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DESCRIPCION
Inhibidores de serina proteasa tipo tripsina, su preparacién y uso.

La invencion se refiere a inhibidores de serina proteasas tipo tripsina de la formula general:

""—@\;Etu{ ; R "
D {\}D /m j}l\””z

los cuales, ademas de plasmina, también inhiben calicreina plasmatica, asi como a la preparacion y uso de éstos
como medicamentos, preferentemente para el tratamiento de pérdida de sangre, especialmente en estados
hiperfibrinoliticos, en trasplantes de érganos y procedimientos quirirgicos cardiacos, especialmente con derivacion o
bypass cardiopulmonar, o como constituyente de un adhesivo de fibrina.

Ya son conocidos inhibidores de plasmina y calicreina plasmatica (PK). La plasmina es una serina proteasa tipo
tripsina y desdobla numerosos sustratos C terminalmente de los aminoacidos basicos arginina o lisina. La plasmina
se forma a partir del zimégeno plasminégeno por la accion catalitica de los activadores de plasminégeno urocinasa o
tPA. Los sustratos de plasmina incluyen diversas proteinas de la matriz extracelular y la membrana basal, por
ejemplo fibronectina, laminina, colageno tipo IV o fibrina, pero también numerosos zimégenos como preformas de
metaloproteasas de matriz o el activador del plasmindégeno urocinasa. En la sangre, la plasmina es responsable,
ante todo, de la fibrindlisis por desdoblamiento de fibrina en productos solubles.

Los inhibidores de plasmina endégenos incluyen a,2-macroglobulina y la serpina a,2-antiplasmina. En ciertos
estados patoldgicos puede haber activacion espontanea de la fibrindlisis. En el caso de tal hiperplasminemia, no solo
se degrada la fibrina cerradora de heridas, sino existe también formacion de productos de degradacion de
fibrindgeno anticoagulante. Con ello pueden surgir serios deterioros de la hemostasis. Los antifibrinoliticos que se
utilizan en la clinica son acidos aminocarboxilicos sintéticos como el acido e-aminocaproico, acido p-
aminometilbenzéico o acido tranexamico (acido trans-4-(aminometil)ciclohexancarboxilico). Estos compuestos
bloquean la unién del zimégeno plasmindgeno a la fibrina y de este modo inhiben la activacién de éste en plasmina.
Estos compuestos, por tanto, no son inhibidores directos de plasmina y son incapaces de inhibir plasmina la cual ya
ha sido formada. Otro antifibrinolitico empleado es aprotinina (Trasylol®, Bayer AG, Leverkusen), un polipéptido de
58 aminoéacidos que se obtiene de pulmén bovino. La aprotinina inhibe plasmina con una constante de inhibicion de
1 nM, pero es relativamente no especifica y también inhibe eficazmente tripsina (K; = 0.1 nM) y calicreina plasmatica
(Ki = 30 nM). La aprotinina también inhibe otras enzimas, aunque con actividad reducida.

Un uso importante de aprotinina es reducir la pérdida de sangre, especialmente en procedimientos quirlrgicos
cardiacos con bypass o derivacion cardiopulmonar (CPB), reduciendo ostensiblemente la necesidad de
transfusiones sanguineas perioperatorias (Sodha et al., 2006). Ademas, la aprotinina también se emplea en otras
operaciones, por ejemplo en trasplantes de 6rgano, para inhibir la pérdida de sangre o se utiliza como aditivo en
adhesivos de fibrina.

El uso de aprotinina tiene varias desventajas. Puesto que se aisla de érganos bovinos, en teoria existe el riesgo de
contaminacion patdégena reacciones alérgicas. El riesgo de un shock anafilactico es relativamente bajo con la
primera administracién de aprotinina (< 0,1 %), aunque aumenta con administracion repetida a los 200 dias a 4-5 %.

Recientemente se documentd que la administracién de aprotinina en comparacién directa con acido e-aminocapréico
0 acido tranexamico induce una cantidad aumentada de efectos secundarios (Mangano et al.,, 2006). La
administracion de aprotinina dio origen a una duplicacion del nimero de casos de dafio renal, por lo que se hizo
necesaria la didlisis. Del mismo modo, el riesgo de infarto de miocardio y accidente cerebrovascular apopléjico se
aumenté por la administracion de aprotinina en comparacién con los grupos testigo.

A la fecha s6lo se conocen algunos inhibidores sintéticos de plasmina. Sanders y Seto (1999) describieron derivados
de 4-heterociclohexanona con actividad relativamente débil, con constantes de inhibicién = 50 uM para plasmina.
Xue y Seto (2005) reportaron derivados peptidicos de ciclohexanona con valores ICsp = 2 UM, pero se desconoce su
desarrollo posterior. Okada y Tsuda describieron diferentes derivados con un residuo de 4-aminometilciclohexanoilo
que inhiben plasmina con valores ICso = 0,1 UM, pero no se conoce una aplicaciéon clinica de estos inhibidores
(Okada et al., 2000; Tsuda et al., 2001).
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Las constantes de inhibicién de plasmina han sido publicadas en numerosas publicaciones sobre el desarrollo de
inhibidores de proteasas de coagulacién como antitromboticos, donde el objetivo en estos casos fue inhibir plasmina
tan débilmente como fuera posible. En ninguno de estos documentos se menciond un uso posible de estos
compuestos para reducir la pérdida de sangre en procedimientos quirdrgicos cardiacos. De este modo, por ejemplo,
el inhibidor de trombina melagatran inhibe plasmina con un valor K; de 0.7 uM, mientras que los compuestos
estructural y estrechamente relacionados H317/86 tienen una constante de inhibicion de 0.22 uM para plasmina
(Gustafsson et al., 1998). Sin embargo, ambos compuestos inhiben la proteasa trombina ostensiblemente mas fuerte
con valores K; < 2 nM, por lo cual la administracion de melagatran da como resultado una fuerte anticoagulacion.

Como se describe en la introduccidn la aprotinina inhibe no solo plasmina sino también calicreina plasmatica (PK).
La PK es una serina proteasa tipo tripsina multifuncional para la cual se conocen varios sustratos fisioldgicos. De
esta manera, la PK puede liberarse por desdoblamiento proteolitico del péptido vasoactivo bradicinina a partir de
cininégeno de peso molecular alto y activar los zimdgenos factor de coagulacion Xll, prourocinasa, plasminégeno y
pro-MMP 3. Por lo tanto, se supone que el sistema PK/cinina tiene una funcién importante en diversos sintomas, por
ejemplo, en situaciones tromboembdlicas, coagulacion intravascular diseminada, shock séptico, alergias, el
sindrome de postgastrectomia, artritis y ARDS (sindrome de distrés respiratorio del adulto) (Tada et al., 2001).

Por consiguiente, la aprotinina inhibe, por su efecto inhibidor sobre PK, la liberacion de la hormona peptidica
bradicinina. La bradicinina tiene, por activacion del receptor de bradicinina B2, diversos efectos. La liberacion
inducida por bradicinina de tPA, NO y prostaciclina a partir de las células endoteliales (ver la revisién de Schmaier,
2002) tiene influencia sobre la fibrindlisis, presion arterial y episodios inflamatorios. Se discute que los procesos
inflamatorios sistémicos que pueden ocurrir como efectos colaterales en operaciones se reducen por la inhibicién de
la liberacion de bradicinina.

Diversas bishenzamidinas como pentamidina y compuestos relacionados, y ésteres de acidos w-amino y w-
guanidinoalquilcarboxilicos con valores K;i micromolares han sido descritos como inhibidores de PK (Asghar et al.,
1976; Muramatu y Fuji, 1971; Muramatu y Fuji, 1972; Ohno et al, 1980; Muramatu et al., 1982; Satoh et al., 1985;
Tena et al., 1991).

Los primeros inhibidores competitivos, selectivos, que se derivan de arginina o fenilalalanina fueron desarrollados
por Okamoto et al., (1988) e inhiben PK con valores K; alrededor de 1 pM. Varios documentos sobre el desarrollo de
inhibidores de PK competitivos han sido publicados por el grupo de Okada, en cuyo caso los compuestos mas
activos que se derivan del trans-4-aminometilciclohexancarbonil-Phe-4-carboximetilanilida tienen constantes de
inhibicién alrededor de 0.5 pM (Okada et al., 1999; Okada et al., 2000, Tsuda et al., 2001). Los inhibidores de PK
tienen en comun su valor K; relativamente alto. La Patente US 6,472,393 describe inhibidores de PK potentes con
constantes de inhibicién alrededor de 1 nM y con una 4-amidinoanilina como residuo P1. Los inhibidores de PK
también han sido descritos en US 5,602,253. US 2006/0148901 describe inhibidores de PK cuyo efecto inhibidor
sobre plasmina, sin embargo, es relativamente pequefio, por lo cual estos inhibidores difieren de los inhibidores
descritos en la presente solicitud.

En WO 2005/026198 Al se describen analogos de bencilamina sustituidos basicamente como inhibidores del factor
de coagulaciéon Xa, su produccion y uso para la terapia y profilaxis de enfermedades cardiovasculares y eventos
tromboembolicos.

En WO 2004/062657 Al se describen el uso de 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina acilada segun la férmula
general (l) P4- P3- P2- P1 (I) en cuyo caso P4 es un grupo bencilsulfonilo mono- o polisustituido o no sustituido, P3
€s un a-amino- 0 a-iminoacido mono- o polisustituido o no sustituido, natural o no natural en la configuracién D, P2
€s un a-amino- o a-iminoacido mono- o polisustituido o no sustituido, natural o no natural, en la configuracién L, y P1
es un grupo 4-amidino- o 4-guanidino- bencilamina mono- o polisustituido, para inhibir calicreina plasmatica (PK),
factor Xla y factor lla, principalmente para impedir la activacion de coagulaciéon en superficies artificiales y para
administrar térmicamente como anticoagulante/antitrombotico, ante todo para impedir la activacién de coagulacién
en superficies artificiales para evitar eventos tromboembdlicos.

WO 03/076457 Al divulga derivados de amidina y guanidina como inhibidores del factor de coagulacién Xa y su uso
para la terapia, profilaxis y diagnéstico de enfermedades cardiovasculares y eventos tromboembadlicos.

En WO 00/58346 Al se describen derivados de N-sulfonil-dipéptido, su produccién o terapéutico.

Por tanto, la invencién tiene como objetivo fundamental proporcionar sustancias activas de peso molecular bajo,
adecuadas para aplicaciones terapéuticas que inhiban de manera reversible y competitiva, en particular, plasmina y
calicreina plasmatica con actividad y especificidad altas, y por tanto, sean apropiadas para la hemostasis en
diversas aplicaciones, por ejemplo, en procedimientos quirargicos cardiacos con CPB, en trasplantes de 6rganos y
otras operaciones. Otra ventaja de estos compuestos es que mediante su efecto como inhibidor de calicreina
plasmatica adicionalmente se reduce la liberacion de cinina y de este modo pueden suprimirse las reacciones
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inflamatorias mediadas por cinina. La liberacién inducida por cinina de tPA a partir de las células endoteliales se
suprime a su vez por la liberacién de cinina inhibida, por lo cual es posible que la hidrélisis sea regulada hacia abajo
por este mecanismo. Otra ventaja de estos compuestos es, a pesar de la selectividad, un cierto efecto inhibidor de
estos compuestos sobre FXa y/o trombina, por lo cual las complicaciones trombéticas deben reducirse ademas al
usar estos compuestos.

Ahora se ha encontrado sorprendentemente que combinando dos residuos estéricamente impedidos y/o hidréfugos
R2 y Rs, preferentemente sistemas aromaticos sustituidos o no sustituidos, de acuerdo con la formula 1, pueden
obtenerse inhibidores con constantes de inhibicion fuertes frente a plasmina y calicreina plasmatica. También fue
posible obtener efectos comparablemente buenos con sustancias que tienen residuos no aromaticos en Ry y
residuos de fenilo basicamente sustituidos en Rs.

Por lo tanto son objeto de la presente invencién compuestos de la férmula general (1)

R‘_QJS‘N ‘ﬁ.h:- H .
% n x,

En la cual

R; significa, independientemente entre si, presente opcionalmente una o mas veces, un residuo de COORs, donde
Rs es igual a hidrégeno o un grupo alquilo inferior ramificado o lineal, con 1 - 6 atomos de carbono, preferentemente
metilo o etilo, principalmente metilo, un residuo aminoalquilo ramificado o lineal con 1-6 atomos de carbono,
preferentemente metilo, un residuo halégeno o pseudohalégeno, preferentemente cloro o un grupo ciano, o un
residuo de polietilenglicol de la férmula (11) o (l11)

CH3-O-(CH2-CH2-O-)n-CH2-C Hz-(C=O)-NH-CH2- (| |)
CH3-O-(CH2-CH2-O-)n-CH2-CH2-NH-(C:O)-CHz-CHz- (C:O)-NH-CHz- (| | |)

en cuyo caso, por lo regular, n se define de modo que los residuos de polietilenglicol mencionados tienen un peso
molecular promedio de 10000 Da, 5000 Da, 3400 Da, 2000 Da, 1000 Da o 750 Da. Usualmente, n es un ndmero
entero entre aproximadamente 18 hasta aproximadamente 250, principalmente cerca de 18, cerca de 25, cerca de
50, cerca de 85, cerca de 125 o cerca de 250.

Rz es un ciclo o un biciclo no sustituido por sustituido, aromatico o no aromatico, con 5-13 atomos de carbono o un
heterociclo aromatico con 4-5 atomos de carbono y un atomo de nitrégeno, 6xido de nitrégeno, atomo de oxigeno o
atomo de azufre, donde la sustitucion es un residuo de halégeno, preferentemente cloro o flior, principalmente cloro,
un residuo alquilo ramificado o lineal, opcionalmente substituido con flGor, con 1-6 atomos de carbono,
preferentemente metilo o butilo terciario, un residuo alquiloxi ramificado o lineal, opcionalmente substituido con fldor,
con 1-6 atomos de carbono, preferentemente metilo, un residuo hidroxilo o un residuo ciano; o un residuo de la
estructura:

A

0
H

R3 se selecciona de
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. MNH
‘ NHp NHz NH; =/

—_—

o

R4 es un residuo halégeno opcionalmente presente una o varias veces, preferentemente flGor;
0 =1, o 2 principalmente 1;

p=0,1, 2,304, principalmente 3;y

i =00 1, principalmente O;

asi como sus mezclas racémicas y sales con acidos organicos e inorganicos.

Los resultados experimentales han demostrado que la inhibicion de plasmina y calicreina plasmatica es
particularmente buena en los compuestos que tienen estructuras ciclicas en Rz y Rs y principalmente que tienen
ciclo aromatico de carbono en R, y Rs. Ademas, ha sido posible demostrar que eligiendo apropiadamente los
sustituyentes es posible ademas lograr una buena inhibicién del factor Xa y/o trombina en los compuestos que
tienen un sistema carbociclico aromatico en Rz y Ra.

Los resultados experimentales también han demostrado que una reduccién notable en la inhibicién de trombina se
logra cuando R; representa un grupo 3-COOH. En una modalidad preferida, por tanto, R; esta presente una vez y en
posicion meta o para, Ri preferentemente es un residuo COOH, y en particular, R; estd una vez y se selecciona de
hidrégeno, un grupo 4-COOH o, en particular, un grupo 3-COOH. Fue posible lograr una reduccion adicional en la
inhibicion de trombina cuando R4 representa un atomo de fllor, en particular en posicién orto.

Otra modalidad preferida de la presente invencion se refiere a los compuestos en los cuales R; es un sistema ciclico
o0 biciclico aromatico, sustituido o no sustituido que tiene 6-13 atomos de carbono o heterociclo que tiene 5 atomos
de carbono y un atomo de nitrégeno.

La sustitucion en R, puede ser, en general, un residuo halégeno, preferentemente cloro o flior, en particular cloro,
un residuo alquilo ramificado o lineal, opcionalmente sustituido con flor que tenga 1-6 atomos de carbono,
preferentemente metilo o terbutilo, un residuo alcoxi ramificado o lineal, opcionalmente sustituido con flGor que tenga
1-6 atomos de carbono, preferentemente metilo, un residuo hidroxilo o un residuo ciano.

En una modalidad alternativa, R2 también puede ser un sistema ciclico no aromatico que tenga 6 atomos de
carbono.

Compuestos particularmente adecuados han demostrado ser los compuestos de la formula (l) en los que Rs; se

selecciona de
NH
NH, NH; NH,

) 3 D 3

Ante todo ha demostrado ser particularmente adecuado un compuesto segun la formula (1) donde i = 0 y sin R4 con
los siguientes residuos
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Compuesto R1 R2 p Rs3 0

No.
3 3-COOH _@ 3 1
* %

NH,

Las sales de los compuestos de la invencion se forman en general a partir de acido clorhidrico, HBr, acido acético,
acido trifluoroacético, &cido toluenosulfénico u otros 4cidos adecuados.

5 En especial son adecuados los compuestos en los que R; se selecciona de los siguientes residuos:
Ci cl
LD D A Ao A -
F ,‘< >7D
F
F 3 ] B ” L]
~ ~ -0
-0 L O R
£ ] ] CN a _N L] D 3
A O <D OO
£ ] — ] U -

» principalmente

y/o en los cuales R3 se selecciona de

*_< 2 L NH
—Q NH; *‘@_\MHzi '@_«NH&_ *_Q”’

¢ “n-0 "‘_(;;;.rJqH, ‘{EH' '_(:;.-.?

0

*

10 principalmente de

.

Ejemplos de compuestos de este tipo son compuestos de la formula (1), los cuales se definen al como sigue:

2,
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2

*

NH,

Compuesto R1 R2 Rs R4
No.
o T -
NH,
2 4-COOH _@ Q -
NH,
3 3-COOH ,__Q *Q -
NH,
4 3-COOH ,__Q _Q -
NH,
5 3-COOH _@ _Q 2-F
NH,
6 H Cl *Q -
: NH,
T O O |
NH,
8 H Ci *‘Q -
: NH,
9 H R O Q 5
NH,
NH,
F
NH,
12 H { Yo ;
F><FF tQ
NH,
13 H ] C | Q ;
NH,
NH,
SR a) |
16 4-COOH O Q ;
T IEE -
~)
NH,
18 3-COOH Q -
7
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Compuesto R1 R2 Rs3 R4
No.
19 4-COOH O Q ;
*
AR e |

NH,
AR |

NH,

22 H i _Q -
NH,

23 3-COOH h _Q -
NH,

24 H ‘—Q‘OH tQ -

NH,

25 3-COOH ‘_Q_OH *Q -

NH,

NH,
YIRS |
NSNS |

NH,

29 4-COOH _@ . < > -

NH,

30 3-COOH _@ . < > -

NH,

31 H _@ . < > -

NH,

32 H _@ . _(\NH ;
=

33 3-COOH _@ ) _{NH ;
=

D) ) |

35 4-COOH _@ _@ -

36 3-COOH _@ _@ -

37 H _@ . < > -

NH,

38 H __@ . C ~ NH -

NH,

39 H _@ —d N\ -
40 3-COOH _@ w—d N\ -
41 H _@ — \-o -
42 3-COOH _@ w—d \-o -

[ee]
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Compuesto R1 R2 Rs R4
No.
43 H _@ —d \ -
44 H _@ w—d N\ 3
45 H HQ —d \ :
CN
46 H ‘_<I> —d \ -
49 H w—d N\ __@ _
50 3-COOH w—d N\ _@ -
=N
52 3-COOH N\ _@ -
=N
53 H w—d \-o 3 _@ 2 0 -
54 3-COOH w—d \-o 3 _@ 2 0 -
55 H wd N\ 3 _@ 2 0 -
N
(0]
56 3-COOH wd N\ 3 _@ 2 0 -
N
(0]

Se ha establecido que los compuestos de la formula general (1V)

S
Z / o)
m-@\fﬁf (<)p H Re

l[ _\J:; = H‘)JI.L NH;
(IV),

la cual corresponde a la férmula general (1) con R1, independientemente entre si, opcionalmente presente una 0 mas
veces, igual a un residuo COORs, donde Rs es igual a hidrégeno o grupo alquilo inferior ramificado o lineal, con 1-6
atomos de carbono, preferentemente metilo o etilo, principalmente metilo, un residuo aminoalquilo ramificado o lineal
gue tiene 1-6 atomos de carbono, preferentemente metilo, un residuo halégeno o pseudohalégeno, preferentemente
cloro o grupos ciano, un residuo de polietilenglicol de la férmula (V) o (VI)

CH3- O- (CHz-CHz-O-)n-CHz-CHz-(C=O)-NH-CH2- (V)
CH3-O-(CH2-CH2-O-)I’]-CH2-CHz-NH-(C:O)-CHz-CHz- (C:O)-NH-CHz- (V|)

donde n se define de tal modo que la cadena de polietileno tenga un peso molecular promedio de 10000 Da, 5000
Da, 3400 Da, 2000 Da, 1000 Da o 750 Da, n es preferentemente un niumero entero de cerca de 18 hasta cerca de
250, principalmente cerca de 18, cerca de 25, cerca de 50, cerca de 85, cerca de 125 o cerca de 250;

Rz significa un residuo alquiloxi ramificado o lineal con 1- 6 atomos de carbono, preferentemente butilo terciario, un

residuo hidroxilo, un residuo amino o un residuo alquiloxicarbonilamido con 1-6 atomos de carbono, preferentemente
butilo terciario o un residuo de polietilenglicol de la formula (V) o (VI) con n tal como se ha definido previamente;
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R3 se selecciona de los siguientes residuos:

* MH
MH2 MH2 , NH

Preferentemente

NH; .

R4 significa un residuo halégeno presente opcionalmente una o varias veces, preferentemente flior,
0=102;

p=1,2,304,principalmente 1 o 4,

i =00 1, principalmente O;

asi como sus mezclas racémicas y sales con acidos organicos o inorganicos, también son adecuados de acuerdo
con la presente invencion.

También en este caso se prefieren compuestos en los que R; esta presente una vez en posicién meta o para, Ri es
preferentemente hidrégeno o un residuo COOH, R; estd presente principalmente una vez y se selecciona de
hidrégeno, un grupo 4-COOH o un grupo 3-COOH.

Las sales de estos compuestos se forman a su vez de acido clorhidrico, HBr, acido acético, acido trifluoroacético,
acido toluenosulfénico o de otros &cidos adecuados.

Ejemplos de compuestos de este tipo son compuestos de la férmula (IV) con i = 0 y sin residuo R4, los cuales se
definen de la siguiente manera:

Compuesto No. R1 R> p R3 o]

57 H 4 .
N ><
N (@)
H

58 4-COOH j\ >< 4 .
*
“NT o
H

60 H 1 .
N ><
N (@)
H

61 H *-NH2 1

28}
28}
28}
28}
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*

Compuesto No. R1 R2 Rs
R §% O
t\ ——
N~ O
H
63 H
*, *
~
o>< Q
NH,
64 4-COOMe . >< Q
o
NH,
65 4-COOH . >< Q
o
NH,
66 3-COOMe . >< ,Q
o
NH,
67 3-COOH . >< ,Q
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~
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Compuesto No. R1 R2 p Rs o]

76 H *OH 1 NH 1

:

NH,

NH 2

\‘
\‘
T
/‘l'
X
H

NH,

78 H *OH 1 NH 2

:

NH,

Los compuestos de la formula general 1 pueden prepararse tedricamente en una forma conocida tal como se
describe mas adelante; por ejemplo, como sigue: en general, los aminoacidos correspondientes se acoplan en forma
secuencial a una amidinobencilamina protegida en el grupo amidino. En este caso, el aminoacido N terminal ya porta
el residuo P4, o este Ultimo se liga posteriormente a éste.

La nomenclatura de los constituyentes individuales Pl, P2, P3 y P4 de los compuestos de la invencién es evidente
mas adelante (véase también Schechter y Berger, 1967). Por ejemplo, a partir de la 4- cianobencilamina disponible
comercialmente (Showa Denko K.K., Japén) se obtiene de acuerdo con métodos conocidos por el experto la
amidinobencilamina protegida, preferentemente protegida con Boc, la cual esta protegida en el grupo amidino,
principalmente 4-acetiloxamidino-bencilamina. Después de la disociacion del grupo protector se efectia el
acoplamiento de los otros aminoacidos y del residuo P4 por medio de métodos de acoplamiento estandar y grupos
protectores, preferentemente con Boc como grupo protector N-terminal. El aminoacido P3 también puede acoplarse
directamente como aminoacido protegido, preferentemente protegido con bencilsulfonilo el cual se aporta el residuo
R1. Los analogos de péptido se construyen secuencialmente comenzando por acetiloxamidinobencilamina. La
mayoria de productos intermediarios cristalizan bien y pueden purificarse facilmente de este modo. La purificacion
final de los inhibidores se efectla en la Ultima etapa preferentemente mediante HPLC preparativa, de fase inversa.

Otro objeto de la invencion es por lo tanto un proceso para producir un compuesto segun la invencion en cuyo caso
los respectivos aminoacidos se acoplan en forma secuencial a una amidino- o guanidino-bencilamina protegida en el
grupo amidino o guanidino, por ejemplo a una 4- acetiloxamidinobencilamina o a wuna 4-
(cenciloxicarbonilamidino)bencilamina, en cuyo caso el aminoacido N-terminal ya porta el residuo P4, o este Ultimo
se enlaza posteriormente al mismo. Después de la eventual purificacion, los compuestos obtenidos pueden
PEGilarse (PEG por polietilenglicol).

Un método ejemplar para producir los compuestos de la invencion comprende las siguientes etapas:

(a) amidacién de un aminoacido Na-protegido correspondiente que tiene el residuo Rs con una correspondiente
aminometilbenzamidina o -guanidina protegida,

(b) después del desdoblamiento del grupo Na- protector del aminoacido con Rz, reaccion del producto obtenido con
el aminoéacido de bencilsulfonilo correspondiente que tiene los residuos R; y Rz y desdoblamiento de los grupos
protectores restantes para obtener el compuesto de la invencion, y después de una posible purificaciéon

(c) opcionalmente se PEGila el compuesto obtenido.

Otros detalles del proceso que son generalmente conocidos por el experto en la materia, por ejemplo relacionados
con los grupos protectores elegidos o la PEGilacién, pueden deducirse de los ejemplos. Un grupo protector preferido
del nitrbgeno de amida es, por ejemplo ter-butiloxicarbonilo (Boc). Los compuestos de partida son, por ejemplo,
derivados de aminoacidos o derivados de PEG. Las sustancias quimicas generalmente pueden obtenerse en el
comercio. La PEGilacién, es decir, la derivacién con polietilenglicol, generalmente se efectia a través del
aminoacido P3 o por el residuo bencilsulfonilo P4 con derivados PEG activados, por ejemplo con PEG activado
como éster de n-hidroxisuccinimida.

Una propiedad ventajosa de los compuestos acoplados a PEG es la prolongacion de la vida media de los inhibidores
en la circulacién sanguinea. La siguiente estructura muestra un ejemplo en el cual la cadena PEG ha sido acoplada
a través del aminoacido P3 (D-Lys).

12
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Usando un ligador succinilo se obtuvo el siguiente compuesto:

LY

. H \/@)LNHz
o] j’
o H ]
@\/\S: N ey
\D H
2 H
o N
o NH,

Adicionalmente se acoplé la cadena de PEG a través de un residuo P4-bencilsulfonilo adecuado de conformidad con
la formula general representada mas adelante, en cuyo caso el residuo P4 ha sido modificado con un grupo
aminometilo en posicién para u orto.

oy Ov%wi\n,uﬁ

Usando un ligador succinilo se obtuvo el siguiente compuesto:

r©L

0 A.CIYNH

NH;
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Sin embargo, otros procesos de preparacion que pueden llevarse a cabo en la misma forma también son conocidos
por el experto en la materia. Los compuestos PEGilados son generalmente mezclas de compuestos con diferentes
grados de PEGilacion, y el peso molecular de los residuos PEG se encuentran usualmente en el rango de 750,
1,000, 2 000, 3 400, 5 000 6 10 000 Da. Sin embargo, también pueden obtenerse en el comercio polietilenglicoles
discretos, con peso molecular definido.

La presente invencion también se extiende a un medicamento que contiene al menos uno de los compuestos de la
invencion, preferentemente para el tratamiento de pérdida de sangre, en particular en condiciones hiperfibrinoliticas,
en trasplantes de organos o procedimientos quirlrgicos cardiacos, en particular con derivacién (bypass)
cardiopulmonar.

La presente invencién también incluye un adhesivo de fibrina que contiene al menos uno de los compuestos de la
invencion y en el cual la aprotinina es sustituida por un inhibidor apropiado de la presente invencion.

Por adhesivos de fibrina generalmente se entiende un adhesivo bicomponente, fisiolégico que contiene como primer
componente fibrindgeno, factor XllIl y aprotinina y al menos uno de los compuestos de la invencién, y como segundo
componente trombina y cloruro de calcio para activacion del factor XIlI.

La presente invencion también se refiere al uso de al menos un compuesto de la invencién para la fabricacion de un
medicamento de la invencién o de un adhesivo de fibrina seguin la invencién mediante procesos generalmente
conocidos por el experto en la materia, por ejemplo mediante el mezclado con excipientes o aditivos apropiados.

Los siguientes ejemplos deben explicar la invenciéon con mayor detalle sin restringirla.
Ejemplos

1. Métodos analiticos

1.1 HPLC analitica

Para la HPLC analitica de fase inversa se us6 un equipo de HPLC LC-10A de la empresa Shimadzu, que se
compone de los subsistemas horno de columnas CTO-10AS, bombas LC-10AD (2 x), desgasificador DGU-14A,
autoinyector SIL-10AD, controlador de sistema SCL-10A, detector de UV-visible SPD-10A y una columna Luna 5 pm
C18(2) 100 A, 250 x 4,6 mm de la empresa Phenomenex, utilizando el software correspondiente Software Shimadzu
CLASS-VP, versién 5.3. La deteccion se efectud a 220 nm. Como eluyentes sirvieron agua con 0,1 % de TFA (A) y
acetonitrilo con 0,1 % de TFA (B) a una tasa de flujo de 1 ml/min y un gradiente lineal (1 % B/min). Despendiendo
del compuesto se usaron diferentes condiciones de inicio para la HPLC analitica que se indican para los
correspondientes compuestos.

Para analizar todos las sustancias activas modificadas con polietilenglicol se usé una columna Jupiter 5 pm C18(2)
300 A, 250 x 4,6 mm de la empresa Phenomenex.

1.2 HPLC preparativa

Para la RP-HPLC preparativa se us6 un equipo de HPLC de la empresa Shimadzu compuesto de los subsistemas
bombas preparativas LC-8A (2 x), desgasificador DGU-14A, recolector de fracciones FRC-10A, controlador de
sistema SCL-10A, detector de UV-visible SPD-10A y una columna Luna 5 pm C8(2) 100 A, 250 x 30,0 mm de la
empresa Phenomenex, utilizando el software correspondiente Shimadzu CLASS-VP, versién 5.3. La deteccion se
efectud a 220 nm. Como eluyentes sirvieron agua con 0,1 % TFA (A) y acetonitrilo con 0,1 % TFA (B) a una tasa de
flujo de 10 o 20 ml/min y un gradiente adecuado.

1.3 Espectroscopia de masas

Los espectros de masa se midieron de modo estandar en un ESI-MS LCQ de la empresa Finnigan (Bremen,
Alemania). Todos los compuestos acoplados a polietilenglicol se analizaron en un instrumento Maldi Ultraflex Tof/Tof
de la empresa Bruker.

Abreviaturas usadas
ACN Acetonitrilo

4- Amba 4- Amidinobencilamida
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Ame Aminometilo

Boc ter.- Butiloxicarbonilo

BSA albumina de suero bovino

Bzl Bencilo

Bzls Bencilsulfonilo

DIEA Diisopropiletilamina

DCM Diclorometano

DMF N, N- Dimetilformamida

HBTU Hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1, 1, 3, 3- tetrametiluronio
HPLC Cromatografia liquida de alta eficacia
MS Espectroscopia de masas

ONHS Ester de N-Hidroxisuccinimida
NMM N-Metilmorfolina

PEG Polietilenglicol

Phe (3-Ame) 3-Aminometilfenilalanina
Ppg Fenilpropilglicina

RT Temperatura ambiente

tBu ter.-Butilo

Tfa Trifluoracetilo

TFA Acido trifluoroacético

TEA Trietilamina

TMS-CI Trimetilsililcloruro

Me Metilo

2. Sintesis de los inhibidores

2.1 3-HOOC-BzlIs-d-Ppg-Phe(3-Ame)-4-Amba x 2 acetato (3)
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o i NH

a) Boc- Phe (3- Ame)- OH x Acetato

H
M H
Boc .,\E/CGG

[T

MNH-

5 g (17, 2 mmol) de Boc-Phe (3-CN)-OH (Acros Organics) se disolvieron en 700 ml de acido acético al 90 % y se
hidrogenaron por 3 horas bajo presién normal con hidrégeno y 800 mg de Pd/C de 10 % como catalizador a 40°C. El
solvente se elimin6 al vacio, el residuo se disolvid en una pequefia cantidad de metanol y se precipité adicionando
éter dietilico.

Rendimiento: 4, 1 g (HPLC: 16, 7 min, inicio a 10 % B)

b) Boc-Phe (3-Tfa-Ame)- OH

H
_N._COOH

Boc :
{ o]
M"JL‘(:F3
H

4, 6 g (13 mmol) Boc-Phe (3- Ame)- OH x acetato se disolvieron en 30 ml de metanol y se mezclaron con 4 ml (29, 9
mmol) de DIEA y 2 ml (16, 78 mmol) de trifluoroacetato de etilo a temperatura ambiente. La mezcla se revolvio,
después de aproximadamente 15 minutos la suspensién original se disolvi6 completamente. Después de una hora
se elimino el solvente al vacio y el residuo se disolvié en acetato y agua. La fase de acetato se lava 2x con solucién
al 5% de KHSO4 y 3 x con solucién saturada de NaCl y la fase organica se seca con Na;SO,. EL SOLVENTE se
elimina al vacio

Rendimiento: 4, 9 g sélido amorfo (HPLC: 28, 13 min, inicio a 20 % B)

¢) Boc-Phe (3-Tfa-Ame)-4-(acetilhidroxiamidino)- bencilamida
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5, 43 g (13, 9 mmol) de Boc-Phe (3-Tfa-Ame)-OH y 4, 28 g (15,3 mmol) de 4-(acetilhidroxi-amidino)- bencilamina
(sintesis descrita en el suplemento a Schweinitz et al., 2004) se disolvieron en 50 ml de DMF y a 0 °C se mezclaron
con 5,2 ml (30 mmol) de DIEAy 5,81 g (15, 3 mmol) de HBTU. La mezcla se revolvié por 15 minutos a 0 °C y otras 3
h a RT. El solvente se elimina al vacio y el residuo se disolvié en acetato. La fase de acetato se lava 3 x con solucion
al 5 % de KHSO4, 1 x con solucién saturada de NaCl, 3 x con solucion saturada de NaHCO3 y 2 x con solucién
saturada de NaCl. El producto precipitado entre las fases se filtra con succion y se seca al vacio

Rendimiento: 4, 17 g de cristales blancos (HPLC: 28, 08 min, inicio a 20 % B)

d) H-Phe (3-Tfa-Ame)-4-(acetilhidroxiamidino)-bencilamida x HCI

0
HEN\E/JLH o

4, 1 g de Boc-Phe (3-Tfa-Ame)-4-(acetilhidroxiamidino)-bencilamida se suspendieron en 60 ml de dioxano seco y se
mezclaron con 11 ml de HCI de 4 N en dioxano. Después de breve tratamiento con ultrasonido la mezcla se agita 1 h
a temperatura ambiente. Después de 1 h se precipita el producto adicionando éter dietilico, se filtra con succién y se
seca al vacio.

Rendimiento: 3, 8 g de sdlido blanco (HPLC: 9, 47 min, inicio a 20 % B)

e) 3- MeOOC- Bzl- SO3 x Na*

SOy

%

o Ma*

5 g (21.8 mmol) de 3-bromometilbenzoato de metilo (Acros Organics) se suspendieron en 25 ml de agua y se
mezclaron con 2.94 g (23.8 mmol) de Na,SOs. La mezcla se calent6 por 5 h bajo reflujo y después el solvente se
elimin6é parcialmente al vacio, hasta que se inici6 la cristalizaciéon. La mezcla se conservé por una noche a 4 °C y el
producto se filtro.

Rendimiento: 3.7 g de cristales blancos (HPLC: 12, 02 min, inicio a 10 % B)

f) 3- MeOOC- Bzls- CI

SO,C
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2,59 (9, 91 mmol) de 3- MeOOC- Bzl- SOs” x Na* se humedecieron con cloruro de fésforo y se mezclaron con 2, 27
g (10,9 mmol) de PCls. La mezcla se enfrid por cerca de 5 min a 0 °C y después se calenté por 4 h en el bafio de
aceite (temperatura del bafio 80 °C).después de vertié la mezcla sobre hielo y se revolvié vigorosamente. Después
de revolver cerca de 30 min comenz6 a precipitarse el cloruro acido, se filtra por succion y se seca al vacio.

Rendimiento: 1, 4 g de sélido blanco

g) 3- MeOOC- Bzls- d- Ppg- OH

n COOH

1, 3 g (6, 72 mmol) de H-d-Ppg-OH (Peptech, Burlingtom, MA) se suspendieron en 90 ml de DCM seco y se
mezclaron con 2 ml (15, 7mol) de TMS- Cly 2, 6 ml (15 mmol) de DIEA. La mezcla se calenté por 1 h bajo reflujo, la
solucion transparente se enfrio a 0 °C y se mezclé con 2 g (8 mmol) de 3- MeOOC- Bzls-Cl y 2, 6 ml de DIEA. La
mezcla se revolvié por 15 min a 0 °C y por 1,5 h a RT. El solvente se elimin6 al vacio y el residuo se disolvié en 700
ml de solucién semisaturada de NaHCOs;. La mezcla se extrajo 2x con poco acetato y después la fase acuosa se
acidificé con HCI (pH cerca de 2- 3). La mezcla se extrajo 3 x con 150 ml de acetato y la fase unida de acetato se
lava 2 x con solucién al 5 % de KHSO4 y 1 x con solucion saturada de NaCl. La fase organica se seca con Na;SO4 y
se elimina el solvente al vacio

Rendimiento: 2, 4 g de aceite (HPLC: 33, 53 min, inicio a 20 % B)

h) 3-MeOOC-BzIs-d-Ppg-Phe (3-Tfa-Ame)-4- (acetilhidroxiamidino)-bencilamida

H o
M
H‘gF3

€I
ZT

0, 605 (1, 5 mmol) de 3-MeOOC-Bzls-d-Ppg-OH y 0,85g (1,65mmol) de H-Phe (3-Tfa-Ame)-4-
(acetilhidroxiamidino)-bencilamida x HCI se disolvieron en 40 ml de DMF seco y se mezclaron a 0 °C con 0, 63g (1,
65 mmol) de HBTU y 0, 6 ml (0, 34 mmol) de DIEA. La mezcla se revuelve por 15 min a 0 °C y otras 3 h a RT. El
solvente se elimina al vacio y el residuo se disuelve en acetato. La fase de acetato se lava 3 x con solucién al 5 %
de KHSO,, 1x con solucién saturada de NacCl, 3 x con solucion saturada de NaHCOs3 y 2 x con solucion saturada de
NaCl. El solvente se elimina al vacio

Rendimiento: 1,36 g de aceite (HPLC: 38,40 min, inicio a 20 % B)

i) 3-MeOOC-Bzls-d-Ppg-Phe (3-Tfa-Ame)-4- amidinobencilamida x acetato
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H
N»-{D
CF,
NH,
5 N
O, H d
o o~

1, 3 g de 3- MeOOC-BzIs-d- Ppg-Phe (3-Tfa-Ame)-4- (acetilhidroxiamidino)-bencilamida se disuelven en 100 ml de
acido acético al 90 % y se hidrogena por una noche a presién normal con hidrégeno y 150 mg de Pd/C al 10 %
como catalizador. El catalizador se filtra y el filtrado se concentra al vacio.

Rendimiento: 1, 2 g de aceite (HPLC: 29,45 min, inicio a 20 % B)

2.2 3-HOOC-Bzls-d-Ppg-Phe(3-Ame)-4-amidinobencilamida x 2 acetato (3)

NH,
NH,
n Q H NH
5 M
0, Ho g

1, 2 g de 3-MeOOC-Bzls-d-Ppg-Phe (3-Tfa- Ame)-4-amidinobencilamida x acetato se revolvieron en una mezcla de
10 ml de dioxano y 10 ml de LiOH de 1 N por 1, 5 h. A continuacién se neutralizé la mezcla adicionando TFA y el
producto se purific6 por medio de HPLC preparativa de fase inversa. Las fracciones que contienen producto se
unieron y liofilizaron.

Rendimiento: 0,4 g como sal de TFA (HPLC: 24,16 min, inicio a 10 % B)
MS: calculado: 698,29, encontrado: 699,3 (M+H)+

El producto se transfirid a la sal de acetato por medio de HPLC preparativa por elucién mediante un gradiente
creciente de acetonitrilo que contiene 0,1 % de acido acético.

Rendimiento: 0,32 g

De conformidad con la descripcion de sintesis de arriba se sintetizaron otros inhibidores, en cuyo caso los residuos
de bencilsulfonilo sustituidos de manera diversa o no sustituidos y diversos P3-aminoacidos se incorporan como
reemplazo para d-fenilpropilglicina. Otros analogos de la d-fenilpropilglicina fueron sintetizados por medio del
acoplamiento de Heck y se incorporaron en posicion P3 de los inhibidores. La sintesis puede realizarse tal como
sigue, por ejemplo:

2.3 Bzls-d-Gli(3-Cl-Phpr)-Phe(3-Ame)-4-Amba x 2 TFA (6)
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cl
o 2 O
G-.r.: - H
o A
N .
NY YN
o NH
HOOC
NHa

a) Bzls-d-Gli (Alil)-OH

H
g-N~~COOH
(s

1,0 g (8,68 mmol) de D-alilglicina (Peptech, Burlingtom, MA) fueron suspendidos en 50 ml de DCM seco y se
mezclaron con 2,4 ml (19 mmol) de TMS-Cl y 3,3 ml (19 mmol) de DIEA. La mezcla se calent6 por 1 h bajo reflujo, la
solucion transparente se enfrié a 0 °C y se mezcloé con 2, 35 g (9,55 mmol) de Bzls-Cl y 1, 8 ml de DIEA. La mezcla
se revolvio por 15 min a0 °Cy por 1, 5 h a RT. El solvente se elimind al vacio y el residuo se disolvié en 700 ml de
solucién semisaturada de NaHCOs. La mezcla se extrajo 2 x con acetato y después se acidifico la fase acuosa con
HCI (pH cerca de 2- 3). La mezcla se extrajo 3 x con 150 ml de acetato y la fase unida de acetato se lavd 2 x con
solucién al 5 % de KHSO,4 y 1 x con solucion saturada de NaCl. La fase organica se sec6 con Na;SO; y el solvente
se elimind al vacio.

Rendimiento: 2, 2 g de aceite (HPLC: 21, 1 min, inicio a 20 % B)
MS (ESI, m/e) : 267 [M- 1]-

b) Bzls-d-Ala(3-Cl-estiril)-OH

H

“ [nn]
)
s,
(L(:rc

Una suspension de 0,476 g (1,48 mmol) de bromuro de tetra-n-butilamonio, 0, 34 g (4, 05 mmol) de NaHCO3, 0,32 g
(1, 34 mmol) de 1-Cl-3-yodobenceno y 9 mg (0, 04 mmol) de acetato de paladio (ll) en una mezcla de 2, 5 ml de
DMF y 2,5 ml de agua se revuelve por 10 min a RT. A esta suspensién se adiciona una solucioén de 0, 4 g (1, 48
mmol) de Bzlsd-Gli(Alli)-OH en 2, 5 ml de DMF y 2,5 ml de agua y la mezcla 4-6 dias se calienta a 45- 50°C,
opcionalmente se suplementan de modo repetido cantidades pequefias de catalizador. El catalizador se filtra, el
solvente se elimina en vacio y el residuo se suspende en 50 ml de solucion al 5% de KHSO.. La mezcla se extrae 3
x con 15-20 ml de acetato de etilo cada vez, y la fase combinada de acetato de etilo se lava 2 x con solucién al 5%
de KHSO4 y 1 x con solucion saturada de NaCl. La fase organica se seca con Na;SO, y el solvente se elimina al
vacio. El residuo (0,55 g de aceite oscuro) se purifica por cromatografia instantanea sobre gel de silice 60 (40-63
UM) (gradiente 0-20% metanol en DCM).

Rendimiento: 0,23 g (HPLC: 39,7 min, Inicio a 20 % B)

La otra estructuracion del inhibidor se efectué de modo anéalogo a la sintesis descrita para el inhibidor 1. El producto
intermedio 2.2.b fue acoplado al producto intermedio 2d (H-Phe(3-Tfa-Ame)-4-(acetilhiroxiamidino)bencilamida x
HCI) de modo analogo al método 2h. El producto intermedio resultante fue hidrogenado de modo analogo al método
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2i, pero en este caso no se observo disociacion del atomo Cl del aminoacido P3. En el Gltimo paso, la disociacion del
grupo protector trifluoroacetilo por medio de LiOH en dioxano de modo analogo al paso final de la sintesis en la
preparacion del compuesto 3.

HPLC: 29,04 min, inicio a 10 % B
MS: calculado: 688,26 encontrado: 689,2 (M+H)+

2.4 3-HOOC-BzlIs-d-Ppg-Fe(3-Ame)-4-guanidinobencilamida x 2 acetato (4)

NH;

De manera andloga a la descripcion de sintesis 2.2a-i de arriba también se sintetizé el compuesto 4, en cuyo caso
en lugar de la 4- (acetilhidroxiamidino)-bencilamida se usé p-nitrobencilamina para la etapa c). La reduccion del
residuo de nitrobencilamina en p-aminobencilamina se efectu6 de manera analoga a la etapa 2.2i con metanol/THF
(2: 1) como solvente. La guanilacién del residuo de p-aminobencilamina se efectué con 1, 3-di-Boc-2-
(trifluorometilsulfonil)guanidina disponible comercialmente (Fluka) como reactivo de guanilacion. Para esto, el
producto intermedio de la reaccion se disolvié en dioxano y se revolvié con el reactivo de guanilacion y TEA a 50 °C
por un dia. Después de sacar el solvente los grupos protectores Boc se disociaron de manera conocida con TFA.
Después de sacar el solvente en la Ultima etapa se efectud la disociacioén del grupo protector trifluoroacetilo y del
éster metilico mediante LiOH en dioxano de modo analogo a la etapa final de sintesis en la produccion del
compuesto 3.

HPLC: 25,1 min, inicio a 10 % B
MS: calculado: 713,3, encontrado: 714,4 (M+H)"
2.5 Compuestos PEGilados

Por medio de métodos estandar se sintetizaron otros inhibidores a los que se acoplaron de modo covalente cadenas
de polietilenglicol (PEG) de diferente longitud de cadena. Para todas las sintesis se usaron derivados de PEG
disponibles comercialmente de las empresas Fluka, Nektar Therapeutics o Rapp Polymere con diversos pesos
moleculares promedio (1000 Da, 2000 Da, 5000 Da, 10000 Da). En un extremo, los derivados usados de PEG estan
protegidos como éter metilico y, en el otro extremo, modificados con un residuo de acido propiénico o succinico
activado como éster de N-hidroxisuccinimida. De esta manera, estos derivados de PGE activados pudieron
reaccionar con un grupo amino libre del inhibidor (véanse esquemas de sintesis 1 a 5). En la Ultima etapa los grupos
protectores de TFA se disociaron con solucion de NaOH de 1 N y los productos se purificaron mediante
cromatografia de intercambio i6nico en Fractogel® CE (Merk KGaA, Darmstadt) por medio de un gradiente de
acetato de amonio y se liofilizaron 3 x a partir de agua. Lo siguientes ejemplos dieron lugar a inhibidores con una
cadena de PEG de una masa promedio de cerca de 1000, 2000, 5000 o 10000 Da.

Esquema 1:
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Esquema 5:
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Los compuestos sintetizados segun los ejemplos estan resumidos, incluidas sus constantes de inhibicién, en la tabla
siguiente.

3. Determinacion de las constantes de inhibicién para plasmina y PK (valores K; en nM)

El efecto inhibidor para las enzimas individuales se determiné de manera analoga a un método previamente descrito
(Sturzebecher et al., 1997).

Las reacciones para determinar la inhibicion de plasmina humana y calicreina plasmatica humana se llevaron a cabo
en la siguiente mezcla a 25°C:

- 200 pl de TBS (trishidroximetilaminometano 0,05 M; NaCl 0,154 M, 2 % etanol, pH 8,0; contiene el inhibidor)

- 25 pl de sustrato (Tosyl-Gly-Pro-Lys-pNA 2 mM, 1 mM y 0, 67 mM = Chromozym PL de LOXO para plasmina, y H-
D-Pro-Phe-Arg-pNA 2 mM, 1 mMy 0, 5 mM = S2302 de Chromogenix para PK, disueltos en H,0)

- 50 pl de soluciéon de enzima (Plasmina de Calbiochem: 2-5 mU/ml en NaCl 0,154 M + 0, 1 % BSA m/v + 25% v/v
glicerol; calicreina plasmatica de Enzyme Research Lab.: 20-60 ng/ml en NaCl 0,154 M + 0,1 % BSA m/v)

Para cinética de orden cero, la reaccién fue interrumpida después de 20 minutos adicionando 25 pL de acido acético
(50% v/v), y la absorciéon a 405 nm se determiné utilizando un lector de microplacas (Multiscan Ascent, de Thermo).
En el caso de cinética de pseudoprimer orden, las velocidades de reaccién en el estado de equilibrio fueron
investigadas registrando la cinética de la reaccién. Los valores K; fueron investigados de acuerdo con Dixon (1953)
por regresion lineal utilizando un programa de cémputo o por ajuste de parametros de acuerdo con la ecuacion de
velocidad para la inhibicion competitiva. Los valores de K; son el promedio de las Gltimas dos determinaciones.

Tabla

Valores K;: A significa <10 nM, B significa <100 nM, C significa <1000 nM y D significa >1000 nM

1. Grupo
Plasmina . . . .

No. Masa (encontrada/calculada) | HPLC %AN [Ki] PK [Ki] | Xa[Ki] | Trombina [Ki]
1 655,3/654,3 37,4 A A B C
2 699,5/698,3 33,6 A A B C
3 699,3/698,3 34,1 A A B D
4 714,4/713,3 35,1 B A D D
5 717,3/716,3 34,9 A A B D
6 689,2/688,3 39,8 A A B C
7 689,3/688,26 41,9 A A A B
8 689,3/688,26 39,0 A A B B
9 669,3/668,3 39,3 A A B C
10 685,6/684,3 37,2 A A B C
11 723,2/722,3 41,6 A A A C
12 739,4/738,3 44 .4 A A B C
13 683,3/682,3 41,9 B A B C
14 703,3/702,3 40,7 A A B C
15 677,3/676,3 37,4 A A B B
16 721,2/720,3 34,3 A A C C
17 677,3/676,3 37,7 A A B C
18 721,1/720,3 35,6 A A B D
19 721,2/720,3 34,6 A A C C
20 633,8/632,3 36,1 A A B C
21 661,4/660,3 41,5 A A B C
22 703,4/702,3 38,4 A A B A
23 747,3/746,3 36,3 A A B B
24 657,3/656,3 29,1 A A A C
25 747,3/746,3 36,3 A A B D
26 671,4/670,3 30,7 A A A C
27 642,3/641,3 42,4 A A A C
28 655,4/654,3 37,0 A A C C
29 699,4/698,3 31,8 A A C C
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No. Masa (encontrada/calculada) | HPLC %AN Pla[sKrHlna PK [Ki] | Xa[Ki] | Trombina [Ki]
30 699,4/698,3 34,2 A A C D
31 669,4/668,3 36,9 A B C B
32 616,2/615,3 35,3 A B C B
33 660,3/659,3 31,9 A B C D
34 640,4/639,3 52,7 A A C B
35 684,3/683,3 48,6 A A C C
36 684,3/683,3 49,8 A A B C
37 647,9/646,3 39,3 B B B B
38 660,6/659,4 39,3 A B B A
39 641,5/640,3 36,1 A A B A
40 685,5/684,3 32,2 A A C B
41 657,5/656,3 40,0 A A C B
42 701,5/700,3 35,4 B A D C
43 619,2/618,3 35,1 A B B A
44 627,2/626,3 33,7 B B B B
45 638,8/637,3 30,6 A A C B
46 638,7/638,2 34,0 A A C B
47 643,3/642,3 28,0 A A A A
49 641,4/640,3 33,7 A A B B
50 685,3/684,3 315 A A B C
51 641,3/640,3 33,9 A A A A
52 685,2/684,3 315 A A A B
53 657,3/656,3 36,7 A A A B
54 701,4/700,3 34,4 A A B D
55 657,4/656,3 37,1 A A A B
56 701,5/700,3 34,9 A A A C
2. Grupo:
# MS HPLC %AN | Plasmina PK Xa Trombina
(encontrado/calculado)
57 708,6/707,38 36,5 A A B D
58 752,4/751,4 31,9 B A C D
59 608,4/607,3 41,0 B A C D
60 666,8/665,3 34,4 B A C D
61 566,5/565,3 215 B A D D
62 694,9/693,4 34,6 A A C C
63 623,6/622,3 34,8 A A C C
64 681,7/680,3 34,7 A A D D
65 667,7/666,3 30,1 B A C D
66 681,3/680,8 34,4 A A B D
67 667,5/666,8 30,1 A A B D
68 567,8/566,3 25,4 B A D D
69 625,6/624,3 26,1 B A D D
70 611,9/610,3 21,0- B A D D
71 623,7/622,3 33,9 A A D C
72 567,7/566,3 24,6 B B D D
73 637,6/636,3 35,1 B B C B
74 581,5/580,3 25,2 B B D D
75 636,5/635,3 33,2 B B C C
76 580,6/579,3 23,1 B B D D
77 650,6/649,3 35,0 A A C B
78 594,6/593,3 25,1 B A D D
Compuestos PEGilados:
Plasmina . . . .
No. Masa (encontrada/calculada) | HPLC %AN [Ki] PK [Ki] | Xa[Ki] | Trombina [Ki]
79a ~1000 Da 34,9 A C D
79b ~2000 Da 39,4 A - -
79¢c ~5000 Da 43,6 A B D
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No. Masa (encontrada/calculada) | HPLC %AN Pla[sKni]lna PK [Ki] | Xa [Ki] | Trombina [Ki]

79d ~10000 Da 45,4 A A C D

80 ~10000 Da 45,8 A A B D

81 ~10000 Da 46,4 A A C C

82 ~10000 Da 46,0 A A C C

83 ~10000 Da 45,2 A A C C
Resultados:

1. El valor K; de la inhibicién de plasmina fue en general <100 nM. Principalmente en compuestos con estructuras
ciclicas en Rz y R3, el valor K; es ostensiblemente menor a 100 nM y en compuestos con un ciclo de carbono
aromatico estd en Ry y Rs por debajo de cerca de 10 nM. De manera sorprendente existe una cantidad
particularmente grande de compuestos de la invencion con un valor K; por debajo de 5 nM, por ejemplo, los
compuestos Nos. 1-11, 13, 14, 16-18, 20-33, 35, 38, 39, 46 y 49-56.

2. El valor K; de la inhibicién de la calicreina plasmatica también fue en general <100 nM. Principalmente en
compuestos con un ciclo aromatico de carbono en Rz y Rs3 el valor K; fue ostensiblemente menor a 100 nM. De
manera sorprendente existen particularmente muchos compuestos de acuerdo con la invencion que tienen un valor
Ki por debajo de 1 nM, por ejemplo los compuestos Nos. 1-3, 5-6, 8-25, 27, 29, 34-36, 39, 40, 49-57, 59-61, 64, 65y
68-70.

3. Incorporando homotirosina o piridina y los N-6xidos correspondientes como heterociclos en P3 pudo reducirse
ostensiblemente la selectividad frente a FXa.

4. En general fue posible lograr una clara disminucién de la inhibicién de trombina cuando R1 representa un grupo 3-
COOH. Una disminucion mas de la inhibicién de trombina pudo lograrse cuando R4 representa un atomo de flior,
principalmente en posicién orto.

5. Como compuesto particularmente adecuado se ha mostrado el compuesto segin la formula (1) con i =0y sin Ry
con los siguientes residuos:

Compuesto R1 R2 p Rs o]
No.
3 3-COOH _@ 3 1
* *
i NH2
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REIVINDICACIONES
1. Compuestos de la formula general (1)

H

Rs
= s o]
rRL ]| AL (e n Rs
1 @\/S N/YN\;/ILN A NH
o {iJ: H
3

U]

con

R1 opcionalmente presente una vez o mas veces e independientemente entre si, representa un residuo COORs, con
Rs igual a hidrégeno o a un grupo de alquilo inferior, ramificado o lineal, con 1-6 atomos de carbono, un residuo
aminoalquilo ramificado o lineal con 1-6 atomos de carbono, un residuo de halégeno o pseudohalégeno, o un
residuo de polietilenglicol de la formula (11) o (Ill)

CH3-0-(CHa-CH3-0-),-CH,-CHa-(C=0)-NH-CH,- (D]
CH3-0-(CHa-CH3-0-),-CH2-CH2-NH-(C=0)-CH2-CH2-(C=0)-NH-CHx-  (lIl)

Con n definido de tal manera que los residuos de polietilenglicol tienen un peso molecular promedio de 10000 Da,
5000 Da, 3400 Da, 2000 Da, 1000 Da o 750 Da;

R2 representa un ciclo o biciclo no sustituido o sustituido, aromatico o no aromatico, con 5-13 atomos de carbono o
heterociclo aromatico con 4-5 atomos de carbono y un atomo de nitrégeno, 6xido de nitrégeno, atomo de oxigeno o
atomo de azufre, donde la sustitucion es un residuo de halégeno, un residuo alquilo ramificado o lineal, sustituido
opcionalmente con fltor, con 1-6 atomos de carbono, un residuo alquiloxi ramificado lineal, opcionalmente sustituido
con fldor, con 1-6 &tomos de carbono, un residuo hidroxilo o un residuo ciano; o un residuo de la estructura:

SN

N~ O
H

R3 se selecciona de

t—< z NH
"@} NH, . ; NH; ' C NH,
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R4 representa opcionalmente un residuo de halégeno presente una o varias veces;
0=102;
p=0,1,2,304;y
i=001,

asi como sus mezclas racémicas y sales con acidos organicos o inorganicos.

2. Compuestos segun la reivindicacion 1, caracterizados porque en R; el residuo de alquilo inferior es metilo o etilo,
preferentemente metilo, el residuo de aminoalquilo es metilo, y el residuo halégeno o pseudohalégeno es cloro o un
grupo ciano; y n es un nimero entero de cerca de 25 a cerca de 250, preferentemente cerca de 18, cerca de 25,
cerca de 50, cerca de 85, cerca de 125 o cerca de 250;

En R; el heterociclo aromatico contiene un atomo de nitrégeno u 6xido de nitrégeno;

En R4 el residuo halégeno es fltor;

o=1;
p=3;y
i=0.

3. Compuestos segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizados porque R; esta presente una vez y en posicién meta o
para, preferentemente R1 es un residuo COOH, principalmente R; estd presente una vez y se selecciona de
hidrégeno, de un grupo 4-COOH o principalmente de un grupo 3-COOH.

4. Compuestos segun una de las reivindicaciones 1-3, caracterizados porque R es un ciclo o biciclo aromatico con
6-13 atomos de carbono o heterociclo con 5 &tomos de carbono y un atomo de nitrégeno.

5. Compuestos segln una de las reivindicaciones 1-3, caracterizados porque Rz es un ciclo no aromatico con 6
atomos de carbono.

6. Compuestos segun una de las reivindicaciones 1-5, caracterizados porque R3 es

7. Compuestos segun una de las reivindicaciones 1-6, caracterizados porque las sales se forman a partir de acido
clorhidrico, HBr, acido acético, &cido trifluoroacético o 4cido toluenosulfénico.

8. Compuestos segun una de las reivindicaciones 1-7, caracterizados porque Rz se selecciona de los siguientes
residuos:
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9. Compuestos segun una de las reivindicaciones 1-8, caracterizados porque Rj tiene la estructura

ES 2439244 T3

7

*

NH,
10. Compuestos segun una de las reivindicaciones 1-9, caracterizados porque el compuesto se define de la
siguiente manera:
Compuesto R1 R> p R3 Ra
No.
R ORRIES) -
NH,
2 4-COOH _@ 3 Q ;
NH,
3 3-COOH _@ 3 _Qﬁ -
NH,
4 3-COOH _@ 3 Q :
NH,
5 3-COOH _@ 3 Q 2-F
NH,
6 H §C| 3 _Qﬁ -
NH,
7 H 3 Q -

NH,

N
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Compuesto R1 R2 p Rs o} i R4
No.
55 H d N\ 3 _@ 2 0 -
=N
(0]
56 3-COOH wd N\ 3 ,_@ 2 0 -
=N
(0]

Ry R> p Rs 0 I | Rg
3-COOH _@ 3 Q 1o -
* *
~_—NH

12. Compuestos de la férmula general (1V)
Mo AE Ry

O\/ \,J'LN = NH

:-J AN

(Iv)

con

R; presente opcionalmente una o varias veces e independientemente entre si representa un COORs, con Rs igual a
hidrégeno o a un grupo alquilo inferior, ramificado o lineal, con 1-6 atomos de carbono, un residuo aminoalquilo
ramificado o lineal con 1-6 atomos de carbono, un residuo halégeno o pseudohalégeno o un residuo de
polietilenglicol de la férmula (V) o (VI)

CH3-O-(CH2-CHz-o-)n-CHz-CHz-(C=0)-NH-CHz- (V)
CH3-O-(CH2-CH2-O-)n-CH2-CH2-NH-(C:O)-CHz-CHz-(C=0)-NH-CHz- (V|)

Con n definida de tal manera que los residuos de polietilenglicol tienen un peso molecular promedio de 10000 Da,
5000 Da, 3400 Da, 2000 Da, 1000 Da o 750 Da;

Rz es un residuo alquiloxi ramificado o lineal, con 1-6 atomos de carbono, un residuo hidroxilo, un residuo amino o
un residuo alquiloxicarbonilamido ramificado o lineal, con 1-6 atomos de carbono;

R3 se selecciona de los siguientes residuos:

* NH
NH; NH, NH, —
7 ] ¥
R4 representa un residuo halégeno presente opcionalmente una o varias veces,

o=102;
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p=1,2,304,

i=001,;

asi como sus mezclas racémicas y sales con acidos organicos o inorganicos.
13. Compuestos segun la reivindicacién 12, caracterizados porque en

R; el residuo de alquilo inferior es metilo o etilo, preferentemente metilo, el residuo aminoalquilo es metilo, y el
residuo halégeno o pseudohalégeno es cloro o un grupo ciano; y n es un nimero entero de cerca de 25 a cerca de
250, preferentemente cerca de 18, cerca de 25, cerca de 50, cerca de 85, cerca de 125 o cerca de 250;

En R; el residuo de alcoxi y el residuo de alquiloxicarbonilamida son butilo terciario;

Rs es

i =0.

14. Compuestos segun la reivindicacion 13, caracterizados porque R; esta presente una vez y en posicién meta o
para, R1 es preferentemente hidrégeno o un residuo COOH, R; estd presente principalmente una vez y se
selecciona de hidrégeno, de un grupo 4-COOH o un grupo 3-COOH.

15. Compuestos segln una de las reivindicaciones 13-14, caracterizados porque la sales se forman a partir de acido
clorhidrico, HBr, acido acético, acido trifluoroacético o acido toluenosulfénico.

16. Compuestos segln una de las reivindicaciones 13-15, caracterizados porque el compuesto se define de la
siguiente manera:

Compuesto R1 Rz p
No.

57 H j\>< 4 .
*,
“N” o
H

59 H *-NH2 4

Rs
58 4-COOH j\ >< 4 ,Q 1
'\
ﬂ o NH,

60 H j\>< 1 .
*
“NT o
H
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*

Compuesto R1 Rz Rs
No.
NH,
62 H j\ >< —d N\
t\ ——
N~ O
H
63 H
*, *
~
o>< Q
NH,
64 4-COOMe . >< ,Q
(0}
NH,
65 4-COOH . >< ,Q
(0}
NH,
66 3-COOMe . >< Q
(¢}
NH,
67 3-COOH . >< Q
(¢}
NH,
68 H *OH ,Q
NH,
69 4-COOMe *-OH ,Q
NH,
70 4-COOH *-OH Q
NH,
71 H
*, *
~
o>< Q
NH,
72 H *OH ,Q
NH,
73 H
*, *
~
o>< Q
NH,
74 H *OH Q

4
I
~N
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Compuesto R1 Rz p
No.

Rs
75 H . 1 . 1
O
NH,

76 H *OH 1 . D . 2:"‘“ 1
NH,

77 H . >< 1 D . 2:"‘“ 2
~ *
o NH,

78 H *OH 1 . D . 2:"‘“ 2
NH,

17. Método para producir un compuesto segin una de las reivindicaciones 1-16, caracterizado porque los
correspondientes aminoacidos se acoplan secuencialmente a una amidina o guanidinobencilamina protegidas en el
grupo amidino o guanidino, en cuyo caso el aminoacido N-terminal, o bien ya porta el residuo P4, donde P4 es

R4 0\\ -*’P
S“H

o bien éste se enlaza a continuacion al mismo y a continuacion Los compuestos resultantes se purifican y
opcionalmente se PEGilan.

18. Método para producir un compuesto segun una de las reivindicaciones 1-16 el cual comprende las siguientes
etapas:

(a) Amidacién de un aminoéacido, Na-protegido de manera correspondiente, que tiene el residuo Rs, donde R3 se
define tal como en la reivindicacion 1, con una aminometilbenzamidina o -guanidina protegida correspondiente,

(b) Disociacion del grupo protector Na del aminoacido que tiene Rs y reaccion del producto resultante con el
correspondiente bencilsulfonilaminoacido que tiene los residuos R; y Rz, donde R; y Rz son tal como se definen en la
reivindicacion 1, y disociacion de los grupos protectores restantes para obtener el compuesto de la formula (1), y
después de una posible purificacion

(c) opcionalmente PEGilacion del compuesto resultante.
19. Medicamento que contiene al menos un compuesto segin una de las reivindicaciones 1-16.

20. Medicamento segun la reivindicacion 19 para el tratamiento de la pérdida de sangre, principalmente en estados
hiperfibrinoliticos, en trasplantes de drganos o intervenciones quirargicas en el corazén, ante todo con derivacion
(bypass) cardiopulmonar.

21. Adhesivo de fibrina que contiene al menos un compuesto segun una de las reivindicaciones 1-16.

22. Uso de al menos un compuesto segun una de las reivindicaciones 1-16 para producir un medicamento segun la
reivindicacion 19 o 20 o de un adhesivo de fibrina segun la reivindicacién 21.
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