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DESCRIPCION

Composiciéon de proteasa estabilizada que comprende una serina proteasa, derivados de morfolino e inhibidores
inversos de dicha serina proteasa

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a una composicion enzimatica en la que la enzima se estabiliza mediante ciertos
aditivos en una combinacion de la invencion. Mas particularmente, la invencion atafie a una composiciéon de serina
proteasa que comprende un inhibidor reversible de la serina proteasa y un compuesto estabilizante adicional M
como se define mas adelante.

Antecedentes

Las serina proteasas son un grupo de enzimas proteoliticas que se caracterizan por tener un residuo de serina y de
histidina en su sitio activo. Muchas enzimas bien conocidas pertenecen a este grupo, por ejemplo tripsina, calicreina,
trombina y plasmina. Varias de ellas tienen utilidad practica, La tripsina se usa en la industria del cuero. La trombina
se usa como agente hemostatico para detener las hemorragias por heridas. La uroquinasa y el activador del
plasminégeno tisular, otras dos serina proteasas, se usan clinicamente como agentes tromboliticos en el tratamiento
del infarto de miocardio agudo. Algunas de estas enzimas se han usado ampliamente como herramientas de
investigacion en, por ejemplo, la determinacién de la estructura proteica. Ademas, las enzimas se usan en varios kit
diagnosticos.

Comun a la mayoria de las serina proteasas es su limitada estabilidad en solucion. Esto se debe principalmente a la
autodegradacion cuando se queda en solucioén, debido a su propiedad como proteasas. Esta limitada estabilidad es
un problema cuando el material se tiene que almacenar en solucién. Las preparaciones comerciales de serina
proteasa disponibles actualmente estan esencialmente, siempre, en forma de soluciones congeladas o polvos
liofilizados, con los inconvenientes obvios. El tiempo adicional necesario para la disolucion del polvo o la
descongelacién de la solucion congelada a la temperatura correcta es el aspecto mas importante. No obstante, con
estas preparaciones existen otros problemas. Para las soluciones congeladas, existe la necesidad de temperaturas
controladas (-20 °C) en todas las etapas desde la fabricacidn, el transporte y el almacenamiento hasta el
almacenamiento de nuevo en el "kit de emergencia". Para los polvos liofilizados, existe la necesidad de una solucién
de reconstitucion con un grado aceptable de pureza y estabilidad. Asimismo, el material con frecuencia tiene que
prepararse en condiciones de asepsia (mezclando las dos partes) en un ambiente que puede ser no controlado (tal
como clima inclemente o ausencia de un suministro de agua limpia) y existe la necesidad de verificar que los polvos
se han mezclado adecuadamente. Estos son inconvenientes importantes de los productos disponibles hoy en dia,
afiadiendo a su complejidad de uso sus costes.

Para la trombina, que, preferentemente, tiene que estar disponible inmediatamente para usar detener la hemorragia,
los problemas de estabilidad han forzado a los fabricantes a usar trombina liofilizada o soluciones en congelacion
profunda. Por tanto, requieren cierta cantidad de tiempo para preparar el uso. Los dos agentes tromboliticos
uroquinasa y activador del plasmindgeno tisular se venden en forma de preparaciones liofilizadas que se tienen que
disolver antes de usar. Dado que el tratamiento trombolitico del infarto de miocardio agudo tiene que iniciarse lo
antes posible tras el inicio del infarto, cualquier retraso de tiempo causado por dicha preparacién supone un
problema.

Se han realizado muchos esfuerzos para encontrara modos de estabilizar las diversas serina proteasas. Para la
tripsina, que se degrada bastante rapido, un agente simple y estabilizante eficiente es el ion calcio (Sipos T y Merkel
J, Biochemistry 9:2766 (1970)). La disminucién del pH a menos de 4 también es un procedimiento que funciona con
algunas de las enzimas, como la tripsina y la plasmina, pero no es viable con la trombina, ya que ésta se inactiva de
forma irreversible a un pH inferior a 5. Se pueden usar inhibidores reversibles de la proteasa, pero son menos
frecuentes, ya que interfieren de un modo perjudicial en la acciéon de la enzima con son usados (véase mas
adelante).

Para la estabilizacion del activador del plasminégeno tisular (tPA), normalmente se usa la adicién del aminoacido
arginina. El material de tPA en uso clinico hoy en dia contiene arginina como estabilizante.

Asimismo, se han dedicado muchos esfuerzos a encontrar modos de estabilizar las soluciones de trombina. Como
ejemplos de aditivos estabilizantes se pueden mencionar las propuestas siguientes: acidos carboxilicos a
concentraciones altas, EDTA, varios aminoacidos, albumina, polimeros como polietilenglicol, polivinilpirrolidona y
alcohol polivinilico, glicerol, varias sales inorganicas, hidratos de carbono, gelatina, colageno.

La solicitud de patente de EE.UU. 2001/0033837 describe una preparacion de trombina que contiene un inhibidor del
enlace no covalente como estabilizante. Ademas, el inhibidor se combina con otros aditivos estabilizantes, como
azucares o acidos carboxilicos, que previamente se han descrito en patentes u otras publicaciones.

El documento JP 2000300250 describe la estabilizacion de las soluciones de trombina mediante la adicién de
alcohol polivinilico, gelatina o polivinilpirrolidona en diferentes soluciones tampon.
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En el documento GB 1354761, las proteasas y las amilasas se estabilizan en diversos grados mediante una serie de
sustancias, tales como alcoholes alifaticos, acidos carboxilicos, compuestos heterociclicos que contienen grupos
hidroxilo y aminas alifaticas o aliciclicas.

Por tanto, se ha descrito la estabilizacién de una serina proteasa usando inhibidores (documento US 2001/0033837,
ant.). El problema con este enfoque es que el inhibidor disminuye totalmente el efecto de la enzima, si no se ha
eliminado antes de usar la preparacion. Si se usa un inhibidor potente, se pierde la mayoria de la actividad
enzimatica. Un enfoque mejor es usar un inhibidor reversible de la fuerza intermedia. No obstante, incluso en este
caso, se perdera una parte considerable de la actividad enzimatica inicial, dado que la concentracion del inhibidor
aumenta con el fin de obtener un buen efecto de estabilizacion.

La solicitud de patente japonesa JP2004191367 describe un reactivo de ensayo que contiene trombina estabilizada
para analizar la capacidad de coagulacion de la sangre. El reactivo de ensayo contiene trombina y un inhibidor de la
trombina, y también puede comprender uno o mas compuestos estabilizantes de la trombina seleccionados de ion
calcio, un acido organico, un tensioactivo y un proteina.

Los documentos WO 02/100830, WO 02/22575, WO 00/20394, WO 99/11658, WO 02/37937 y US 5,409,927
describen todos ellos diferentes compuestos inhibidores de la serina proteasa y su uso en composiciones
farmacéuticas para el tratamiento de diversas enfermedades, tales como la trombosis, en las que esta indicada la
inhibicion de las correspondientes serina proteasas.

Divulgacién de la invencion

Por tanto, es un objeto de la presente invencidon conseguir una composicion de serina proteasa que sea estable en
solucion y conserve un grado de actividad enzimatica que sea suficiente para el uso practico de la composicion.

Es otro objeto de la presente invencion proporcionar una composicién de serina proteasa que pueda usarse
directamente sin etapas de preparacion previas de material en congelacion profunda o liofilizado.

Es otro objeto de la presente invencién permitir un uso practico de inhibidores reversibles de serina proteasas con
fines de estabilizacién, mediante la condicién de de un componente estabilizante adicional.

Estos y otros objetos evidentes a partir del presente texto se consiguen mediante los diferentes aspectos de la
presente invencion, segun se reivindican.

Por lo tanto, un aspecto de la invencion proporciona una composicién que comprende a) una serina proteasa; b) un
inhibidor reversible de dicha serina proteasa; y ¢) un compuesto M que tiene la formula I:

1
R X R?
n
3
R N R*
5
R (1)
en la que
nes0,162;
Xes O, No CHy;

R'-R* son iguales o diferentes y se seleccionan entre H, -CH2-R6, -CH2—O-R6, -CHz-S-RG, -CH2—NH-R6, -CO-O-RG, -
CO-NH-R®, -CH2-NH-CO-R®, -CH2-O-CO-R®, -CH2-NH-CO-NHR®, -CH2-NH-CO-OR®, -CH2-NH-CS-NHR® y -CH,-O-
CO-NHR?;

R® es como R'-R* o P-Q;

P se selecciona entre -(CHz2)m- y -(CH2)m-Y-(CH2)m-, enlas que mes 1-6 e Y es O, NH 0 S;

Q se selecciona entre H, -SO3, -COOH, -NH3z, -OH y -CONH_;

seleccionandose cada R® individualmente entre H, alquilo inferior sustituido o sin sustituir, cicloalquilo sustituido o sin
sustituir, bencilo sustituido o sin sustituir, arilo sustituido o sin sustituir o anillo o anillos heteroaromaticos mono-, bi- o
triciclicos sin sustituir o sustituidos con uno o mas heteroatomos y heterociclos no aromaticos, seleccionandose los
sustituyentes de los grupos sustituidos entre alquilo inferior, halégenos, arilo sustituido o sin sustituir, compuestos
heteroaromaticos sustituidos o sin sustituir, heterociclos no aromaticos, alquiloxi, alquilamino;

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La presente invencién deriva de los resultados iniciales de un estudio sobre la estabilidad de la trombina, en el que,
sorprendentemente, se descubrié que la combinacion de la invencién de un inhibidor reversible de la enzima y un
compuesto M como se ha definido anteriormente tenian un fuerte efecto de estabilizacion sobre la enzima en
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solucion. Tanto el inhibidor de la trombina como el compuesto M solos tenian efectos de estabilizacion sobre la
trombina, pero la combinacién fue varias veces mejor que cualquiera de ellos (véase el Ejemplo 1). Por tanto,
cuando se combind una concentracion baja del inhibidor de la enzima con morfolina, MOPS o compuestos
relacionados, se obtuvo un efecto de estabilizacién de la enzima muy fuerte. Algunas composiciones analizadas
eran estables, como indica una disminuciéon menor del 30 % de la actividad, durante mas de 2 meses a 37 °C. De
acuerdo con los datos de publicaciones anteriores y confirmado por los presentes inventores, esto corresponderia a
6 meses a temperatura ambiente o 2,5 afios a temperatura de refrigerador. Los resultados del estudio inicial se
ampliaron para incluir experimentos sobre otras serina proteasas y, en estos experimentos, también se observo el
sorprendente efecto estabilizante.

Como se pone de ejemplo mas adelante, la composicion de acuerdo con la invencién exhibe una estabilidad
considerablemente mejorada en comparacidon con las composiciones enzimaticas sin la combinacion de los
ingredientes b) y c) de la invencién. Con el enfoque de la invencién se puede usar una concentracién baja de
inhibidor de la serina proteasa y seguir obteniendo un grado satisfactorio de estabilizacién. Por ejemplo, la
concentracién del inhibidor puede ser menor de lo sugerido anteriormente, por ejemplo en el documento US
2001/0033837. Con una concentracion tan baja del inhibidor, en la solucion enzimatica estabilizada se retiene
mucha mas actividad enzimatica.

En una realizacion de la invencion, la serina proteasa en la composicion se selecciona del grupo que consiste en
tripsina, calicreina, trombina, plasmina, uroquinasa, activador del plasminégeno tisular, forma activa del factor IX,
forma activa del factor X forma activa del factor XI. En una realizaciéon mas especifica, la serina proteasa es
trombina. En otra realizacion especifica, la serina proteasa es plasmina. En otra realizacion especifica mas, la serina
proteasa es tripsina.

Los expertos en la técnica conocen los inhibidores reversibles de las serina proteasas y cual es el éptimo para usar
variara en funcion de qué serina proteasa especifica se use. En general, es importante para el efecto previsto que el
inhibidor no tenga una fuera grande. En otras palabras, el efecto inhibidor tiene que ser lo suficientemente moderado
como para que la actividad enzimatica siga siendo utiimente elevada. Como guia, se ha descubierto que los
inhibidores que tienen una Ki entre 0,1 mM y 2 mM son adecuados para usar en la composicién de acuerdo con la
invencion, siendo un intervalo preferido de 0,04 nM a 0,5 nM.

En una realizacién, en la que la serina proteasa es trombina, el inhibidor reversible puede seleccionarse entre N-(2'-
fenoxi)-4-aminopiridina y derivados de la misma, benzamidina, N,N-dietiletiiendiamina, aminobenzamidina,
amidinopiridina y terc-butilamidina. En otra realizacion, en la que la serina proteasas es plasmina, el inhibidor
reversible se selecciona entre N,N-dietil-etilendiamina, aminobenzamidina y benzamidina. En otra realizacion, en la
que la serina proteasa es tripsina, el inhibidor reversible se selecciona entre aminobenzamidina y benzamidina.
Estas combinaciones de encimas e inhibidores son ejemplos ilustrativos, y no deben interpretarse como limitantes.

La composicion de acuerdo con la invencién comprende un compuesto M con la formula general | dada
anteriormente.

En realizaciones de la invencion, el compuesto M es un compuesto de formula l:

R! o) R?
R® N R*
'5
R

en la que

R'-R* son iguales o diferentes y se seleccionan entre H, -CHz-RG;

R% es como R'-R* o P-Q;

P se selecciona entre -(CHz2)m- y -(CH2)m-Y-(CH2)m-, enlas que mes 1-6 e Y es O, NH 0 S;

Q se selecciona entre H, -SO3, -COOH, -NH3z, -OH y -CONH_;

seleccionandose cada R® individualmente entre H, alquilo inferior sustituido o sin sustituir, cicloalquilo sustituido o sin
sustituir, bencilo sustituido o sin sustituir, arilo sustituido o sin sustituir o anillo o anillos heteroaromaticos mono-, bi- o
triciclicos sin sustituir o sustituidos con uno o mas heteroatomos y heterociclos no aromaticos, seleccionandose los
sustituyentes de los grupos sustituidos entre alquilo inferior, halégenos, arilo sustituido o sin sustituir, compuestos
heteroaromaticos sustituidos o sin sustituir, heterociclos no aromaticos, alquiloxi, alquilamino;

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, el compuesto M es un compuesto de férmula Ill:

4
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(III)

en la que

R® es -CH>-R® 0 P-Q;

P se selecciona entre -(CH2)m- 0 -(CH2)m-Y-(CH2)m-, enlasque mes 1-6 e Y es O, NH 0 S;

Q se selecciona entre H, -SO3, -COOH, -NHz, -OH y -CONH,,

seleccionandose cada R°® individualmente entre alquilo inferior sustituido o sin sustituir, sustituido o cicloalquilo sin
sustituir, bencilo sustituido o sin sustituir, arilo sustituido o sin sustituir, seleccionandose los sustituyentes de los
grupos sustituidos entre alquilo inferior, halégenos, arilo sustituido o sin sustituir, compuestos heteroaromaticos
sustituidos o sin sustituir, heterociclos no aromaticos, alquiloxi, alquilamino; o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo.

En algunas realizaciones de la invencién, el compuesto M se selecciona entre el grupo que consiste en morfolina,
acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico (MOPS), &cido morfolino butil sulfénico, acido morfolino propil carboxilico,
morfolino etilo alcohol y &cido morfolino etil sulfénico. Por lo tanto, son ejemplos de compuestos M para su uso en
las composiciones de este aspecto de la invencion, morfolina y acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico (MOPS).

Una composicion de acuerdo con la invencidn que muestra el efecto de estabilizacion es una en la que la serina
proteasa es trombina, el inhibidor reversible es N-(2'-fenoxi)-4-aminopiridina y el compuesto M es morfolina.

Otra composicion de acuerdo con la invencién que muestra el efecto de estabilizacidon es una en la que la serina
proteasa es trombina, el inhibidor reversible es aminobenzamidina y el compuesto M es morfolina.

Otra composicion de acuerdo con la invencién que muestra el efecto de estabilizacidon es una en la que la serina
proteasa es plasmina, el inhibidor reversible es N,N-dietiletilendiamina y el compuesto M es morfolina.

Otra composicion de acuerdo con la invencién que muestra el efecto de estabilizacién es una en la que la serina
proteasa es plasmina, el inhibidor reversible es aminobenzamidina y el compuesto M es morfolina.

En las composiciones de serina proteasa para administracion topica, por ejemplo en el lugar de la herida, se ha
producido el problema de que la composicion puede fluir faciimente o se la puede eliminar del lugar en el que se
aplica. Con el fin de resolver este problema, es posible afiadir a la composicién enzimatica un polimero adhesivo
que, después, sirve para el fin de hacer la composicion mas viscosa y adherente a la piel o en lugares de heridas.
Como realizacion de la presente invencion, tal adicion de un polimero adhesivo a la composicién de la invencion
puede tener un efecto beneficioso adicional e inesperado sobre su estabilidad. La adicién de un polimero sirve para
el doble fin de incrementar la viscosidad y la capacidad de adherencia de la composicion, al tiempo que ayuda a la
estabilizacion de la enzima todavia mas.

En algunas realizaciones de la invencidn, la composicién comprende ademas un polimero viscoso y adhesivo
seleccionado de polisacaridos y gelatina. Por tanto, el polimero puede ser, por ejemplo, un polisacarido, tal como
uno seleccionado de almidén, sus derivados, celulosa, sus derivados, y mezclas de los mismos. Ejemplos
especificos no limitantes de almidones utiles como aditivos a la composiciéon de acuerdo con la invencioén incluyen
almidén de maiz y almidén de patata mezclas de los mismos, mientras que ejemplos no limitantes de derivados de
celulosa utiles son carboximetilcelulosa y etilhidroxietilcelulosa y mezclas de los mismos. No obstante, también se
prevé que el polimero sea gelatina, tal como gelatina de un pez de agua fria.

De acuerdo con otro aspecto de la misma, la presente invencion proporciona el uso de una composicion tal como se
ha descrito anteriormente como medicamento.

Otro aspecto de la invencion atafie al uso de dicha composicién, en la que la serina proteasa es trombina, para la
preparacion de un medicamento para establecer hemostasia en un sujeto que sufre una hemorragia. También se
describe un procedimiento para establecer hemostasia en un sujeto que sufre una hemorragia, que comprende
aplicar una composicién de acuerdo con la invencién, composiciéon en la que la serina proteasa es trombina, en el
lugar de la hemorragia en una cantidad suficiente para disminuir o detener dicha hemorragia.

En relacién con dicho uso o procedimiento que usa una composicion de trombina de acuerdo con la invencién como
medicamento, la estabilidad de la composicion de la invencion ofrece beneficios en las circunstancias en las que se
usa. A menudo, las composiciones de trombina se usan en el contexto de situaciones de emergencia, en las que es
crucial que los sujetos dejen de sangrar. En estas mismas situaciones, es dificil el uso de preparaciones
hemostaticas de trombina convencionales, ya que a menudo requieren etapas de descongelacion (si estan
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congeladas) y/o disolucion (si estan liofilizadas) complicadas y que requieren tiempo. La presente invencion permite
la produccién de, por ejemplo, dichos agentes hemostaticos en forma de soluciones, cuya estabilidad es tal que
pueden almacenarse con facilidad durante amplios periodos de tiempo, por ejemplo en una ambulancia o un
helicéptero de urgencias, hasta que sean necesarias en el lugar de un accidente o similar. En ese momento se
pueden usar como tales, sin ningun retraso por preparacion.

Otro aspecto de la invencién explota las propiedades conocidas de la plasmina, la uroquinasa o el tPA como agentes
tromboliticos. Por tanto, la invencion proporciona el uso de una composicion como se ha descrito anteriormente, en
la que la serina proteasa se selecciona de plasmina, uroquinasa o activador del plasmindgeno tisular, para la
preparacion de un medicamento para tratamiento trombolitico. También se describe un procedimiento para
tratamiento trombolitico en un sujeto que lo necesite, que comprende administrar una composicion como se ha
descrito anteriormente, en cuya composicion la serina proteasa se selecciona de plasmina, uroquinasa y activador
del plasmindgeno tisular, al sujeto en una cantidad suficiente para dicho tratamiento. El tratamiento trombolitico en
cuestion puede realizarse, como ejemplos, no limitantes, para tratar un infarto de miocardio o para tratar ictus.

En otro aspecto, la invencion proporciona un procedimiento para la estabilizacion de una serina proteasa, que
comprende mezclar la serina proteasa con a) un inhibidor reversible de dicha serina proteasa; y b) un compuesto M
de formula I:

(I}

en la que

nes0,162;

Xes O, No CHy;

R'-R* son iguales o diferentes y se seleccionan entre H, -CH2-R6, -CH2—O-R6, -CHz-S-RG, -CH2—NH-R6, -CO-O-RG, -
CO- NH-R®, -CH2-NH-CO-R®, -CH2-0-CO-R®, -CH2-NH-CO-NHR®, -CH2-NH-CO-OR®, -CH2-NH-CS-NHR® y -CH,-O-
CO-NHRS;

R% es como R'-R* o P-Q;

P se selecciona entre -(CHz2)m- y -(CH2)m-Y-(CH2)m-, enlas que mes 1-6 e Y es O, NH 0 S;

Q se selecciona entre H, -SO3, -COOH, -NH3z, -OH y -CONHy;

seleccionandose cada R® individualmente entre H, alquilo inferior sustituido o sin sustituir, cicloalquilo sustituido o sin
sustituir, bencilo sustituido o sin sustituir, arilo sustituido o sin sustituir o anillo o anillos heteroaromaticos mono-, bi- o
triciclicos sin sustituir o sustituidos con uno o mas heteroatomos y heterociclos no aromaticos, seleccionandose los
sustituyentes de los grupos sustituidos entre alquilo inferior, halégenos, arilo sustituido o sin sustituir, compuestos
heteroaromaticos sustituidos o sin sustituir, heterociclos no aromaticos, alquiloxi, alquilamino; o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En este procedimiento de la invencion para la estabilizacién de una composiciéon de serina proteasa, las elecciones
de los componentes particulares que pueden usarse y sustituyentes para los compuestos M son como se han
descrito anteriormente en relacion al aspecto de composicion de de la invencién.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere al uso de la composicion como se ha descrito anteriormente para la
adsorcion sobre un objeto sélido, con el fin de que este objeto sdélido pueda proporcionar la actividad enzimatica en
cuestion. En particular, es de interés en muchas aplicaciones quirirgicas para entrar y, en particular, para salir de las
arterias infligiendo el menor dafio por hemorragia posible. Con el fin de detener la hemorragia de una arteria,
anteriormente se ha sugerido el uso de una forma de “tapén arterial” (estos objetos también se conocen como
dispositivos de sellado vascular, dispositivos de cierre del acceso femoral (cuando la arteria femoral se usa como
entrada, por ejemplo en una angiografia), dispositivos de hemostasis vascular y dispositivos de cierre de puncion),
hechos, por ejemplo, de colageno u otro material biodegradable. De acuerdo con el presente aspecto de la
invencion, dicho tapdn puede estar recubierto de forma ventajosa con una composiciéon de acuerdo con la invencién,
en la que la serina proteasa es trombina. Dicho tap6n consigue un sellado mas rapido de la abertura de la arteria, en
cuando a que la trombina de la composicion ayuda en la coagulacion sanguinea alrededor del tapén. Por tanto, la
invencion proporciona, en este aspecto, un dispositivo de hemostasia vascular que tiene una cantidad de la
composicion de acuerdo con la invencién, en la que la serina proteasa es trombina, adsorbida sobre el mismo. El
dispositivo de hemostasia vascular esta hecho, preferentemente, de un material sélido o semisdlido biodegradable,
tal como colageno, chitosano u otro polimero biolégico.

Generalmente se prefiere, para la realizacion de todas las ventajas de los diferentes aspectos de la invencion, que la
composicion de acuerdo con la invencion esté en una forma seleccionada de una solucion y un gel. A este respecto,
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son mas preferidas las soluciones acuosas y los genes acuosos.
Definiciones

Como se usa en el presente documento, la expresion "alquilo inferior" se refiere a un radical hidrocarbilo sin ramificar
o ramificado, ciclico, saturado o insaturado (alquenilo o alquinilo) que puede estar sustituido o sin sustituir. Cuando
es ciclico, el grupo alquilo es preferentemente C3-C12, mas preferentemente C5-C10, lo mas preferido C5-C7.
Cuando es aciclico, el grupo alquilo es preferentemente C1- C10, mas preferentemente C1-C6, mas
preferentemente metilo, etilo, propilo (n-propilo, isopropilo), butilo (ramificado o no ramificado) o pentilo, lo mas
preferido metilo.

Como se usa en el presente documento, el término "arilo" se refiere a un grupo aromatico, tal como fenilo o naftilo, o
un grupo heteroaromatico mono-, bi- o ftriciclico que contiene uno o mas heteroatomos seleccionados
preferentemente entre N, O y S, tales como piridilo, pirrolilo, quinolinilo, furanilo, tienilo, oxadiazolilo, tiadiazolilo,
tiazolilo, oxazolilo, pirazolilo, triazolilo, tetrazolilo, isoxazolilo, isotiazolilo, imidazolilo, pirimidinilo, indolilo, pirazinilo,
indazolilo, pirimidinilo, tiofenotilo, piranilo, carbazolilo, acridinilo, quinolinilo, benzoimidazolilo, benzotiazolilo, purinilo,
cinolinilo, pterdinilo.

Como se usa en el presente documento, la expresion "grupo funcional" significa, en caso de estar sin proteger:
hidroxi-, tiolo-, funcién amino, acido carboxilico, y en caso de estar protegido: alcoxi inferior, N-, O-, S- acetilo, éster
del acido carboxilico.

Como se usa en el presente documento, el término "heteroarilo” se refiere a un grupo aromatico que contiene uno o
mas heteroatomos seleccionados preferentemente entre N, O y S, tales como piridilo, pirrolilo, quinolinilo, furanilo,
tienilo, oxadiazolilo, tiadiazolilo, tiazolilo, oxazolilo, pirazolilo, triazolilo, imidazolilo, pirimidinilo, indolilo, pirazinilo o
indazolilo.

Como se usa en el presente documento, la expresion "heterociclo no aromatico" se refiere a un grupo ciclico no
aromatico que contiene uno o més heterodtomos seleccionados preferentemente entre N, O y S, tales como un
grupo amino ciclico, tal como pirrolidinilo, piperidilo, piperazinilo, morfolinilo, o un éster ciclico, tal como
tetrahidrofuranoilo, monosacarido.

Como se usa en el presente documento, el término "halégeno” significa fltor, cloro, bromo o yodo.

Como se usa en el presente documento, el término "sustituido" significa que, los grupos afectados estan sustituidos
con un grupo funcional, tal como hidroxilo, amina, sulfuro, sililo, acido carboxilico, halégeno, arilo, etc.

Los ejemplos de sales de adicion farmacéuticamente aceptables para su uso en las composiciones de la presente
invencion incluyen las obtenidos a partir de acidos minerales, tales como acidos clorhidrico, bromhidrico, fosférico,
metafosforico, nitrico y sulfurico, y acidos organicos, tales como acidos tartarico, acético, citrico, malico, lactico,
fumarico, benzoico, glicdlico, glucénico, succinico y arilsulfénico. Los excipientes farmacéuticamente aceptables
descritos en el presente documento, por ejemplo, vehiculos, adyuvantes, trasportadores o diluyentes, son bien
conocidos para los expertos en la materia y estan facilmente disponibles para el publico. Un vehiculo
farmacéuticamente aceptables puede ser uno que sea inerte quimicamente para los compuestos activos y que no
tenga efectos secundarios dafiinos o toxicidad en las condiciones de uso. Pueden encontrarse formulaciones
farmacéuticas, por ejemplo en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicién, Mack Printing
Company, Easton, Pennsylvania (1995).

Como se detalla en la descripcion de la invencion de la invencién, una posible eleccién del inhibidor para su uso en
la composicidon y procedimientos de acuerdo con la invencién es "N-(2'-fenoxi)-4-aminopiridina y derivados de la
misma". Por ésta se entiende un compuesto que tiene la formula 1V:

4

Ve
R1/X\/N R
2 /N
R
en la que

R’ se selecciona entre H, alquilo-C1-C8, cicloalquilo-C3-C7, fenilo, bencilo acetilo y benzoilo;

X se selecciona entre oxigeno, nitrégeno y azufre;

cada R? y R® se selecciona individualmente entre H, haldégeno, hidroxilo, alquilo-C1-C8, cicloalquilo-C3-C7, alquiloxi-
C1-C6;y
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R* se selecciona entre H, alquilo-C1-C@, arilalquilo y acilo.

Dichos inhibidores preferidos tienen la férmula V:

(V)

en la que

R' se selecciona entre alquilo-C1-C8, cicloalquilo-C3-C7, fenilo y bencilo;

cada R? y R® se selecciona individualmente entre H, halégeno, hidroxilo, alquilo-C1-C6, cicloalquilo-C3-C7- y
alquiloxi C1-C6.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos ilustran la invencion y no deben interpretarse como limitantes.

En la descripcidon de experimentos siguientes realizados de acuerdo con la presente invencion, el tiempo que tarda
en alcanzar el 70 % de la actividad inicial se usa como valor numérico para la estabilidad de una solucion
enzimatica. Este valor, denominado "T 70%", se escoge porque corresponde a lo que podria aceptarse como una
pérdida maxima permitida de actividad durante un ciclo de vida de un producto comercial.

En los estudios experimentales se ha usado una temperatura alta (37 °C), asi como una concentracion alta de
enzima. Esto se ha realizado con el fin de obtener datos de estabilidad en tiempos razonablemente cortos y no hay
que esperar meses o afos. Se ha estudiado la dependencia de la estabilidad de la temperatura y los resultados se
facilitan en el Ejemplo 1. En este estudio se demostr6 que el proceso de inactivacion es aproximadamente 3 veces
mas lento a temperatura ambiente y aproximadamente 20 veces mas lento a la temperatura de refrigerador, que el
proceso que se mide en realidad (a 37 °C).

Ademas, el proceso de inactivacién depende de la concentracion y es mas rapido a concentraciones mas altas de la
enzima. La concentracién de trombina usada en el Ejemplo 1 fue 1 mg/ml (o 3.300 unidades/ml), es decir superior a
0,1-0,3 mg/ml usada en las presentes preparaciones y/o dispositivos comercialmente disponibles. En los estudios de
la dependencia de la concentraciéon se ha demostrado que el proceso de inactivacion es 3-4 veces mas lento a
dichas concentraciones en comparacién a la concentracién usada en el Ejemplo 1.

Tomando esto en conjunto se obtendria un factor de entre 10-12, con el cual multiplicar el valor de T 70 % con el fin
de llegar a lo que corresponde a las condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente para un producto
comercial que contiene una serina proteasa tal como una preparacion hemostatica que contiene trombina. En la
tabla 1, la composiciéon con N-(2’-fenoxi)-4-amino piridina y MOPS tiene un exceso de T 70 % de 90 dias. Esto
corresponderia a un valor, para un producto de 0,1-0,3 mg/ml, de mas de 900 dias en condiciones de temperatura
ambiente, es decir mas de dos afios. Esto claramente supera cualquier cosa ya alcanzada, con respecto a la
estabilizacion de la trombina en solucion.

Ejemplo 1 — Estabilizacién de la trombina

Para determinar la actividad coagulante de las soluciones con trombina, se midié el tiempo hasta la coagulacion de
una solucion de fibrinégeno (1,3 mg/ml) tras la adicion de varias diluciones de una soluciéon de trombina concreta.
Los tiempos de coagulaciéon se midieron usando un coaguldmetro Amelungen Kc 1 (Amelungen, Alemania). Para
estudiar las estabilidades de las soluciones de trombina con diferentes aditivos, las muestras se incubaron en una
camara termostatica a 37 °C. Se extrajeron alicuotas a varios intervalos de tiempo y se midié la actividad de
trombina restante en estas alicuotas. A partir de los valores obtenidos se pudieron construir curvas de deterioro de la
actividad.

Las curvas de deterioro de la actividad de 1 mg/ml de soluciones de trombina en HEPES 10 mM, tampdon NaCl
0,13M, a pH 7,4, mostraron valores de T 70 % alrededor de 1,6 dias a 37 °C. Los correspondientes experimentos a
temperatura ambiente (aproximadamente 21 °© C) mostraron un valor de T 70 % de 5,4 dias, mientras que tras el
almacenamiento en refrigerador (aproximadamente a 5 °C), el valor de T 70 % fue de 36 dias. Por tanto, como
cabria esperar, existe una fuerte dependencia de la temperatura.

Las soluciones que contienen 1 mg/ml de trombina en HEPES 10 mM y NaCl 0,13M a pH 7,4, con el(los) aditivo(s)
estabilizante(s) indicado(s) se introdujeron en la camara termostatica y se determinaron sus curvas de deterioro de
la actividad. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1. Los datos sobre la correspondiente solucién de
trombina de 1 mg/ml sin aditivos se incluyen para comparacion.
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Tabla 1
Estabilizacion de la trombina
Aditivo(s) estabilizante(s) T 70 % (dias)

Ninguno 1,6
MOPS 0,20M 7,5
Morfolina 0,20M 8,5
Acido morfolinobutilsulfénico 0,20M 4.0
Acido morfolinopropilcarboxilico 0,20M 41
Alcohol morfolinoetilico 0,20M 3,8
Acido morfolinoetilsulfénico 0,20M 3,2
Aminobenzamidina 0,5 mM 20
MOPS 0,20M + aminobenzamidina 0,5 mM 68
N-(2’-fenoxi)-4-aminopiridina 3,1 mM 74
N-(2’-fenoxi)-4-aminopiridina 1,9 mM 35
N-(2’-fenoxi)-4-aminopiridina 1,9 Mm + aminobenzamidina 0,5 Mm | 68
MOPS 0,20M + N-(2’-fenoxi)-4-aminopiridina 1,9 mM >120"
N,N-dietiletilendiamina 0,20M 10
MOPS 0,20M + N,N-dietiletilendiamina 0,20M 22
"Continta el estudio

Es evidente que todos los compuestos analizados tienen un efecto de estabilizacion. No obstante, existe un efecto
sinérgico de las combinaciones del inhibidor y el compuesto que contiene morfolina de acuerdo con la invencion,
como ponen de manifiesto los superiores resultados obtenidos con dichas combinaciones. Como ilustra la tabla
anterior, la adicion de MPOS 0,20M solo da un incremento en la estabilizacién por un factor de 4,7 y la adicion de
aminobenzamidina 0,5 mM da un incremento en la estabilizacidon por un factor de 12,5. No obstante, la combinacién
de la invencion estabiliza la composicion de trombina mucho mejor, por un factor de 42,5. La combinacién de la
invencion de MOPS y N,N-dietil-etilendiamina también es mejor a la hora de estabilizar la enzima que los
componentes individuales. Asimismo, en un estudio en curso, se observa que la combinacién de MOPS 0,20My N-
(2’-fenoxi)-4-aminopiridina 1,9 mM confiere un incremento muy alto de la estabilizaciéon (actualmente un factor de 75,
ya que la composicion todavia es estable, no obstante, este nimero podria ser mayor), mientras que los
componentes individuales aumentan la estabilidad por un factor de 4,7 y 22, respectivamente.

Ejemplo 2 — Estabilizacién de la plasmina

Se analiz6 la estabilizacion de las soluciones de plasmina de acuerdo con la invencion. La actividad de la plasmina
se determind usando el sustrato peptidico cromogénico Chromozym TH (Pentapharm, Suiza) y la medicién de un
cambio de absorbancia a 405 nm en un espectrofotdmetro. Las soluciones que contienen 100 pug/ml de plasmina en
HEPES 10 mM y NaCl 0,13M, a pH 7,4, asi como estabilizantes como se indica en la Tabla 2 a continuacion, se
incubaron a 37 °C y se extrajeron muestras a varios intervalos de tiempo para determinar la actividad. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2

Estabilizacién de la plasmina

Aditivo(s) estabilizante(s) T 70 % (horas)

Ninguno 3

Morfolina 0,20M 12
N,N-dietiletilendiamina 0,20M 8
Benzamidina 1 mM 16
aminobenzamidina 1,3 mM 52

Morfolina 0,20M + N,N-dietiletilendiamina 0,13M | 22

Morfolina 0,20M + aminobenzamidina 1,3M 216

A partir de estos resultados, es evidente que se obtiene una estabilizacion muy fuerte usando la combinacion de
acuerdo con la invencién. Morfolina 0,20M aumenta la estabilidad de la composiciéon de plasmina por un factor de 4,
N,N-dietiletilendiamina por un factor de 2,7 y aminobenzamina 1,3 mM por un factor de 17. No obstante, la
combinacién de morfolina y N,N-dietiletilendiamina aumenta la estabilidad de la composicién de plasmina por un
factor de 7,3 y la combinacion de morfolina y aminobenzamidina aumenta la estabilidad por un factor de 72.

Ejemplo 3 — Estabilizacion de la tripsina

Se analiz6 la estabilizacion de las soluciones de tripsina de acuerdo con la invencién. La actividad de la tripsina se
determiné usando como sustrato éster de tosilarginiametilico (TAME) y midiendo el cambio de absorbancia a 247 nm
en un espectrofotdmetro. Las soluciones que contienen 100 pg/ml de tripsina en HEPES 10 mM y NaCl 0,13M, a pH
7,4, asi como estabilizantes como se indica en la Tabla 3 a continuacion, se incubaron a 37 °C y se extrajeron
muestras a varios intervalos de tiempo para determinar la actividad. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 3.

Tabla 3

Estabilizacién de la tripsina

Aditivo(s) estabilizante(s) T 70 % (horas)
Ninguno 0,6
Morfolina 0,5M 8
Benzamidina 1 mM 43
Morfolina 0,5M + Benzamidina 1 mM | 88

De nuevo, el efecto estabilizante es el mayor en la composicién de acuerdo con la invencion. Por tanto, morfolina
0,5M sola da un incremento en la estabilizacion por un factor de 13 y la benzamidina 1 mM sola da un incremento en
la estabilizaciéon por un factor de 72. Por otro lado, la combinacién de la invenciéon da un incremento en la
estabilizacion por un factor de 147.

Ejemplo 4 — Estabilizacién de la trombina con CMC

Los andlisis de las soluciones de trombina que contienen entre 1,0 y 2,0 % de carboximetilcelulosa (CMC) para
determinar su capacidad de adherencia a la piel humana mostraron que la adicion de CMC aumentaba
considerablemente tanto la viscosidad como la capacidad de adherencia. No obstante, sorprendentemente, también
se ha descubierto que la estabilidad de estas soluciones de trombina aumentaba adicionalmente. Una solucion de
trombina de 1 mg/ml en aminobenzamidina 0,5 mM, MOPS 0,20M, HEPES 10 mM, NaCl 0,13M siendo 2,0 % con
respecto a CMC se incubd a 37 °C y se determind la curva de deterioro de actividad. El valor de T 70% es,
actualmente, mas de 150 dias en un estudio en curso, en el que la preparacion enzimatica todavia es estable.
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Ejemplo 5 - Estabilizacién con otros polimeros adhesivos

También se estudiaron otros cuatro polimeros: etilhidroxietilcelulosa (EHEC), almidén de patata, almidén de maiz y
gelatina de pez de agua fria. Todos estos cuatro polimeros aumentaron la capacidad de adherencia y la viscosidad
de las soluciones de trombina. La compatibilidad y la estabilidad de las soluciones de trombina con los polimeros se
estudiaron ademas mediante incubaciéon a 37 °C de soluciones de trombina de 1 mg/ml en MOPS 0,20M,
aminobenzamidina 0,5 mM, HEPES 20 mM, NaCl 0,13M, a pH 7,4, que contienen los diversos polimeros. Las
concentraciones de los polimeros usados fueron: EHEC, 0,6%; los dos almidones diferentes, 4,0%; y la gelatina,
12,8% . EHEC era completamente compatible con trombina y se obtuvo el mismo valor de T 70 %, es decir
aproximadamente 65 dias, que con la correspondiente solucion sin EHEC. Las soluciones que contienen almidén
tenian valores de T 70 % de 22 y 26 dias. La estabilidad de la trombina fue muy buena en gelatina con un valor de T
70 % de mas de 90 dias, que demuestra un efecto estabilizante adicional de gelatina de pez de agua fria.

Ejemplo 6- Experimentos de hemorragia

La capacidad de las composiciones de la invencién para detener hemorragias se analizé6 en una serie de
experimentos con conejos. El modelo escogido fue la realizacion de incisiones en el higado, que es un modelo de
uso frecuente. El abdomen del conejo se abri6 y se dejo expuesto el higado. Se realizaron cortes estandar de 3 mm
de longitud en la superficie del higado y se aplicé a la herida una cantidad de 0,10 ml de la solucién de ensayo
usando una jeringuilla. Se midié el tiempo hasta la hemostasia. Con cada solucién se realizaron de seis a siete
experimentos. Se calculd un valor medio del tiempo de hemorragia tras eliminar los valores mas alto y mas pequefio
de cada serie de experimentos. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 4
Experimentos de sangrado

Tiempo medio de

Composicion hemorragia (s)

HEPES 10 mM, NaCl 0,13M, pH 7,4 106

HEPES 10 mM, NaCl 0,13M, pH 7,4 + CMC 1,5% 65

HEPES 10 mM, NaCl 0,13M, pH 7,4 + CMC 1,5% + MOPS 0,20M+ 1000 unidades/ml 31

HEPES 10 mM, NaCl 0,13M, pH 7,4 + aminobenzamidina 2 mM + MOPS 0,20M+ 1000 26
unidades/ml de trombina

Como se pone de manifiesto con estos resultados, la solucién de trombina estabilizada de acuerdo con la invencion
es la mas eficaz a la hora de establecer rapidamente hemostasia en un sujeto que sangra.

Ejemplo 7 — Compatibilidad con materiales porosos

Una solucién que contiene trombina 0,4 mg/ml en HEPES 10 mM, NaCl 0,14M, aminobenzamidina 0,5 mM, MOPS
0,20 a pH 7,.4 se adsorbié en una pieza de yeso de poliuretano (comercializado como Ligasone por Hartmann
Scandicare AB, Anderstorp, Suecia). Se us6 una cantidad de solucion suficiente para saturar la pieza de poliuretano.
La pieza se transfirid a un tubo, que después se cerré para evitar la evaporacién. El tubo se guardé a 37° C y se
extrajeron muestras de la solucion a intervalos mediante una presion ligera sobre la pieza de poliuretano. La curva
de deterioro de la actividad mostré un valor de T 70 % de 74 dias, correspondiente a un incremento de la estabilidad
por un factor de 46.

Ejemplo 8- Adsorcion de enzima sobre una fase soélida

Se abalizé la adsorcién de la trombina en soluciones estabilizantes. Se incubaron copos sdlidos de chitosano, de
aproximadamente 3 x 3 mm, durante 10 minutos en soluciones de 400 unidades/ml| de trombina en HEPES 10 mM,
NaCl 0,13, a pH 7,4. Las soluciones tenian las adiciones siguientes: 1) ninguna, 2) morfolina 0,10 M, N-(2’-fenoxi)-4-
aminopiridina 2 mM, 3) morfolina 0,10 M, N-(2'-fenoxi)-4-aminopiridina 2 mM, carboximetilcelulosa al 0,5 %. Los
copos se suspendieron y se secaron sobre papel de filiro. Para obtener una medicién de la actividad de la
coagulaciéon de la trombina, se introdujo un copo en un tubo de ensayo y se afiadieron 0,4 ml de solucién de
fibrinégeno 1,3 mg/ml. Para mejorar la deteccion de la coagulacion, el tubo también contenia una pequefa bola de
acero. Los tiempos de coagulacion obtenidos inicialmente con los copos de las diversas mezclas de incubacioén
variaron entre 1 a 4 minutos. Tras incubacién en tubos Eppendorf a 37 °C durante 7 dias, los tiempos de coagulacién
para los copos incubados en la solucion 1) fueron considerablemente prolongados. Los valores fueron entre 24 y 27
minutos. En contraste con ello, los tiempos de coagulaciéon para los copos incubados en las soluciones 2) y 3)
estaban en el intervalo de 1 a 2,5 minutos, es decir los mismos que los valores de partida. Evidentemente, usando
las soluciones 2) y 3) se obtiene una estabilizacion fuerte de la actividad de la trombina.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion que comprende a) una serina proteasa; b) un inhibidor reversible de dicha serina proteasa; y c) un
compuesto M que tiene la formula I:

1 - b
R\.__X 1R
! (Y in
3,.ﬁ,f‘{"\v 4""?”"\,. A
R | R
5
R )
en la que
nes0,162;
Xes O, No CHy;

R'-R* son iguales o diferentes y se seleccionan entre H, -CHz-RG, -CHz-O-RG, - CHz-S-RG, -CHz-NH-RG, -CO-O-RG, -
CO-NH-R®, -CH2-NH-CO-R®, -CH2-0-CO-R®, - CH2-NH-CO-NHR®, -CH2-NH-CO-OR®, -CH2-NH-CS-NHR® y -CH,-O-
CO-NHR?;

R% es como R'-R* o P-Q;

P se selecciona entre -(CH2)m- y -(CH2)m-Y-(CH2)m-, enlas que mes 1-6 e Yes O,NH o0 S;

Q se selecciona entre H, -SO3, -COOH, -NHz, -OH y -CONHy;

seleccionandose cada R® individualmente entre H, alquilo inferior sustituido o sin sustituir, cicloalquilo sustituido o sin
sustituir, bencilo sustituido o sin sustituir, arilo sustituido o sin sustituir o anillo o anillos heteroaromaticos mono-, bi- o
triciclicos sin sustituir o sustituidos con uno o mas heteroatomos y heterociclos no aromaticos, seleccionandose los
sustituyentes de los grupos sustituidos entre alquilo inferior, halégenos, arilo sustituido o sin sustituir, compuestos
heteroaromaticos sustituidos o sin sustituir, heterociclos no aromaticos, alquiloxi, alquilamino; o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la serina proteasa se selecciona entre el grupo que
consiste en tripsina, kalicreina, trombina, plasmina, uroquinasa, activador de plasmindgeno tisular, forma activa del
factor IX, forma activa del factor X y forma activa del factor XI.

3. Composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el inhibidor reversible
presenta un valor de Ki de entre 0,01 y 2 mM, por ejemplo entre 0,04 mMy 0,5 mM.

4. Composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que en la que la serina
proteasa es trombina.

5. Composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 4, en la que el inhibidor reversible se selecciona entre N-(2'-fenoxi)-
4-aminopiridina y derivados de la misma, benzamidina, N,N-dietiletilendiamina, aminobenzamidina, amidinopiridina y
terc-butilamidina.

6. Composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que la serina proteasa es plasmina.

7. Composicidon de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que el inhibidor reversible se selecciona entre N,N-
dietiletilendiamina, aminobenzamidina y benzamidina.

8. Composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que la serina proteasa es tripsina.

9. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que el inhibidor reversible se selecciona entre
aminobenzamidina y benzamidina.

10. Composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el compuesto M es un
compuesto de formula II:

(1
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en la que

R'-R* son iguales o diferentes y se seleccionan entre H, -CH2-R%;

R% es como R'-R* o P-Q;

P se selecciona entre -(CH2)m- ¥ -(CH2)m-Y-(CH2)m-, enlas que mes 1-6 e Y es O,NH 0 S;

Q se selecciona entre H, -SO3, -COOH, -NHz, -OH y -CONH_;

seleccionandose cada R® individualmente entre H, alquilo inferior sustituido o sin sustituir, cicloalquilo sustituido
o sin sustituir, bencilo sustituido o sin sustituir, arilo sustituido o sin sustituir o anillo o anillos heteroaromaticos
mono-, bi- o triciclicos sin sustituir o sustituidos con uno o mas heteroatomos y heterociclos no aromaticos,
seleccionandose los sustituyentes de los grupos sustituidos entre alquilo inferior, halégenos, arilo sustituido o
sin sustituir, compuestos heteroaromaticos sustituidos o sin sustituir, heterociclos no aromaticos, alquiloxi,
alquilamino; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

11. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que el compuesto M es un compuesto de formula Il1:

(i)

en la que

R® es -CH>-R® 0 P-Q;

P se selecciona entre -(CHz2)m- 0 -(CH2)m-Y-(CH2)m-, enlasque mes 1-6 e Yes O, NHo S;

Q se selecciona entre H, -SO3, -COOH, -NH3z, -OH y -CONH,,

seleccionandose cada R® individualmente entre alquilo inferior sustituido o sin sustituir, cicloalquilo sustituido o
sin sustituir, bencilo sustituido o sin sustituir, arilo sustituido o sin sustituir, seleccionandose los sustituyentes de
los grupos sustituidos entre alquilo inferior, halégenos, arilo sustituido o sin sustituir, compuestos
heteroaromaticos sustituidos o sin sustituir, heterociclos no aromaticos, alquiloxi, alquilamino; o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

12. Composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 11, en la que el compuesto M se selecciona entre el grupo que
consiste en morfolina, acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico (MOPS), acido morfolino butil sulfénico, acido morfolino
propil carboxilico, morfolino etil alcohol y acido morfolino etil sulfénico.

13. Composicién de acuerdo con la reivindicacién 12, en la que el compuesto M se selecciona entre morfolina y
acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico.

14. Composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la serina proteasa es
trombina, el inhibidor reversible es N-(2'-fenoxi)-4-aminopiridina y el compuesto M es morfolina.

15. Composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas un
polimero viscoso y adhesivo seleccionado de polisacaridos y gelatina.

16. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 15, en la que el polimero viscoso y adhesivo es un polisacarido.

17. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 16, en la que el polisacarido se selecciona de almidén, sus
derivados, celulosa, sus derivados, y mezclas de los mismos.

18. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 17, en la que el polisacarido se selecciona de
carboximetilcelulosa, etilhidroxietilcelulosa y mezclas de los mismos.

19. La composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 15, en la que el polimero viscoso y adhesivo es gelatina.
20. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 19, en la que la gelatina es gelatina de peces de agua fria.

21. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que esta en una forma
seleccionada a partir de una solucién y un gel, por ejemplo una solucién acuosa o un gel acuoso.

22. El uso de una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes como un
medicamento.

23. El uso de una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-21, en el que la serina
proteasa es trombina, para la preparacion de un medicamento para establecer hemostasia en un sujeto que sufre
una hemorragia.
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24. El uso de composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-21, en el que la serina proteasa
se selecciona de plasmina, uroquinasa o activador del plasminégeno tisular, para la preparacion de un medicamento
para tratamiento trombolitico.

25. Procedimiento para la estabilizacion de una serina proteasa, que comprende mezclar la serina proteasa con a)
un inhibidor reversible de dicha serina proteasa; y b) un compuesto M de férmula I:

NP A
Y i1in
B N Py R4
|
5

R ()
en la que
nes0,162;
Xes O, No CHy;

R'-R* son iguales o diferentes y se seleccionan entre H, -CHz-RG, -CHz-O-RG, - CHz-S-RG, -CH2—NH-R3, -CO-0O-
R®, -CO-NH-R®, -CH,-NH-CO-R®, -CH2-0-CO-R®, - CH2-NH-CO-NHR®, -CH-NH-CO-OR®, -CH2-NH-CS-NHR® y -
CH,-O-CO-NHR®:

R% es como R'-R* o P-Q;

P se selecciona entre -(CHz2)m- y -(CH2)m-Y-(CH2)m-, enlas que mes 1-6 e Y es O, NH 0 S;

Q se selecciona entre H, -SO3, -COOH, -NH3z, -OH y -CONHy;

seleccionandose cada R® individualmente entre H, alquilo inferior sustituido o sin sustituir, cicloalquilo sustituido
o sin sustituir, bencilo sustituido o sin sustituir, arilo sustituido o sin sustituir, o anillo o anillos heteroaromaticos
mono-, bi- o triciclicos, sin sustituir o sustituidos con uno o mas heteroatomos, y heterociclos no aromaticos;
seleccionandose los sustituyentes de los grupos sustituidos entre alquilo inferior, halégenos, arilo sustituido o
sin sustituir, compuestos heteroaromaticos sustituidos o sin sustituir, heterociclos no aromaticos, alquiloxi,
alquilamino; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

26. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 25, en el que la serina proteasa es como se ha definido en
cualquiera de las reivindicaciones 2, 4,6y 8.

27. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 25-26, en el que el inhibidor reversible es
como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 3, 5, 7 y 9.

28. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 25-27, en el que el compuesto M es como
se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 10-14.

29. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 25-28, que comprende ademas mezclar la
serina proteasa con un polimero viscoso y adhesivo seleccionado de polisacaridos y gelatina.

30. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 29, en la que el polimero viscoso y adhesivo es como se ha
definido en una cualquiera de las reivindicaciones 16-20.

31. Dispositivo de hemostasia vascular que tiene una composiciéon adsorbida sobre él de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-21, composicion en la que la serina proteasa es trombina.

32. Dispositivo de hemostasia vascular de acuerdo con la reivindicacion 31, que comprende un material
biodegradable, seleccionado, por ejemplo, entre chitosano y colageno.
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