitados durante 12 horas. Las células en suspension fueron cosechadas, se descarté la microglia, y
posteriormente se cultivo en DMEM mas SBF 10%. Se incubd por 6 h para facilitar la adhesion celular y se
afadio el 1G-20 (30 uM) al grupo tratado, las células fueron cultivadas por 2 semanas, siendo renovado el medio
cada 3 dias. Finalmente las células se fijaron para inmunocitoquimica y se revelo con anticuerpo para: GFAP,
MBP; mientras que lo nucleos fueron detectados por Hoechst.

El tratamiento disminuy6 en un 20% la proporcion de células GFAP+, que corresponden a astroglia, mientras que
incremento en un 10% la oligodendroglia madura, MBP+ (Fig. 2d). Se observé una dramatica disminucion del
marcaje para GFAP, en comparacion al grupo control no tratado, lo que contrasta con el incremento de la sefial
para MBP (Fig. 2¢, f). En ambos casos las diferencias fueron muy significativas. Es notable el gran tamafio de las
células de astroglia con relacién a los oligodendrocitos, que son escasamente detectables en los controles no
tratados (flecha en 2a, b). Los cultivos tratados con IG-20 revelaron oligodendrocitos con una talla 3-4 veces
superior a los controles (flecha en 2c) y una profusa arborizacién, junto con expresion de GFAP
significativamente menor. GFAP, Glial Fibrillary Acidic Protein; MBP, Mielin Basic Protein; barras de calibracién a
75 um (a, ¢) y 25 ym (b), segun se muestra; (-+) corresponde a P < 0.001.

Para estudiar la proliferacion de células de microglia y astroglia se utilizaron dos lineas celulares de microglia
murina (BV-2, N13); asi como astroblastos primarios aislados de cortezas cerebrales de ratas postnatales en dia
cero (P0). Las células fueron mantenidas en DMEM mas SBF 10%, crecidas y tratadas para ensayo de inhibicion
de la proliferacién celular, como publicamos anteriormente (. Garcia-Alvarez et al., J Med Chem 50, 364 (Jan 25,
2007)). En ambas lineas de microglia observamos una inhibicion efectiva de la proliferacion por el 1IG-20, con una
IC50 de 21.0 y 3.4 uM para células BV-2 y N13, respectivamente (Fig 3A, 3B). También observamos inhibicién
efectiva de microglia y astrocitos (Fig 3C, 3D) a 7.8 y 11.4 uM para el IG-20 conjugado con el grupo fluorescente
NBD; asi como para el derivado del IG-20 con 2 grupos sulfatos y donde R? es trifluorometilo (IG-20 Disulfato).
Concluimos que la actividad inhibitoria del IG20-NBD no se afecta por la presencia del grupo fluorescente, siendo
su IC50 muy similar a la obtenida para glicésido 1G-20 no conjugado, que fue utilizado como control en estos
ensayos. Sin embargo, el derivado 1G-20 disulfato disminuy6 3 veces su actividad versus 1G-20 en astrocitos, a
una concentracion de 30 uM vs 9.3 uM respectivamente, aunque la inhibicién de microglia no se vio afectada
(Tabla 1).

Tabla 1: Inhibicién de microglia y astrocitos por glicésidos

Células Tipo, especie Glicésido ICs0 (UM) *

BV-2 Microglia, raton 1G-20 21+ 3.7

N13 Microglia, raton 1G-20 34+£01

N13 Microglia, raton IG20-NBD 7.8+0.6

N13 Microglia, raton 1G-20 Disulfato 3.0+£0.8
Astrocitos Astroglia, rata 1G-20 9.3+£0.7
Astrocitos Astroglia, rata IG20-NBD 11.4+£0.7
Astrocitos Astroglia, rata 1G-20 Disulfato 30.0+4.8

(+) ICs0 £ SE
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Células de astrocitos primarios y de microglia (BV-2) fueron tratadas con el glicosido 1G-20 a 30 uM, lisadas y
sometidas a centrifugacién diferencial para fraccionamiento celular. Se recogié la fraccién soluble y se mezcld
con tampon de lisis (1:1). Se afadié anticuerpo anti-RhoGDla (15 pg) y se incubd en rotaciéon a 4°C toda la
noche. Se inmunoprecipité con Proteina A-Sepharose (20ul) lavada previamente con PBS y se centrifugd 3
minutos a 1100 rpm. Se afiadi6 a la Proteina A-Sepharose la mezcla anterior (1:1). Esta mezcla fue incubada en
rotacion a 4°C una hora y media, y después centrifugada 5 minutos a 2500 rpm a 4°C. Tras descartar el
sobrenadante, el precipitado se lavo tres veces con tampodn de lisis. Se eluy6 el inmunocomplejo de la Proteina
A-Sepharose con 5 volumenes del tampodn de elucién (0,1 M de Glicina, pH=2,9) y un volumen de 1 M tris-HCI,
pH=9 para neutralizacion. La mezcla se centrifugé 5 minutos a 2500 rpm a 4°C y se recogio el sobrenadante. La
muestra inmunoprecipitada con anti-RhoGDla, se dividié para su analisis por Western blot y se envio al servicio
de espectrometria de masas del Hospital Nacional de Parapléjicos de Toledo.

En las figuras 4a y 4b se muestra que el glicosido IG20-NBD penetra en las células gliales, acumulandose en el
citosol de astrocitos y de células de microglia. No se observo sefal de co-localizacién en el nicleo en ninguno de
los dos tipos celulares ensayados. Las zonas de fluorescencia son muy débiles en los limites de las células
primarias (Fig. 4a), descendiendo la sefial del IG20-NBD hacia la membrana celular. Sin embargo en las zonas
intracelulares (Fig 4a, b) se destacan acumulos o zonas punteadas de IG20-NBD de diferente tamafio que
forman agregados en el interior de las células de astrocitos y microglia.

Adicionalmente, las figuras 4c y 4d muestran que el glicosido 1G20 interacciona directamente con la proteina
RhoGDla, tanto en astrocitos (Fig 4c), como en microglia (Fig 4d). Esto se verificd por inmunoprecipitacion para
RhoGDla en la linea celular de microglia BV-2, asi como en cultivos primarios de astrocitos. Los cultivos fueron
incubados con 30uM del glicosido 1G-20, utilizando como control células no tratadas. Cada muestra
inmunoprecipitada fue dividida para ser analizada por Western Blotting (WB) y Espectrometria de Masas (EM).
Observamos en las células control (-) y tratadas (+) una sefial de 27kDa, correspondiente a RhoGDla, revelada
con un anticuerpo monoclonal especifico para los ensayos de WBs. Sin embargo solo las preparaciones de
células, astrocitos o BV-2, bajo tratamiento con 1G-20 (+) co-immunoprecipitaron con el glicolipido sulfatado.
Este fue detectado por EM como un pico de relacion masa/carga = 550 (Fig. 4c, 4d), correspondiente al
glicosido sintético. Las fracciones citoplasmaticas estuvieron enriquecidas en el compuesto 1G-20, que fue
débilmente detectado en las fracciones de membrana ensayadas (dato no mostrado). Esta co-
inmunopreciptacion del glicésido 1G-20 y RhoGDla con el anticuerpo especifico anti-RhoGDla, evidencia una
interaccion directa de ambas moléculas en el citosol.

Los resultados descritos en la figura 4 indican que el glicolipido sulfatado 1G-20 se une a la proteina RhoGDla en
el citosol de las células gliales. Este glicolipido sulfatado podria entonces alterar el componente final de la via de
sefalizacion BDNF/TrkB-T1/RhoGDla, la cual opera de manera muy marcada en microglia y astroglia [20-22].
Asi mismo, demostramos que el exo-crecimiento neuritico y la mielinizaciéon (Figs.1, 2) fueron promovidos por el
compuesto 1G-20, que inhibié la proliferacion de microglia y astroglia (Fig. 3 y Tabla 1), disminuyendo la sefial de
GFAP y el tamafio de los astrocitos (Fig. 2).
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto de férmula |

OR*

HOi mnnoR?!

R%0 NH

U
donde
R" es un resto alquenilo Cs-Czs que contiene uno o mas enlaces carbono-carbono dobles,
R? se selecciona del grupo que consiste en metilo y metilo fluorado, y

al menos uno de los sustituyentes R®o R* es un grupo SOsM, donde M se selecciona del grupo que consiste en
hidrogeno, metal alcalino, amonio y amina cuaternaria, y el otro sustituyente, sino es un grupo SOsM, se
selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y acilo;

para fabricar un medicamento para tratar patologias del sistema nervioso central en las que estan implicadas las
células gliales y las RhoGTPasas.

2. Uso de un compuesto de formula | segun la reivindicacion 1, donde las patologias del sistema nervioso central
estan seleccionadas del grupo que consiste en lesién por trauma del SNC, enfermedad des-mielinizante,
enfermedad neuro-inflamatoria y trastorno mental causado por bajo nivel de BDNF.

3. Uso de un compuesto de féormula | segun la reivindicacion 2, para fabricar un medicamento para tratar una
lesién por trauma del SNC.

4. Uso de un compuesto de formula | segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde R' se selecciona
del grupo que consiste en octadec-9-enilo y un grupo geranilgeranilo de formula:

= = = /r,f

5. Uso de un compuesto de férmula | segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde R® y R* son
ambos SO3;M, donde M es un metal alcalino y se selecciona del grupo que consiste en sodio y potasio.

6. Compuesto de férmula |, caracterizado porque
R" es un resto alquenilo Cs-Cys que contiene uno o mas enlaces carbono-carbono dobles,
R? se selecciona del grupo que consiste en metilo y metilo fluorado, y

al menos uno de los sustituyentes R®o R* es un grupo SO3M, donde M se selecciona del grupo que consiste en
hidrégeno, metal alcalino, amonio y amina cuaternaria, y el otro sustituyente, sino es un grupo SOzM, se
selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y acilo;

siempre que cuando R? es metilo, R® y R* son grupos SOzM.

7. Compuesto de férmula | segun la reivindicaciéon 6, donde R’ se selecciona del grupo que consiste en octadec-
9-enilo y geranilgeranilo de férmula:

18



10

15

20

ES 2441427 Al

= = = /Prr‘

8. Compuesto de formula | segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7, donde R? es un grupo
trifluorometilo.

9. Procedimiento de obtencion del compuesto de formula | tal como se describe en una cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 8, donde R® y R* son SO3;M y M se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, metal
alcalino, amonio y amina cuaternaria, caracterizado porque comprende:

a) reaccion de un compuesto de formula Il con un alcohol de férmula Ill en presencia de un acido para obtener un
compuesto de formula 1V,

OH OH
0} (0]
HOunmm nnQoH HOumnm mmnoR!
HO %%H > HO %%H
A
R; 0 +R'-OH R2 o)

(I i (V)
donde
R" es un resto alquenilo Cs-Cys que contiene uno o mas enlaces carbono-carbono dobles, y
R? se selecciona del grupo que consiste en metilo y metilo fluorado; y

b) tratar el compuesto IV con un agente de sulfatacion para obtener el compuesto de formula | donde R® y R*son
SOsM.

10. Procedimiento de obtencion del compuesto de férmula | tal como se describe en una cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 8, donde R® es hidrégeno, R* es SOsM y M se selecciona del grupo que consiste en
hidrégeno, metal alcalino, amonio y amina cuaternaria, caracterizado porque comprende:

a’) reaccion de un compuesto de formula IV con 2,3-butanodiona y etanol, en presencia de un acido prético para
obtener un compuesto de férmula V,

OH OH
(@] o
HOunumn 1nimoR?! > o nnnnoR!
EtO
HO NH K -
/K OEt /&
R2 o R2 o
(V) V)

donde

19



ES 2441427 Al

R" es un resto alquenilo Cs-C2s que contiene uno o mas enlaces carbono-carbono dobles, y
R? se selecciona del grupo que consiste en metilo y metilo fluorado;

b’) tratar el compuesto V con un agente de sulfatacion para obtener el compuesto de férmula VI; e

0OSOzM
(0}
o mnnoR?
EtO
o NH
OEt
R0 W)

¢’) hidrolizar el compuesto VI para obtener el compuesto de férmula | donde R®es hidrégeno y R*es SOsM.

11. Procedimiento de obtencion del compuesto de férmula | tal como se describe en una cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 8, donde R® es SOsM, R* es hidrégeno y M se selecciona del grupo que consiste en
hidrégeno, metal alcalino, amonio y amina cuaternaria, caracterizado porque comprende:

10 a’’) reaccion de un compuesto de férmula IV con 2,2-dimetoxipropano en presencia de un acido protico para
obtener un compuesto de férmula ViII;

OH

ninnoR!
HO i minmoR?

Z
Z
Z
Z
Z
z

HO NH

(V) (VI
15 donde
R' es un resto alquenilo Cs-C2s que contiene uno o mas enlaces carbono-carbono dobles, y
R? se selecciona del grupo que consiste en metilo y metilo fluorado;

b"") tratar el compuesto VII con un agente de sulfatacion e hidrolizar el grupo acetal para obtener el compuesto
de formula | donde R® es SO3M y R* es hidrégeno.

20 12. Composicion farmacéutica que comprende un compuesto de férmula | tal como se describe en una
cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8.

13. Derivado marcado quimicamente de formula VIII, donde M se selecciona del grupo que consiste en
hidrégeno, metal alcalino, amonio y amina cuaternaria.
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0S03M
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N

NO,

VI
14. Método de obtencion de un compuesto de férmula VI, caracterizado porque comprende:

a) hidrolizar el compuesto de formula | donde R es octadec-9-enilo, R? es trifuorometilo, R® es hidrégeno y R* es
5 SOs3M para obtener a un compuesto de formula 1X;

0OSOzM

HOunnm nunnQ

NH
Ho 2 CHs(CHy)7
(1X)

b) acilar el compuesto de formula IX con un compuesto de formula X para obtener el compuesto de férmula VIII.

HO
(CHy) ' ~o
2)5 NH
o / \
/ N
NO,
10 (X)

15. Reactivo de analisis que comprende un compuesto de féormula | tal como se describe en una cualquiera de
las reivindicaciones 6 a 8, donde R? es un metilo fluorado, o un compuesto de formula VIl tal como se describe
en la reivindicacion 13.

15 16. Uso del compuesto de férmula VIII tal como se describe en la reivindicacién 13, para fabricar un reactivo de
analisis para realizar ensayos biolégicos basados en la deteccion de fluorescencia.
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17. Uso del compuesto de formula | tal como se describe en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 donde
R? es un metilo fluorado, para fabricar un reactivo de andlisis para realizar ensayos biolégicos basados en la
deteccion de fluor.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201231045

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento NUmero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 GARCIA-ALVAREZ, I. et al. Journal of Medicinal Chemistry 2007, 22.12.2006
Vol. 50, N° 2, pp. 364-373.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién 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 declaracién

El objeto de la invencién es el uso de un compuesto de férmula general | para fabricar un medicamento para tratar
patologias del sistema nervioso central en las que estan implicadas las células gliales y las RhoGTPasas; el compuesto de
férmula general I; un procedimiento para la obtencion de dicho compuesto | cuando posee dos grupos sulfato
(R3:R42803M); un procedimiento para la obtencién de | cuando cuenta con un solo grupo sulfato (R4=803M); un
procedimiento para la obtencién de | cuando R®=S0sM; una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de
férmula I; un derivado marcado quimicamente de férmula VIII); un procedimiento para la obtencién de VIII; un reactivo de
analisis que comprende un compuesto de compuesto de férmula | é un compuesto de férmula VIII; el uso de VIl para
fabricar un reactivo de analisis; y el uso de | para fabricar un reactivo de analisis.

El documento D01 divulga una serie de derivados de N-acetilglucosamina que presentan actividad antimitotica y antitumoral
en lineas celulares de glioma y, por tanto, inhiben el crecimiento de tumores neurales (ver pagina 364, resumen). En
concreto, en el documento se recogen los comEuestos sulfatados 42 y 51, que se incluyen dentro de la férmula general | de
la solicitud, cuando en dicha féormula general R™ es (CH2)sCH=CH(CH;)7CHj3, R? es CHs, R® es SOsK en 42 y Hen 51, R* es
H en 42 y SO3K en 51 (ver pagina 367, tabla 1), asi como un procedimiento para su preparacion por sulfatacion del
compuesto 12 (compuesto IV de la invencidn), previa proteccion de los grupos hidroxilo que no se desea sulfatar (ver pagina
366, esquema 5). De esta forma, la reaccién de 12 con 2,2-dimetoxipropano en presencia de acido p-toluensulfénico da lugar
al compuesto protegido 38 (compuesto VII de la solicitud; etapa a”) del procedimiento de la invencion), que se somete a
sulfatacion con el complejo SOs-piridina e hidrdlisis, lo que proporciona el producto final 42 (etapa b”)). Del mismo modo, el
tratamiento de 12 con 2,3-butanodiona en medio acido da lugar al derivado 45 (compuesto V de la solicitud; etapa a’) del
procedimiento de la invencién), que tras sulfatacion se transforma en el producto sulfatado 48 (etapa b’)), cuya hidrélisis da
lugar al producto final 51 (etapa c’)).

Por tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1, 6, 10-12 no es nuevo segun lo divulgado en el documento
DO1 (Articulo 6.1 de la Ley de Patentes 11/1986).

Sin embargo, no se ha encontrado en el estado de la técnica divulgacion ni sugerencia alguna que pudiera dirigir al experto
en la materia hacia la invencion recogida en las reivindicaciones dependientes 2-5, que recogen determinados aspectos del
uso de un compuesto de férmula | para la preparacién de un medicamento, relativos tanto a las patologias concretas de
aplicacion, como a la naturaleza de los radicales R:-R? del compuesto |, ni 7 y 8, relativas a los compuestos de formula | que
tienen determinados radicales R* y R

Del mismo modo, tampoco se ha encontrado divulgacion ni sugerencia en el estado de la técnica que pudiera conducir hacia
un procedimiento de obtencion de un compuesto de formula | en el que R® y R* son grupos SOsM (reivindicacion
independiente 9), a un derivado marcado quimicamente de férmula VIII y un procedimiento para su obtencion
(reivindicaciones independientes 13 y 14), un reactivo de andlisis que comprende un compuesto de férmula | 6 un compuesto
de férmula VIII (reivindicacion independiente 15), el uso de VIII para fabricar un reactivo de analisis y el uso de | para fabricar
un reactivo de andlisis (reivindicaciones independientes 16 y 17).

En consecuencia, se considera que el objeto de las reivindicaciones 2-5, 7-9, 13-17 relne, respecto al estado de la técnica,
los requisitos de novedad y actividad inventiva recogidos en los Articulos 6.1y 8.1 de la Ley de Patentes 11/1986.
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