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DESCRIPCION
Agentes de reversion de los anticoagulantes
Campo de la invencion

La presente invencion desvela compuestos que revierten completa o parcialmente los efectos anticoagulantes de los
inhibidores de la coagulacion, tales como la heparina no fraccionada ("HNF"), la heparina de bajo peso molecular
("HBPM"), el fondaparinux y otros anticoagulantes que se unen a la antitrombina, asi como de los inhibidores
directos del Xa y del lla.

Antecedentes de la invencion

La cascada de la coagulaciéon es un proceso fisiolégico normal que aspira a prevenir una pérdida significativa de
sangre o una hemorragia después de una lesion vascular. Sin embargo hay momentos en los que se forma un
coagulo sanguineo (trombo) cuando no es necesario. Por ejemplo, algunas afecciones de alto riesgo tales como una
enfermedad médica aguda, una inmovilizacién prolongada, una cirugia o el cancer pueden aumentar el riesgo de
desarrollar un coagulo sanguineo que puede tener potencialmente unas consecuencias significativas tales como una
enfermedad cardiovascular aterosclerética y/o ritmos cardiacos anormales.

La cascada de la coagulacion consiste en una serie de etapas en las que una proteasa escinde y subsiguientemente
activa la siguiente proteasa de la secuencia. Cada proteasa puede activar varias moléculas de la siguiente proteasa
de la serie, amplificando esta cascada biolégica. El resultado final de estas reacciones es la conversién del
fibrindgeno, una proteina soluble, en filamentos insolubles de fibrina. Junto con las plaquetas, los filamentos de
fibrina forman un coagulo sanguineo estable.

La antitrombina (AT), un inhibidor de la proteasa de serina, es el principal inhibidor plasmatico de las proteasas de la
coagulacién. La AT bloquea la cascada de la coagulacién mediante, por ejemplo, la inhibicion de la trombina (factor
Ila) y del factor X activado (factor Xa). La heparina (heparina no fraccionada) y las heparinas de bajo peso molecular
(HBPM; heparina fraccionada) inhiben el proceso de la coagulacion mediante la unién a la AT a través de una
secuencia de pentasacaridos. Esta unién da lugar a un cambio conformacional en la AT, que acelera su inhibicion de
los factores lla, Xa asi como de otras proteasas implicadas en la coagulacion sanguinea. Una vez disociada, la
heparina y la HBPM estan libres para unirse a otra molécula de antitrombina e inhibir subsiguientemente mas
trombina y factor Xa.

La heparina no fraccionada es una mezcla de glucosaminoglucanos (GAG) que tiene propiedades anticoagulantes
descubierta en el higado de perros en 1916 por McLean y Howell en la Johns Hopkins University. Ademas de la
anticoagulacion, se ha averiguado que la heparina no fraccionada tiene otras propiedades que incluyen
antiinflamaciéon y angiogénesis. Las HBPM son heparinas que consisten en cadenas cortas de polisacaridos,
generalmente con un peso molecular menor de 8.000 Da. Tanto la HBPM como la heparina se usan en la
prevencion de la coagulacion sanguinea en el interior del cuerpo, pero se usan en diferentes situaciones en la
practica clinica.

La heparina esta disponible en forma de una solucién liquida administrada por via parenteral. La HBPM, tal como la
enoxaparina, es una fraccion de la heparina de bajo peso molecular. También esta disponible en forma de una
solucion inyectable liquida. Las marcas disponibles actualmente de HBPM aprobadas por la FDA de los Estados
Unidos son LOVENOX® (nombre genérico, enoxaparina) y FRAGMIN ® (nombre genérico, dalteparina).

La heparina de bajo peso molecular o heparina fraccionada tiene una mayor especificidad por la actividad del factor
sanguineo Xa y del factor lla que la heparina no fraccionada. Adicionalmente, la HBPM tiene un efecto mas
reproducible sobre el tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT), una medida del tiempo de coagulacion. La
HBPM tiene una menor incidencia de trombocitopenia inducida por heparina (TIH). Debido a que la HBPM tiene una
eficacia mas predecible y una menor incidencia de efectos adversos tales como la TIH, los pacientes pueden
inyectarse por si mismos la HBPM en casa, aunque a menudo también se usa en el hospital. Por estas razones, las
HBPM se han convertido en los anticoagulantes lideres del mercado.

La protamina, una molécula cargada positivamente, puede usarse para revertir la anticoagulacion resultante de la
administracion de una heparina cargada muy negativamente no fraccionada o de una heparina de bajo peso
molecular (HBPM). La protamina es un producto natural que se ha asociado con problemas de suministro, que
destaca una necesidad de opciones de agentes de reversion adicionales, idealmente sintéticos. La actividad
anticoagulante de la HBPM puede ser revertida parcialmente, pero no totalmente, mediante la administracion
intravenosa de protamina. Se cree que la razén de la reducida actividad reversora de la anticoagulacion de la
protamina en el caso de la HBPM es debida a una menor afinidad de unién por la fraccién de la HBPM en la sangre
que la heparina no fraccionada. La protamina debe ser administrada lentamente, debido a los efectos hipotensores y
a problemas relacionados con una anafilaxia.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2569 674 T3

Recientemente algunos agentes anticoagulantes adicionales han comenzado a obtener la aprobacion de las
autoridades sanitarias. Algunos ejemplos de dichos anticoagulantes incluyen dabigatran o PRADAXA®, argatroban o
ARGATROBAN®, rivaroxaban o XARELTO®, apixaban o ELIQUIS®, edoxaban o LIXIANA® y fondaparinux o
ARIXTRA®. Estos anticoagulantes impiden que el factor Ila o el factor Xa propaguen la coagulacion.

Algunos anticoagulantes, tales como dabigatran, fondaparinux, rivaroxaban y apixaban, no han sido aprobados
como agentes de reversion. El estado actual de la técnica para la reversion del dabigatran o PRADAXA® es el
empleo de carbdn vegetal activado para intentar eliminar el dabigatran de la sangre, y el uso de transfusiones
sanguineas. Aparte de Eerenberg et al. Circulation, 4 de octubre de 2011; 124 (14): 1573-9, Epub 6 del septiembre
de 2011, que informan de que en un pequefio ensayo clinico, un concentrado de complejo de protrombina fue capaz
de revertir el dabigatran, pero no el rivaroxaban, no existen datos ni antidotos disponibles clinicamente para la
reversion de cualquiera de estos inhibidores del Factor lla o Xa de la coagulacion. Por lo tanto, cuando los pacientes
son anticoagulados con estos agentes, los efectos adversos asociados a una sobredosificacion, particularmente una
hemorragia significativa mortal, son mucho mas peligrosos que los efectos secundarios asociados con la
administracion de una heparina no fraccionada. La ausencia de un agente de reversion limita por lo tanto el uso de
estos farmacos.

Por estas razones existe una necesidad clinica amplia y fuertemente no satisfecha de nuevos agentes de reversion
de la anticoagulacion.

Sumario de la invencién

Se han desarrollado inhibidores de la heparina, de fragmentos de heparina, del fondaparinux e inhibidores de otros
factores Xa o lla. La estructura general de los agentes de reversion de los anticoagulantes de interés es: R-Z-R’, en
la que Ry R’ son agentes cargados positivamente a un pH fisiolégico y pueden ser moléculas iguales o diferentes, y
Z es un compuesto anular hidréfobo ciclico o condensado. Mas especificamente, el inhibidor esta representado por
un compuesto de féormula | o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

Y-M-X-L-A-L’-X-M’-Y’ 0]
en la que:

A es un anillo carbociclico o heterociclico sustituido o no sustituido aromatico o no aromatico, o una fraccién
lineal;

L y L’ son iguales o diferentes y son conectores;

X'y X son iguales o diferentes y estan ausentes o estan en un grupo funcional que une el conector L con M y el
conector L’ con M’, respectivamente;

M y M’ son iguales o diferentes y estdn ausentes o son un conector que une X con Y y X' con Y,
respectivamente; e

Y e Y’ son iguales o diferentes y son una fracciéon que contiene uno o mas atomos o grupos catiénicos o uno o
mas grupos que se vuelven cationicos en las condiciones fisioldgicas, segun se define de forma mas precisa en
las reivindicaciones.

Los compuestos pueden ser simétricos o asimétricos; es decir, unoo mas de L, L', X, X', M, M’, Y, o Y’ pueden ser
iguales o diferentes. Los compuestos pueden ser quirales (es decir, contienen uno o mas centros quirales) o
aquirales.

En algunas formas de realizacién definidas de forma mas precisa en las reivindicaciones, A es una fraccion
heterociclica. En otras formas de realizacién, A es una fraccion heterociclica y L y L’ son una cadena de alquileno
sustituida o no sustituida. En otras formas de realizacion mas, A es una fraccion heterociclica, L y L’ son una cadena
de alquileno sustituida o no sustituida, y X y X’ son NH-C(=0)-. En otras formas de realizacion mas, A es una
fraccion heterociclica, L y L’ son una cadena de alquileno sustituida o no sustituida, X y X’ son NH-C(=O0)-y My M’
son una cadena de alquileno sustituida. En otras formas de realizacion mas, A es una fraccion heterociclica, L y L’
son una cadena de alquileno sustituida o no sustituida, X es NH-C(=0O)-, M y M’ son una cadena de alquileno
sustituida, e Y e Y’ son una fraccién de guanidina. En algunas formas de realizacién en particular, A es un anillo de
piperazina 1,4 o 2,5 disustituido.

En una forma de realizacién de la invencion el inhibidor es un compuesto representado por la formula Il o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo:
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|o (1)

O—/0

Y\M/ \N/L\//_\\/L'\N/C\M'/Y'
H N N H

en la que L y L’ son cada uno una cadena de alquileno de C1 a C1 sustituida o no sustituida, en la que My M’ son
cada uno una cadena de alquileno de C4 a C1g sustituida o no sustituida y en la que Y e Y’ son cada uno

MH

__H,/<’

NH,,

En una forma de realizacion de la invencion el inhibidor es un compuesto representado por la férmula 11l o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo:

C|> CT (1Y)
Y. C L L C
i SN N N \”/

enlaquel, L’ M, M, Y eY son segun se describe en el presente documento.

YI
SNy

En otra forma de realizacién mas de la invencion el inhibidor es un compuesto representado por la formula (IV) o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

G T (IV)

| /N

. CH iy N N Y CH ¥
— N — P S e
\(CHz)n \i:/ \(CHz)m \ / \(CHz)m BN ~

O

(CHzln

o0

en la que Y e Y’ son segun se describe en el presente documento y nes de 3 a5, mes de 3 a 6, y G se elige de
entre -NH, y OH. Mas preferiblemente, G es amino.

Otra forma de realizacion mas de la invencion el inhibidor es un compuesto representado por cualquiera de las

féormulas Il, lll o IV, e Y e Y’ se eligen independientemente de entre el grupo que consiste en
/ NH
—<
H
NH,
Mas preferiblemente G es -NH, e Y e Y’ son
/ NH
—N——
H
NH,

En la forma de realizacion preferida, el compuesto es di-arginina piperazina (DAP), representado en la formula V, o
un compuesto relacionado, representado en la férmula VI, o las sales farmacéuticamente aceptables de cualquiera
de los compuestos:
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V)

>‘H N~ —\ﬁ"{

Bl NH,

(3-{4-[3-(2-Amino-5-guanidino-pentanoilamino)-propil]-piperazin-1-il}-propil)-amida del acido 2-amino-5-guanidin-
pentanoico; o

(v
Q,
NH HN
oy
HN NH 5 NH HA
>;NH
HaN HoN NH
HN%

NH,

{5-[(2-Amino-5-guanidino-pentanoilamino)-metil]-piperazin-2-iimetil-amida del acido 2-amino-5-guanidin-pentanoico.

En una forma de realizacion especifica, el compuesto de férmula V es un estereoisémero segun se representa en la
férmula VII:

(VID)
0O, O
NH HMN
HN, NH; \_\;N N NH
NH \—/ HN%
H.N NH, |

En otra forma de realizacion especifica, el compuesto de férmula VI es un estereoisémero segun se representa en la
férmula VIII:

(VIID
NH  HN
Hiaese: v
HN NH, NH  HN
NH
HeN NH
HN—<

NH; |

Los compuestos de la invencidon pueden administrarse en una composicion farmacéutica en forma de una solucion
acuosa en forma de un bolo y/o de una infusién intravenosa, de una inyeccién subcutanea o por via oral. En la forma
de realizacion preferida, los compuestos son administrados mediante una inyeccioén (intravenosa, intramuscular o
subcutanea) en un portador tal como agua estéril destilada, solucion salina, solucién salina tamponada u otro
excipiente farmacéuticamente aceptable para inyeccién. En algunas formas de realizacion, el inhibidor puede ser
administrado por via oral o en una superficie mucosa (nasal, pulmonar, vaginal, rectal o bucal) o en depot.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2569 674 T3

Los compuestos de la invencion pueden ser administrados en una composicion farmacéutica al paciente en
necesidad de una reversion de la heparina, de la HBPM o de otra anticoagulaciéon mediada por un inhibidor de la
trombina, en una cantidad eficaz para restaurar la coagulaciéon y la hemostasia normales. Las composiciones
farmacéuticas que incluyen los compuestos de la invencién son adecuadas para su uso hospitalario o en la reversion
no urgente en domicilio. Son administrados al paciente en necesidad de una reversion de la heparina, de la HBPM o
de otra anticoagulacion mediada por un inhibidor de la trombina en una cantidad eficaz para restaurar la
coagulacién. Los compuestos y las composiciones farmacéuticas segun se describen en el presente documento
también pueden usarse para reducir la actividad de los factores de crecimiento de union a la heparina y/o para la
reversion completa o parcial de una combinacion de uno o mas de los agentes anticoagulantes Factor lla y/o Factor
Xa.

Por lo tanto, los compuestos de la invencién pueden ser para su uso en la reversién completa o parcial del efecto
anticoagulante de un inhibidor de la coagulacion. Los compuestos de la invencion también pueden usarse como
parte de un kit diagndstico, por ejemplo, un kit diagndstico para la determinacion de la concentracion de un
anticoagulante en la sangre.

Algunos ejemplos demuestran que la DAP se une directamente al rivaroxaban, al apixaban, a la heparina no
fraccionada, al fondaparinux y a la HBPM, revertiendo la actividad anticoagulante. La DAP revertid la anticoagulacion
de rivaroxaban oral y de HBPM subcutanea in vivo medida segun el aPTT, y del fondaparinux subcutaneo medida
por la actividad del Xa, en ratas. La reversion de la DAP, confirmada por una reduccion estadisticamente significativa
en la pérdida de sangre en el ensayo de transeccion de la cola de rata, fue demostrada para el apixaban, el
dabigatran, el edoxaban y el rivaroxaban. La DAP revertid6 completamente el apixaban y el rivaroxaban a una
proporcion entre masa y dosis de aproximadamente 10:1 de DAP:anticoagulante en sangre humana ex vivo medida
mediante el uso de un kit anti-Xa. La DAP mostré una reversion dependiente de la dosis del apixaban y del
rivaroxaban en sangre humana ex vivo. La reversion del rivaroxaban en sangre humana completa recién extraida se
confirmé mediante mediciones del aPTT ex vivo. La DAP no se unié al argatroban a unas concentraciones de hasta
1:1.000 in vitro. La DAP reverti6 el dabigatran oral in vivo en ratas medido mediante el aPTT. El argatroban
administrado en ratas permanecia anticoagulado después de una dosis IV 200x de la DAP, demostrando que la DAP
es segura y que la interaccion de reversion es especifica para las heparinas y los nuevos anticoagulantes orales. En
resumen, los ejemplos demuestran la complejacion de la DAP con la heparina y la HBPM, y que la DAP sirve como
un excelente agente de reversion para la heparina, los compuestos heparinoides y otros inhibidores de la trombina
que incluyen dabigatran, las heparinas de bajo peso molecular aprobadas, asi como rivaroxaban (XARELTO®),
fondaparinux (ARIXTRA®), edoxaban (LIXIANA®) y apixaban (ELIQUIS®), seglin se ensayd en ensayos in vitro con
sangre humana, en ensayos anti-Xa y del aPTT y/o en un ensayo de transeccion de cola de rata in vivo.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una grafica del flujo térmico frente a la temperatura medido mediante una calorimetria diferencial
de barrido (DCS) en la que la DAP se calienta desde -20 °C hasta 200 °C ("1" o "primer calor"), se enfria hasta -
20 °C, y se calienta de nuevo hasta 200 °C ("2" o "segundo calor").

La Figura 2 es una gréafica de la DAP sola, de la HNF sola y de una combinacion de DAP-HNF, en funcion del
porcentaje en volumen en comparacion con el tamafo (d.nm) medido mediante una dispersion dinamica de la luz
(DLS).

La Figura 3 es una grafica de la DAP sola, de rivaroxaban solo y de DAP-rivaroxaban en unas proporciones de
de 1:1 y de 10:1 de DAP:rivaroxaban, en funcién del volumen (porcentaje) en comparacion con el tamafio (d.nm)
medido mediante una DLS.

La Figura 4 es una grafica de la DAP sola, de apixaban solo y de la unién de DAP-apixaban en unas
proporciones de de 1:1, de 10:1 y de 100:1, en funcién del volumen (porcentaje) en comparacién con el tamafio
(d.nm) medido mediante una DLS.

La Figura 5 es una grafica de la DAP sola, de fondaparinux solo y de la unién de DAP-fondaparinux en unas
proporciones de de 1:1, de 10:1 y de 100:1, en funcién del volumen (porcentaje) en comparaciéon con el tamafio
(d.nm) medido mediante una DLS.

La Figura 6 es una grafica de la DAP sola, de la HBPM y de la unién de DAP-HBPM en unas proporciones de
1:1, de 1:10 y de 100:1, en funciéon del volumen (porcentaje) en comparaciéon con el tamafio (d.nm) medido
mediante una DLS.

La Figura 7 es una grafica de la DAP sola, de argatroban solo y de la unién de DAP-argatroban en unas
proporciones de 1:1, 10:1, de 100:1 y de 1.000:1, en funcién del volumen (porcentaje) en comparacion con el
tamano (d.nm) medido mediante una DLS.

La Figura 8 es una grafica del tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT, segundos) medido con el tiempo
(horas) durante cinco horas después de la administracion subcutanea de 10 mg de bemiparina (HBPM) a una
rata. A las cuatro horas del tratamiento la rata recibié una dosis intravenosa de 200 mg/kg (100 mg) de DAP.

La Figura 9 es una grafica del tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT, segundos) medido con el tiempo
(horas) después de la administracion oral de PRADAXA® (dabigatran) a una rata, seguida de la administracion
intravenosa de 200 y de 100 mg/kg (100 mg y 50 mg) de DAP.
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La Figura 10 es una grafica del tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT) medido con el tiempo (horas)
después de la administracion subcutanea de heparina no fraccionada (HNF) a una rata, seguida de la
administracion intravenosa de 200 mg/kg (100 mg) y de mg/kg (200 mg) de DAP.

La Figura 11 es una grafica del aPTT (segundos) medido con el tiempo (horas) después de la administracion oral
de 5 mg/kg de rivaroxaban a una rata, seguida de la administraciéon intravenosa de 5 mg/kg (2 mg) de DAP.

La Figura 12 es una gréafica de la concentraciéon de fondaparinux activo (pg/ml) medida con el tiempo (minutos
después de la reversion) después de la administracion subcutanea de 5 mg/kg de fondaparinux a una rata,
seguida de la administracion intravenosa de 200 mg/kg de DAP (es decir, "reversion").

La Figura 13 es una grafica del aPTT (segundos) medido con el tiempo (minutos después de la reversion)
después de la administracién oral de 15,5 mg/kg de PRADAXA® (dabigatran) a una rata, seguida de la
administracion intravenosa de 100 mg/kg de DAP (es decir, "reversion”).

La Figura 14 es una grafica del tiempo de aPTT (segundos) para 0, 2, 10, 25, 50 y 100 mg de DAP administrada
por via intravenosa.

La Figura 15 es una grafica de la sangre recogida (es decir, la pérdida de sangre acumulada) durante 30 minutos
en un ensayo de hemorragia por transeccion de la cola de rata en ratas que reciben 2 mg de rivaroxaban y 0 mg
de DAP, 2 mg de rivaroxaban y 2,5 mg de DAP, 2 mg de rivaroxaban y 12,5 mg de DAP, o una dosis ficticia de
reversion y de anticoagulante ("ficticia"). En los grupos de tres ratas emparejadas por edades, 12,5 mg de DAP
redujeron la pérdida de sangre a los niveles de la dosis ficticia, produciendo una diferencia estadisticamente
significativa (* p < 0,05) con respecto a las ratas que soélo recibieron rivaroxaban.

La Figura 16 es una grafica de la sangre recogida (es decir, la pérdida de sangre acumulada) durante 30 minutos
en un ensayo de hemorragia por transeccion de la cola de rata en ratas que reciben 1,25 mg de apixaban y 0 mg
de DAP, 1,25 mg de apixaban y 5 mg de DAP, 1,25 mg de apixaban y 12,5 mg de DAP, o una dosis ficticia de
reversion y de anticoagulante ("ficticia"). En los grupos de tres ratas emparejadas por edades, 5 mg y 12,5 mg de
DAP redujeron la pérdida de sangre a los niveles de la dosis ficticia, produciendo una diferencia estadisticamente
significativa (*** p < 0,01) con respecto a las ratas que solo recibieron apixaban.

La Figura 17 es una grafica de la sangre recogida (es decir, la pérdida de sangre acumulada) durante 30 minutos
en un ensayo de hemorragia por transeccion de la cola de rata en ratas que reciben 1,25 mg de edoxaban y 0
mg de DAP, 1,25 mg de edoxaban y 12,5 mg de DAP, o una dosis ficticia de reversion y de anticoagulante
("ficticia"). En los grupos de tres ratas emparejadas por edades, 12,5 mg de DAP redujeron la pérdida de sangre
a los niveles de la dosis ficticia, produciendo una diferencia estadisticamente significativa (* p < 0,05) con
respecto a las ratas que solo recibieron edoxaban.

La Figura 18 es una grafica de la sangre recogida (es decir, la pérdida de sangre acumulada) durante 30 minutos
en un ensayo de hemorragia por transeccion de la cola de rata en ratas que reciben 15 mg de etexilato de
dabigatran y 0 mg de DAP, 15 mg de etexilato de dabigatran y 5 mg de DAP, 15 mg de etexilato de dabigatran y
12,5 mg de DAP, o una dosis ficticia de reversidon y de anticoagulante ("ficticia"). En los grupos de tres ratas
emparejadas por edades, 12,5 mg de DAP redujeron la pérdida de sangre a los niveles de la dosis ficticia,
produciendo una diferencia estadisticamente significativa (*** p < 0,01) con respecto a las ratas que solo
recibieron etexilato de dabigatran.

La Figura 19 es una grafica del aPTT (segundos) medido en sangre humana recién extraida tratada ex vivo con
50 microgramos/ml de DAP, 0,25 microgramos/ml de rivaroxaban, 50 microgramos/ml de DAP y 0,25
microgramos/ml| de rivaroxaban o con solucion salina.

La Figura 20 es una grafica que muestra la concentraciéon de anticoagulante eficaz medida mediante un ensayo
de actividad del anti-factor Xa en plasma humano tratado ex vivo con 218 ug/l de rivaroxaban solo o junto con
1.250 mg/l de DAP y 459 pg/l de rivaroxaban solo o junto con 6.250 ug/l de DAP.

La Figura 21 es una grafica que muestra la concentracién de anticoagulante eficaz medida mediante un ensayo
de actividad del anti-factor Xa en plasma humano tratado ex vivo con 156 ug/l de apixaban solo o junto con 1.156
pg/l de DAP y 313 ug/l de apixaban solo o junto con 3.125 ug/l de DAP.

La Figura 22 es una grafica que muestra la concentracién de anticoagulante eficaz medida mediante un ensayo
de actividad del anti-factor Xa en plasma humano tratado ex vivo con 218 ug/l de rivaroxaban, solo o junto con
cantidades crecientes (1,25, 12,5, 125 y 1.250 pg/l) de DAP.

Descripcion detallada de la invencion
I. Agentes de reversién de los anticoagulantes

Se divulgan nuevos agentes de reversion de los anticoagulantes. Los compuestos de la invencion incluyen los
compuestos descritos en el presente documento, asi como las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Se han desarrollado inhibidores de heparina, de fragmentos de heparina, de fondaparinux e inhibidores del factor Xa
o del factor lla (por ejemplo, inhibidores orales del factor Xa o del factor lla). La estructura general de los agentes de
reversion de los anticoagulantes de interés es: R-Z-R’, en la que R y R’ son agentes cargados positivamente a un pH
fisioldgico y pueden ser moléculas iguales o diferentes, y Z es un compuesto anular hidréfobo ciclico o condensado.

Segun se usa en el presente documento, una cadena de alquileno es una fraccion de alqueleno divalente que tiene

una longitud de desde C1 hasta C+o, preferiblemente desde C3 hasta Cs y que puede estar sustituida o no sustituida.
Algunos ejemplos de sustituyentes incluyen alquilo, hidroxilo, hidroxi alquilo, amino, amino alquilo, alcoxi, alquil
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alcoxi. Segun se usa en el presente documento, el término alquilo es una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada
desde C1 hasta C1o, preferiblemente C1-Cs. En otras forma de realizacion mas, A es una fraccién heterociclica, L y L’
son una cadena de alquileno sustituida o no sustituida, X es NH-C(=0)-, M y M’ son una cadena de alquileno
sustituida, e Y e Y’ son una fracciéon de guanidina.

En algunas formas de realizacién, los conectores L y L’ estan unidos a los heteroatomos del anillo A, tales como los
dos atomos de nitrégeno de la piperazina. En otras formas de realizacion, el conector L y L’ estan unidos a atomos
distintos a los heteroatomos del anillo, tales como carbono. En algunas formas de realizacion en particular, A es un
anillo de piperazina 1,4 o 2,5 disustituido. En algunas formas de realizacién, L y L’ y/o M y M’ son una cadena de
alquileno sustituida o no sustituida, tal como -(CH2).-, en la que n es un niumero entero desde 1-10, preferiblemente
desde 1-6, por ejemplo, 1-3. En particular formas de realizacién, n es 3. En algunas formas de realizacion, L y/o M
estan ausentes.

Y e Y’ son una fraccidon que contiene uno o mas atomos o grupos que son catidnicos o que seran cationicos en
condiciones fisiologicas. Algunos ejemplos identificados de forma mas precisa en las reivindicaciones incluyen
fracciones de amina y de guanidina, asi como fracciones que contienen fosforo, tales como fracciones de
alquiltrifenilfosfonio, de tetrafenilfosfonio, de tetrafenilarsonio, de tribencil amonio y de fosfonio. Algunas fracciones
cationicas adicionales incluyen oligdmeros y polimeros cationicos, tales como oligo o polilisina, oligo o poliarginina,
polietileno imina N-alquilada, y similares. Otras fracciones cationicas incluyen cationes lipofilos deslocalizados que
contienen entre una y tres unidades de carbimino, sulfimino o fosfinimino segun se describe en Kolomeitsev et al.,
Tet. Let., Vol. 44, n® 33, 5795-5798 (2003).

En algunas formas de realizacién, el compuesto es un derivado de piperazina, en el que las cadenas laterales de
aminoacidos contienen uno o mas atomos cargados positivamente o atomos que estaran cargados positivamente en
las condiciones fisiolégicas. Algunos ejemplos incluyen diarginina piperazina. Otros aminoacidos que estan cargados
positivamente o que estaran cargados positivamente en las condiciones fisiolégicas pueden ser sustituidos por
arginina.

"Heterociclo" o "heterociclico”, seguin se usa en el presente documento, se refiere a un radical ciclico unido a través
de un carbono o un nitrégeno del anillo de un anillo monociclico o biciclico que contiene 3-10 atomos en el anillo y
preferiblemente desde 5-6 atomos en el anillo, que consiste en carbono y entre uno y cuatro heterodtomos que se
eligen cada uno de entre el grupo que consiste en oxigeno no peroxido, azufre y N(R) en la que R esta ausente o es
H, O, alquilo (C+.4), fenilo o bencilo y que opcionalmente contiene 1-3 dobles enlaces y esta opcionalmente sustituido
con uno 0 mas sustituyentes. Algunos ejemplos de un anillo heterociclico incluyen, pero no se limitan a,
bencimidazolilo, benzofuranilo, benzotiofuranilo, benzotiofenilo, benzoxazolilo, benzoxazolinilo, benzotiazolilo,
benzotriazolilo, benzotetrazolilo, benzoisoxazolilo, benzoisotiazolilo, bencimidazolinilo, carbazolilo, 4aH-carbazolilo,
carbolinilo, cromanilo, cromenilo, cinnolinilo, decahidroquinolinilo, 2H,6H-1,5,2-ditiazinilo, dihidrofuro[2,3-
bltetrahidrofurano, furanilo, furazanilo, imidazolidinilo, imidazolinilo, imidazolilo, 1H-indazolilo, indolenilo, indolinilo,
indolizinilo, indolilo, 3H-indolilo, isatinoilo, isobenzofuranilo, isocromanilo, isoindazolilo, isoindolinilo, isoindolilo,
isoquinolinilo, isotiazolilo, isoxazolilo, metilenodioxifenilo, morfolinilo, naftiridinilo, octahidroisoquinolinilo, oxadiazolilo,
1,2,3-oxadiazolilo, 1,2,4-oxadiazolilo, 1,2,5-oxadiazolilo, 1,3,4-oxadiazolilo, oxazolidinilo, oxazolilo, oxindolilo,
pirimidinilo, fenantridinilo, fenantrolinilo, fenazinilo, fenotiazinilo, fenoxatinilo, fenoxazinilo, ftalazinilo, piperazinilo,
piperidinilo, piperidonilo, 4-piperidonilo, piperonilo, pteridinilo, purinilo, piranilo, pirazinilo, pirazolidinilo, pirazolinilo,
pirazolilo, piridazinilo, piridooxazol, piridoimidazol, piridotiazol, piridinilo, piridilo, pirimidinilo, pirrolidinilo, pirrolinilo,
2H-pirrolilo, pirrolilo, quinazolinilo, quinolinilo, 4H-quinolizinilo, quinoxalinilo, quinuclidinilo, tetrahidrofuranoilo,
tetrahidroisoquinolinilo, tetrahidroquinolinilo, tetrazolilo, 6H-1,2,5-tiadiazinilo, 1,2,3-tiadiazolilo, 1,2,4-tiadiazolilo,
1,2,5-tiadiazolilo, 1,3,4-tiadiazolilo, tiantrenilo, tiazolilo, tienilo, tienotiazolilo, tienooxazolilo, tienoimidazolilo, tiofenilo y
xantenilo.

En una forma de realizacién de la invencion el inhibidor es un compuesto representado por la formula Il 0 una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo:

ﬁ ﬁ ;
Y. c L~ L C Y
~u \H/ N\/ (N ‘\H/ ~u

en la que L y L’ son cada uno una cadena de alquileno sustituida o no sustituida desde C4 hasta C1o, en la que M y
M’ son cada uno una cadena de alquileno sustituida o no sustituida desde C4 hasta Cio y enla que Y e Y’ son cada
uno
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NH

-

En otra forma de realizacion de la invencién el inhibidor es un compuesto representado por la férmula Il o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo:

o) 0 (I
| |

c L L C Y
ST N v \H/ ~u

enlaquecadaunodel, L’ M, M, Y e Y’ son como se han descrito previamente.

Y.
~u

En otra forma de realizacion mas de la invencion el inhibidor es un compuesto representado por la férmula (V) o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

(V)

en la que Y e Y’ son como se han descrito previamente y nes de 3 a 5, mes de 3 a6 y G se elige de entre -NH, y
OH. Mas preferiblemente, G es amino.

Otra forma de realizacion mas de la invencion el inhibidor es un compuesto representado por cualquiera de las

formulas Il, lll o IV, e Y e Y’ se eligen independientemente de entre el grupo que consiste en
/ NH
_N_<
H
NH,
Mas preferiblemente G es -NH, e Y e Y’ son
/ NH
—N
H :
NH

2.

Por lo tanto, en una forma de realizacién, el compuesto de la invencién es di-arginina piperazina ("DAP"), tal como el
compuesto de férmula V, o un compuesto relacionado de férmula VI, o sales farmacéuticamente aceptables de
cualquiera de los compuestos:
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(V)

Q)

- & %

H.MN NH,,

(3-{4-[3-(2-Amino-5-guanidin-pentanoilamino)-propil]-piperazin-1-il}-propil)-amida del acido 2-amino-5-guanidin-
pentanoico; o

(VD
Q
NH HN
Oy
HN NH2 NH HN
>—NH
HzN HaN NH
HN4<
NH.,

{5-[(2-Amino-5-guanidino-pentanoilamino)-metil]-piperazin-2-iimetil-amida del acido 2-amino-5-guanidin-pentanoico.

En una forma de realizacion especifica, el compuesto de férmula V es un estereoisémero segun se representa en la
10 férmula VII:

(VI

NH

HyN NH;

En otra forma de realizacion especifica, el compuesto de férmula VI es un estereoisémero segun se representa en la
férmula VIII:

(VIID)

NH

HzN

15 NHz |
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La expresion "sal farmacéuticamente aceptable” de un compuesto segun se usa en el presente documento significa
una sal que es farmacéuticamente aceptable y que posee la actividad farmacolégica deseada del compuesto
parental. Algunas sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales de grupos acidos o basicos presentes en los
compuestos de la invencion. Algunas sales de adicion acida farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se
limitan a, sales de clorhidrato, de bromhidrato, de yodhidrato, de nitrato, de sulfato, de bisulfato, de fosfato, de
fosfato &cido, de isonicotinato, de acetato, de lactato, de salicilato, de citrato, de tartrato, de pantotenato, de
bitartrato, de ascorbato, de succinato, de maleato, de gentisinato, de fumarato, de gluconato, de glucaronato, de
sacarato, de formiato, de benzoato, de glutamato, de metansulfonato, de etansulfonato, de benzensulfonato, de p-
toluensulfonato y de pamoato (es decir, 1,1’-metilen-bis-(2-hidroxi-3-naftoato)). Algunas sales de bases adecuadas
incluyen, pero no se limitan a, sales de aluminio, de calcio, de litio, de magnesio, de potasio, de sodio, de cinc y de
dietanolamina.

El compuesto de la invencion inhibe la actividad de los inhibidores de la coagulacién. Un mecanismo de accion
propuesto del compuesto de la invencion es a través de la unién a moléculas cargadas negativamente (por ejemplo,
fondaparinux, heparina no fraccionada, HBPM, descritas en el presente documento). Otros inhibidores de la
coagulacién (por ejemplo, los inhibidores del factor lla y del factor Xa tales como dabigatran, apixaban, edoxaban y
rivaroxaban, descritos en el presente documento) también poseen cargas negativas; por lo tanto, el compuesto de la
invencion puede inhibir estos inhibidores de la coagulacién a través de la neutralizacion de sus fracciones cargadas
negativamente.

Otro mecanismo de accién propuesto del compuesto de la invencion es a través de interacciones fisicas débiles
tales como puentes de hidrogeno e interacciones hidréfobas con los inhibidores de la coagulacion. Los inhibidores
orales del Factor Illa y Xa poseen porciones hidrofobas, que pueden provocar una asociacion hidréfoba con el
compuesto de la invencién, por ejemplo, con la DAP.

Por lo tanto, en algunas formas de realizacion, los compuestos de la invencion contienen al menos una fraccion
ciclica hidréfoba, por ejemplo, una o una combinacién de anillos alifaticos o aromaticos, incluyendo anillos
condensados. En otras formas de realizacion, los compuestos de la invenciéon contienen al menos una fraccion
ciclica hidréfoba y al menos dos fracciones cargadas o parcialmente cargadas positivamente al pH fisiologico.

En algunas formas de realizacién de la invencion, una o ambas de las argininas de los compuestos de las Férmulas
V y VI (o los compuestos de las Férmulas VII y VIII) estan sustituidos con uno o mas aminoacidos cargados
positivamente, sus derivados o compuestos cargados de forma similar, por ejemplo, lisina, histidina, ornitina. Las
argininas de los compuestos de las Férmulas V y VI o de los aminoacidos cargados positivamente sustituidos por
dichas argininas pueden ser aminoacidos naturales (es decir, L-aminoacidos), sus enantiomeros (es decir, D-
aminoacidos), o mezclas racémicas u otras mezclas de los mismos. "Enantiomeros" se refiere a dos
estereoisémeros de un compuesto que son imagenes especulares no superponibles entre si.

Las definiciones estereoquimicas y las convenciones usadas en el presente documento generalmente siguen el S.
P. Parker, Ed., McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (1984) McGraw-Hill Book Company, Nueva York; y el Eliel,
E. y Wilen, S., Stereochemistry of Organic Compounds (1994) John Wiley & Sons, Inc., Nueva York. Muchos
compuestos organicos existen en formas opticamente activas, es decir, tienen la capacidad de rotar el plano de la
luz polarizada en un plano. En la descripcion de un compuesto 6pticamente activo, se usan los prefijosDyLo Ry S
para indicar la configuracidon absoluta de la molécula alrededor de su(s) centro(s) quiral(es). Los prefijos Dy L o (+) y
(-) se emplean para indicar el signo de rotacién del plano de la luz polarizada por el compuesto, significando (-) o L
que el compuesto es levorrotatorio. Un compuesto con el prefijo (+) o D es dextrorrotatorio. Para una estructura
quimica dada, estos estereocisomeros son idénticos excepto porque son imagenes especulares entre si. Un
estereoisémero especifico también puede denominarse enantidmero, y una mezcla de dichos isémeros a menudo se
denomina mezcla enantiomérica. Una mezcla 50:50 de enantiémeros se refiere a una mezcla racémica o a un
racemato, que puede producirse cuando no ha habido una estereoseleccion o una estereoespecificidad en una
reaccion o un proceso quimico. Los términos "mezcla racémica" y "racemato” se refieren a una mezcla equimolar de
dos especies enantioméricas, que esta desprovista de actividad 6ptica.

En otras formas de realizacién de la invencion, el compuesto de la invenciéon contiene al menos una fraccion
hidroéfoba ciclica, por ejemplo, una o una combinacién de anillos alifaticos y aromaticos, incluyendo anillos
condensados. Los compuestos de interés contienen al menos una fraccién hidréfoba ciclica y al menos dos
fracciones cargadas o parcialmente cargadas positivamente al pH fisiolégico.

Deberia tenerse una consideracion especial en el disefio de los agentes terapéuticos basados en péptidos, dado que
dichos agentes pueden causar unas reacciones inmunoldgicas indeseadas y a menudo graves una vez que se
administran a un sujeto. El compuesto de la invencidén esta disefiado para que tenga un peso molecular lo
suficientemente bajo como para minimizar los problemas de inmunogenicidad. En una forma de realizacién, con
objeto de evitar la activacion de la respuesta inmunitaria, el compuesto esta disefiado de forma que su peso
molecular sea menor de aproximadamente 5.000 daltons, tal como menor de o de aproximadamente 1.000 daltons,
por ejemplo, desde aproximadamente 500 daltons. En una forma de realizacion, el peso molecular del compuesto es
de aproximadamente 512 daltons.
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Se prefiere que los compuestos de la invencion no se unan ni interfieran de otro modo con la funcién del ERG, un
canal de idn potasio que contribuye a la conductividad eléctrica del corazén. La inhibiciéon de este canal de potasio
puede dar lugar a un sindrome de prolongacién QT potencialmente mortal y otros candidatos a farmacos por lo
demas exitosos han mostrado una union al ERG humano.

Ademas, se prefiere que el compuesto de la invencién no inhiba ni sirva como sustrato de las enzimas del citocromo
p450 (CYP) unidas a membrana. Las CYP son las principales enzimas implicadas en el metabolismo de los
farmacos, y la modulacion de la actividad del CYP puede interferir en el aclaramiento y el metabolismo de otros
farmacos administrados a un sujeto, provocando interacciones farmacoldgicas no deseadas.

También preferiblemente, los compuestos de la invencidn no muestran una significativa unién a las proteinas
plasmaticas in vitro (por ejemplo, una unién a la albumina). Debido a que los compuestos de la invencion estan muy
poco unidos a las proteinas plasmaticas, muestran unas semividas de actividad corta que minimizan el riesgo de una
sobredosis por acumulacion.

Il. Sintesis de los agentes de reversién de los anticoagulantes

Los compuestos y sus sales farmacéuticamente aceptables descritos en el presente documento se preparan
mediante el uso de una diversidad de métodos partiendo de compuestos disponibles comercialmente, de
compuestos conocidos o de compuestos preparados mediante métodos conocidos. Algunos ejemplos de rutas
sintéticas hacia uno de los compuestos descritos en el presente documento (el compuesto de Férmula V, di-arginina
piperazina, "DAP") estan incluidos en los siguientes esquemas. Los siguientes esquemas también son aplicables al
estereoisomero del compuesto DAP de Férmula VII mediante la seleccion de los apropiados compuestos
estereoisomeros de partida. Otros compuestos de la invencion pueden ser sintetizados siguiendo un esquema
sintético similar. Los expertos en la materia comprenden que el orden de las etapas mostrado en el presente
documento puede ser modificado para acomodar la funcionalidad en la molécula objetivo. Los expertos en la materia
también entienden que pueden requerirse diversas etapas de proteccion y de desproteccion para la sintesis. La
necesidad de una proteccidon y de una desproteccion y la selecciéon de los grupos protectores apropiados se
encuentran, por ejemplo, en Greene and Wuts, Protecting Groups in Organic Synthesis, segunda edicién, John Wiley
& Sons (1991), que se incorpora al presente documento como referencia en su totalidad.

En algunas formas de realizacion de la presente invencion, el grupo protector es el grupo butiloxicarbonilo terciario
(Boc). En otras formas de realizacion de la presente invencion, el grupo protector es el grupo 2,2,4,6,7-
pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonilo (Pbf). En otra forma de realizacion, el grupo protector de aminoacido puede
ser, pero no se limita a, 2,2,5,7,8-pentametil-croman-6-sulfonilo (PMC).

Los grupos protectores pueden ser eliminados mediante diversas rutas. La eliminacién del grupo protector
comprende, por ejemplo, el tratamiento del compuesto protegido con acido trifluoroacético (TFA), con HCI acuoso o
un calentamiento en acido acético. Debido a que la eliminacion de los grupos protectores, por ejemplo, la eliminacion
de los grupos protectores en condiciones &cidas, puede dar como resultado la producciéon de especies cationicas
que pueden alquilar los grupos funcionales de la cadena peptidica, pueden afiadirse capturadores durante la etapa
de desproteccion para que reaccionen con cualquiera de las especies reactivas libres. Algunos ejemplos de
capturadores incluyen, pero no se limitan a, agua, derivados de anisol y derivados de tiol. Por lo tanto, en una forma
de realizacion, la eliminacion de los grupos protectores comprende el tratamiento del compuesto con TFA y con un
capturador (por ejemplo, con TFA y agua).

Pueden usarse diversos disolventes, por ejemplo, disolventes organicos, en las etapas de la sintesis. Algunos
disolventes apropiados incluyen, pero no se limitan a, dimetilsulféxido, dimetilformamida (DMF), tetrahidrofurano,
metanol, etanol, cloruro de metileno, tolueno y acetona. En algunas formas de realizacion, el disolvente es DMF.

En las etapas de la sintesis pueden usarse agentes de union acida adecuados. Estos incluyen, pero no se limitan a,
bases organicas, tales como, por ejemplo, piridina, trietilamina, trietanolamina, 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno
(DBU) y diisopropiletilamina (DIEA); y bases inorganicas, tales como, por ejemplo, hidruro de sodio, carbonato de
potasio y carbonato de sodio. En algunas formas de realizacion, el agente de union acida es DIEA.

La sintesis puede incluir reactivos de acoplamiento peptidico. Los reactivos de acoplamiento peptidico pueden
incluir, pero no se limitan a, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), N-hidroxibenzotriazol (HOBt),
carbonildiimidazol (CDI), diciclohexilcarbodiimida (DCC), éster activo de N-hidroxisuccinamida (OSu),
hexafluorofosfato de O-benzotriazol-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (HBTU) y combinaciones de los mismos. En una
forma de realizacion, el reactivo de acoplamiento peptidico es HBTU. En otra forma de realizacion, el reactivo de
acoplamiento peptidico es EDC/HOBt. En otra forma de realizacién mas, el reactivo de acoplamiento peptidico es un
éster activo de OSu.

Adicionalmente, la sintesis puede incluir una etapa en la que se purifica un producto en bruto, por ejemplo, mediante

una cromatografia en columna. Los productos deseados de cada etapa o serie de etapas pueden ser separados y/o
purificados hasta el grado de homogeneidad deseado mediante las técnicas habituales de la materia. Normalmente
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dichas separaciones implican una extraccion multifasica, una cristalizacion en un disolvente o en una mezcla
disolvente, una destilacion, una sublimacién o una cromatografia. Una cromatografia puede implicar varios métodos
que incluyen, por ejemplo: en fase inversa y en fase normal; de exclusiéon por tamafios; de intercambio idnico;
métodos y aparatos de cromatografia liquida a alta, media y baja presion; analitica a pequefia escala; de lecho mévil
simulado (SMB) y una cromatografia preparativa en capa fina o gruesa, asi como técnicas a pequefa escala de
cromatografia en capa fina y ultrarrapida.

En un esquema, el compuesto de Férmula V (DAP)

V)
v Y
- & %

HzN NH_

es sintetizado mediante la reaccion de un exceso de equivalentes (por ejemplo, al menos aproximadamente dos
equivalentes) del compuesto 1

Q
OH
HN NH—P,
>¥N
H
P,—N
® H (1)

con un equivalente del compuesto 2

2\_\_N/_\N4/_/
_/

en presencia de un reactivo de acoplamiento peptidico, para obtener un compuesto 3

8 N
HN NH—P‘\_\—N NfP‘—NH NH
- — ~

(3).

Hy

(2.

I=

en la que P1 es un grupo protector y P2 es un grupo protector o es un hidrégeno.
En una forma de realizacién, el reactivo de acoplamiento peptidico es HBTU, EDC/HOBt o un éster activo de OSu.

En una forma de realizacion, el grupo protector P1 es Boc. En otra forma de realizacion, el grupo protector P2 es
Pbf. En una forma de realizacion diferente, el grupo protector P1 es Boc y P2 es un hidrégeno.
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Posteriormente, 3 puede ser purificado. Esta purificacion puede implicar varios métodos de cromatografia en
columna conocidos en la materia.

Los grupos protectores de 3 pueden ser eliminados mediante diversos métodos conocidos en la materia con objeto
de obtener el compuesto de Férmula V. La desproteccién puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante la
eliminacion de los grupos protectores mediante el uso de &cido trifluoroacético (TFA) y agua, de TFA y agua o de
otro capturador, incluyendo, pero no se limita a, HCIl acuoso un calentamiento en acido acético.

El compuesto puede ser purificado adicionalmente mediante el uso de un método de cromatografia en columna, tal
como una cromatografia de intercambio idnico con tampones salinos, o una HPLC preparativa con acido
trifluoroacético o acido acético como tampon.

En un esquema mas especifico, el acoplamiento implica la reaccién del compuesto 1, en el que P1 era Boc y P2 era

un hidrégeno (representado a continuacion como Boc-Arg-OH-HCI), con el compuesto 2 segln se representa a
continuacion:

(2.2 eq) N
4 95%

NH»
1 r\ N EDC (2.6 eq)
Arg oo
Boc-Arg-OH. HC + \) HOBt (2.6 eq)
HaN

(leq)

N
Boc-Arg/ ’/\j

N Arg-Boc

N/
H
El producto en bruto resultante tenia una pureza mayor del 95 % mediante una cromatografia en capa fina (TLC).

Posteriormente, se llevé a cabo la etapa de desproteccion segun se representa a continuacion:

ZT

Boc-Arg/ (\N
TFA /T1LO
N _—
N N/Arg Boc 9575
H

ZT

N

HfArg/ ’/\)\I

N/Arg-H
H 2 TFA

El producto desprotegido se purificé mediante una HPLC preparativa mediante el uso de un tampoén de acido acético
al 1 %. Se observé una pureza del producto > 98 %. El TFA residual se eliminé con una baja cantidad de resina
DOWEX. El peso molecular de la DAP (el compuesto de Férmula V) es de 512,4, y el compuesto sintetizado de
acuerdo con el anterior esquema mostré el siguiente pico primario mediante una espectroscopia de masas:

M+ H]" = 513,4.
lll. Composiciones farmacéuticas

Se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos descritos en el presente
documento. Dicha composicién puede contener, ademas del compuesto de la invencion, un portador o un excipiente
farmacéuticamente aceptable. El término "farmacéuticamente aceptable" significa un material no tdxico que es
compatible con las caracteristicas fisicas y quimicas del principio activo y que no interfiere en la eficacia de la
actividad bioldgica del principio activo. Las composiciones pueden contener diversos diluyentes, filtros, sales,
tampones, estabilizantes, solubilizantes y otros materiales bien conocidos en la materia. Las caracteristicas del
portador dependeran de la via de administracién, y generalmente son bien conocidas en la materia.

La composicion farmacéutica de la invencion puede estar adaptada para una administracion enteral-una

administracion de la composicion en la que la composicion es absorbida a través del tracto digestivo, por ejemplo,
una ingestion oral, una administracion rectal. En otras formas de realizacion, la composicion farmacéutica de la
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invencion puede estar adaptada para una administracion parenteral-un administracion de la composicion en la que la
composicion es introducida a través de una via distinta al tracto digestivo, por ejemplo, una via intravenosa,
subcutanea, cutanea, nasal, pulmonar, vaginal, bucal.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas, por ejemplo, las composiciones para una administracion oral, pueden
ser preparadas segun se describe en referencias tales como "Pharmaceutical dosage form tablets", eds. Liberman et
al. (Nueva York, Marcel Dekker, Inc., 1989), "Remington-The science and practice of pharmacy", 20? ed., Lippincott
Williams & Wilkins, Baltimore, MD, 2000 y "Pharmaceutical dosage forms and drug delivery systems", 62 edicion,
Ansel et al.,, (Media, PA: Williams y Wilkins, 1995), incorporadas al presente documento como referencia, que
proporcionan informacion sobre portadores, materiales (por ejemplo, materiales de recubrimiento), equipos y
procesos para la preparacion de comprimidos y de capsulas, y de formas de dosificacion de liberacion retardada de
comprimidos, capsulas y granulos.

Algunos ejemplos de materiales de recubrimiento adecuados incluyen, pero no se limitan a, polimeros de celulosa
tales como acetato ftalato de celulosa, hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metil celulosa, ftalato de hidroxipropil metil
celulosa y acetato succinato de hidroxipropil metil celulosa; acetato ftalato de polivinilo, polimeros y copolimeros del
acido acrilico y resinas metacrilicas que estan disponibles en el mercado con el nombre comercial Eudragit® (Roth
Pharma, Westerstadt, Alemania), ceina, goma laca y polisacaridos. Adicionalmente, el material de recubrimiento
puede contener portadores convencionales tales como plastificantes, pigmentos, colorantes, deslizantes, agentes
estabilizantes, formadores de poros y tensioactivos.

Algunos excipientes farmacéuticamente aceptables opcionales presentes en los comprimidos, las microesferas, los
granulos o las particulas que contienen el farmaco incluyen, pero no se limitan a, diluyentes, aglutinantes,
lubricantes, disgregantes, colorantes, estabilizantes y tensioactivos.

Normalmente son necesarios diluyentes, denominados también "agentes de relleno", para aumentar el volumen de
una forma de dosificacion sdlida, de forma que se proporcione un tamafio practico para la compresion en
comprimidos o para la formacién de microesferas y granulos. Algunos diluyentes adecuados incluyen, pero no se
limitan a, fosfato dicalcico dihidratado, sulfato de calcio, lactosa, sacarosa, manitol, sorbitol, celulosa, celulosa
microcristalina, caolin, cloruro de sodio, almidén seco, almidones hidrolizados, almidén pregelatinizado, diéxido de
silicio, 6xido de titanio, aluminosilicato de magnesio y azucar en polvo.

Los ligantes se usan para impartir cualidades cohesivas a una forma de dosificacion sélida, y asegurar por lo tanto
que un comprimido o una microesfera o un granulo permanece intacto después de la formacién de las formas de
dosificacion. Algunos materiales aglutinantes adecuados incluyen, pero no se limitan a, almidén, almidén
pregelatinizado, gelatina, azucares (incluyendo sacarosa, glucosa, dextrosa, lactosa y sorbitol), polietilenglicol,
ceras, gomas naturales y sintéticas tales como de acacia, de tragacanto, alginato de sodio, celulosa, incluyendo
hidroxipropilmetil celulosa, hidroxipropil celulosa, etil celulosa y veegum, y polimeros sintéticos tales como
copolimeros del acido acrilico y del acido metacrilico, copolimeros del acido metacrilico, copolimeros de metacrilato
de metilo, copolimeros de metacrilato de aminoalquilo, acido poliacrilico/acido polimetacrilico y polivinilpirrolidona.

Los lubricantes se usan para facilitar la elaboracion del comprimido. Algunos ejemplos de lubricantes adecuados
incluyen, pero no se limitan a, estearato de magnesio, estearato de calcio, acido estearico, behenato de glicerol,
polietilenglicol, talco y aceite mineral.

Los disgregantes se usan para facilitar la disgregacion o "ruptura" de la forma de dosificacion después de la
administracion, y generalmente incluyen, pero no se limitan a, almidén, glucolato sédico de almiddn, carboximetil
almidén sddico, carboximetil celulosa soédica, hidroxipropil celulosa, almidon pregelatinizado, arcillas, celulosa,
alginina, gomas o polimeros reticulados, tales como PVP reticulada (Polyplasdone XL de GAF Chemical Corp).

Los estabilizantes se usan para inhibir o retardar las reacciones de descomposiciéon del farmaco que incluyen, a
modo de ejemplo, reacciones oxidantes.

Los tensioactivos pueden ser agentes tensioactivos anionicos, catidnicos, anféteros o no ionicos. Algunos agentes
tensioactivos anioénicos adecuados incluyen, pero no se limitan a, aquellos que contienen iones carboxilato, sulfonato
y sulfato. Algunos ejemplos de tensioactivos aniénicos incluyen alquil sulfonatos de cadena larga de sodio, de
potasio, de amonio, y alquil aril sulfonatos tales como dodecilbencensulfonato de sodio; dialquilsulfosuccinatos de
sodio, tales como dodecilbencensulfonato de sodio; dialquilsulfosucinatos de sodio, tales como bis-(2-etiltioxil)-
sulfosuccinato de sodio; y sulfatos de alquilo tales como lauril sulfato de sodio. Algunos tensioactivos cationicos
incluyen, pero no se limitan a, compuestos de amonio cuaternario tales como cloruro de benzalconio, cloruro de
benzetonio, bromuro de cetrimonio, cloruro de estearildimetilbencil amonio, polioxietileno y amina de coco. Algunos
ejemplos de tensioactivos no idnicos incluyen monoestearato de etilenglicol, miristato de propilenglicol,
monoestearato de glicerilo, estearato de glicerilo, poligliceril-4-oleato, acilato de sorbitano, acilato de sacarosa,
laurato de PEG-150, monolaurato de PEG-400, monolaurato de polioxietileno, polisorbatos, polioxietilén octilfenil
éter, PEG-1000 cetil éter, polioxietilén tridecil éter, polipropilenglicol butil éter, Poloxamer® 401, estearoil
monoisopropanolamida y polioxietilén amida de sebo hidrogenada. Algunos ejemplos de tensioactivos anfoteros
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incluyen N-dodecil-.beta.-alanina de sodio, N-lauril-.beta.-iminodipropionato de sodio, miristoanfoacetato, lauril
betaina y lauril sulfobetaina.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden estar disefiadas para proporcionar una liberacion
retardada, sostenida, pulsatil o modificada de otro modo.

Si se desea, los comprimidos, las microesferas, los granulos o las particulas también pueden contener cantidades
menores de sustancias auxiliares no téxicas tales como agentes humectantes o emulsionantes, colorantes, agentes
tamponantes del pH y conservantes.

También pueden usarse formulaciones bioadhesivas para mejorar la captacién o modificar la liberacién. Dichas
formulaciones son conocidas en la materia. Véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente de EE.UU. n° 20060045865
de Jacob, incorporada al presente documento como referencia.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para una administracion por via nasal o pulmonar también pueden ser
utiles. Se han descrito aerosoles para la administracion de agentes terapéuticos en el tracto respiratorio, por
ejemplo, en Adjei, A. y Garren, J. Pharm. Res., 7: 565-569 (1990); y en Zanen, P. y Lamm, J.-W. J. Int. J. Pharm.,
114: 111-115 (1995). El tracto respiratorio engloba las vias superiores, que incluyen la orofaringe y la laringe,
seguido por las vias inferiores, que incluyen la traquea, seguido de bifurcaciones en bronquios y bronquiolos. Las
vias superiores e inferiores se denominan vias de conduccion. Los bronquiolos terminales se dividen después en
bronquiolos respiratorios que después dan lugar a la zona respiratoria final, los alveolos o pulmén profundo. Gonda,
I. "Aerosols for delivery of therapeutic and diagnostic agents to the respiratory tract”, en Critical Reviews in
Therapeutic Drug Carrier Systems, 6: 273-313 (1990). El pulmén profundo, o alveolos, es el objetivo principal de los
aerosoles terapéuticos inhalados para la administracion sistémica de farmacos.

Los farmacos administrados por inhalaciéon pueden presentarse en forma de formulaciones liquidas en aerosol.

Para las composiciones inyectables (por ejemplo, las composiciones intravenosas), el portador es agua destilada
estéril, solucién salina, solucién salina tamponada u otro excipiente para inyecciéon farmacéuticamente aceptable.
Algunos aditivos pueden incluir conservantes y acidos o bases para ajustar el pH, para alterar la solubilidad o la
captacion.

En una forma de realizacion, en la que la composicion farmacéutica comprende el compuesto DAP de férmula V (o
su estereoisémero de férmula VII) y la composicion estd adaptada para su administracion parenteral en una
inyeccion, el compuesto se disuelve en agua con la tonicidad apropiada y modificadores de la molalidad (tales como
solucion salina tamponada con fosfato). La DAP es soluble en agua a mas de 100 mg/ml. En la una forma de
realizacién, la DAP esta adaptada en forma de una solucion estéril para su administracion IV. En un aspecto, la
molalidad de la composicion farmacéutica en la que la DAP esta adaptada para su administracion IV se ajusta a 290
mOsm/l con cloruro de sodio, y el pH se ajusta a 7,4 con hidréxido de sodio. Preferiblemente la composicion
farmacéutica se administra en forma de un bolo intravenoso de introduccion lenta.

IV. Métodos de uso

La presente invencién proporciona un compuesto de la invencién para su uso en la reversion completa o parcial del
efecto anticoagulante de un inhibidor de la coagulacion en un sujeto (por ejemplo, un compuesto de férmula Il, 111, 1V,
V, VI, VIl o VIII) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En la presente invencion, el inhibidor de la coagulacion (también denominado en el presente documento
anticoagulante) es una molécula que inhibe el proceso de coagulacion. Algunos ejemplos de inhibidores de la
coagulacion incluyen, pero no se limitan a, activadores de la antitrombina (por ejemplo, heparina no fraccionada y
HBPM), inhibidores del factor lla e inhibidores del factor Xa.

Heparina: la heparina es un mucopolisacarido natural que actua en el cuerpo como un cofactor de la antitrombina
para impedir la coagulacion intravascular. La sustancia es producida por los basdfilos y los mastocitos, que se
encuentran en gran cantidad en el tejido conectivo que rodea los capilares, particularmente en los pulmones y en el
higado. En forma de la sal de sodio, la heparina se usa terapéuticamente como anticoagulante.

Heparina de bajo peso molecular: la heparina de bajo peso molecular (HBPM) se elabora a partir de la heparina
mediante el uso de varios métodos de despolimerizacién, que incluyen una despolimerizacion oxidante con peréxido
de hidrégeno, usada en la elaboracion de la ardeparina (NORMIFLO®); una escisidon desaminativa con nitrito de
isoamilo, usada en la elaboracién de la certoparina (SANDOPARIN®); una escision alcalina beta-eliminativa del
éster de bencilo de la heparina, usada en la elaboraciéon de la enoxaparina (LOVENOX® y CLEXANE®); una
despolimerizacion oxidante con cu®* y peroxido de hidrégeno, usada en la elaboracién de la parnaparina
(FLUXUM®); una escision beta-eliminativa mediante la enzima heparinasa, usada en la elaboracion de la tinzaparina
(INNOHEP® y LOGIPARIN®); una escisiébn desaminativa con acido nitroso, usada en la elaboracion de la
dalteparina (FRAGMIN®), de la reviparina (CLIVARIN®) y de la nadroparina (FRAXIPARIN®), que da como

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2569 674 T3

resultado la formacion de residuos no naturales de anhidromanosa en el terminal reductor de los oligosacaridos
producidos. Esta puede convertirse posteriormente en anhidromanitol mediante el uso de un agente reductor
adecuado. Tanto la beta-eliminacién quimica como la enzimatica dan como resultado la formacién de un residuo de
uronato no natural insaturado (UA) en el terminal no reductor.

En la Tabla 1 se presenta un sumario de las actividades anticoagulantes de varias HBPM.

Tabla 1: datos del peso molecular (PM) y de las actividades anticoagulantes de los productos de HBPM disponibles
actualmente.

HBPM Peso molecular medio Proporcion de actividad anti-Xa/anti-lla
BEMIPARINA 3.600 9,7

CERTOPARINA 5.400 2,4

DALTEPARINA 6.000 2,5

ENOXAPARINA 4.500 3,9

NADROPARINA 4.300 3,3

PAARNPARINA 5.000 2,3

REVIPARINA 4.400 4,2

TINZAPARINA 6.500 1,6

Adaptado de Gray E. et al., Thromb Haemost, 99: 807-818 (2008).

Clinicamente, la HBPM (peso molecular medio de aproximadamente 4,5 kDa) difiere de la heparina (es decir,
"heparina no fraccionada"; con un peso molecular medio de aproximadamente 15 kDa) de varias formas: (a) la
HBPM requiere una administracion subcutanea menos frecuente para la profilaxis postoperatoria de un
tromboembolismo venoso; (2) la HBPM requiere una inyeccién subcutanea una o dos veces al dia en los pacientes
tratados por un tromboembolismo venoso y angina inestable en lugar de la infusion intravenosa requerida con la
heparina; (3) la HBPM no requiere un control del parametro de la coagulacién aPTT; (4) la HBPM presenta un menor
riesgo de hemorragia; (5) el uso largo plazo de la HBPM presenta un menor riesgo de osteoporosis; y (6) la HBPM
presenta un menor riesgo de trombocitopenia inducida por heparina (un potencial efecto secundario de la
administracion de heparina). Sin embargo, los efectos anticoagulantes de la heparina son normalmente reversibles
con sulfato de protamina, mientras que el efecto de la protamina sobre la HBPM es limitado. Ademas, la HBPM tiene
menos efecto sobre la actividad de la trombina (Factor lla) en comparaciéon con la heparina, mientras que tanto la
HBPM como la heparina tienen un efecto similar sobre la actividad del Factor Xa.

Trombina y otros inhibidores del factor lla o Xa: algunos ejemplos de inhibidores de la trombina (Factor lla) y del
factor Xa incluyen anticoagulantes tales como dabigatran (PRADAXA®), rivaroxaban (XARELTO®), apixaban
(ELIQUIS®), edoxaban (LIXIANA®), fondaparinux (ARIXTRA®) y argatroban (ARGATROBAN®).

El nombre quimico del anticoagulante oral PRADAXA®, etexilato mesilato de dabigatran, un inhibidor directo de la
trombina, es metansulfonato del etil éster de N-[[2-[[[4-[[[(hexiloxi)carbonil]amino]iminometil]fenillamino]metil]-1-metil-
1H-bencimidazol-5-iljcarbonil]-N-2-piridinil B-alanina. El dabigatran y sus acil glucurénidos son inhibidores
competitivos directos de la trombina. Debido a que la trombina (Factor lla, proteasa de serina) permite la conversion
del fibrinbgeno en fibrina durante la cascada de la coagulacion, su inhibicién impide el desarrollo de un trombo.

El rivaroxaban, un inhibidor del factor Xa, es el principio activo de XARELTO® y tiene el nhombre quimico 5-cloro-N-
({(5S)-2-0x0-3-[4-(3-0x0-4-morfolinil)fenil]-1,3-oxazolidin-5-il}metil)-2-tiofencarboxamida. El rivaroxaban es un
enantiomero (S) puro. XARELTO® es un inhibidor del factor Xa biodisponible por via oral que bloquea
selectivamente el sitio activo del factor Xa y que no requiere un cofactor (tal como la antitrombina Ill) para su
actividad.

El apixaban o ELIQUIS® es 1-(4-metoxifenil)-7-oxo-6-[4-(2-oxopiperidin-1-il)fenil]-4,5-dihidropirazolo[5,4-c]piridin-3-
carboxamida. Es un inhibidor en directo del factor Xa administrado por via oral aprobado en Europa y que
actualmente estd experimentando ensayos en fase Il en los Estados Unidos para la prevencion del
tromboembolismo venoso.

El edoxaban o LIXIANA® es N’-(5-cloropiridin-2-il)-N-[(1S,2R,4S)-4-(dimetilcarbamoil)-2-[(5-metil-6,7-dihidro-4H-
[1,3]tiazolo[5,4-c]piridin-2-carbonil)amino]ciclohexil] oxamida. El edoxaban es un inhibidor directo del factor Xa y ha
sido aprobado en Japdn para su uso en la prevencion del tromboembolismo venoso.

ARIXTRA® es fondaparinux sédico. Es un inhibidor sintético y especifico del Factor X activado (Xa). El fondaparinux

sodico es metil O-2-desoxi-6-O-sulfo-2-(sulespumaino)-a-D-glucopiranosil-(1—4)-O-B-D-glucopiranuronosil-(1—4)-O-
2-desoxi-3,6-di-O-sulfo-2-(sulespumaino)-a-D-glucopiranosil-(1—4)-O-2-O-sulfo-a-L-idopiranuronosil-(1—4)-2-
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desoxi-6-O-sulfo-2-(sulespumaino)-a-D-glucopiranésido, sal decasdédica. La formula molecular del fondaparinux
sodico es Cz1H43N3Na10049Ss y su peso molecular es de 1.728. A continuacién se proporciona la férmula estructural:

La actividad antitrombética del fondaparinux sédico es el resultado de la inhibicidon selectiva mediada por la
antitrombina Il (ATIll) del Factor Xa. Al unirse selectivamente a la ATII, el fondaparinux sédico potencia
(aproximadamente 300 veces) la neutralizaciéon innata del Factor Xa por parte de la ATIIl. La neutralizaciéon del
Factor Xa interrumpe la cascada de la coagulaciéon sanguinea, y por lo tanto inhibe la formacién de trombina y el
desarrollo de un trombo. El fondaparinux sédico no inactiva la trombina (Factor Il activado) y no tiene ningun efecto
conocido sobre la funcién de las plaquetas. A la dosis recomendada, el fondaparinux sddico no afecta a la actividad
fibrinolitica ni al tiempo de hemorragia. La farmacodinamia/farmacocinética del fondaparinux soédico deriva de las
concentraciones plasmaticas del fondaparinux cuantificadas a través de la actividad anti-factor Xa. El fondaparinux
s6lo puede usarse para calibrar el ensayo anti-Xa (los patrones internacionales de heparina o de HBPM no son
apropiados para este uso). Como resultado, la actividad del fondaparinux sédico se expresa como miligramos (mg)
del calibrador de fondaparinux. La actividad anti-Xa del farmaco aumenta con una concentraciéon creciente del
farmaco, alcanzando los valores maximos en aproximadamente tres horas. El fondaparinux soédico, administrado
mediante una inyeccion subcutanea, es absorbido rapidamente y completamente (la biodisponibilidad absoluta es
del 100 %). En los pacientes en tratamiento con fondaparinux sédico, con una inyecciéon de 2,5 mg, una vez al dia, la
concentracion plasmatica pico en estado estacionario es, de media, de entre 0,39 y 0,50 mg/l, y se alcanza
aproximadamente 3 horas después de la dosis. En estos pacientes, la concentracion plasmatica minima en el estado
estacionario es de entre 0,14 y 0,19 mg/l. En los pacientes con una trombosis venosa profunda sintomatica y con
una embolia pulmonar en tratamiento con fondaparinux sédico, una inyeccién de 5 mg (peso corporal < 50 kg), de
7,5 mg (peso corporal de entre 50 y 100 kg) y de 10 mg (peso corporal > 100 kg) una vez al dia, las dosis ajustadas
segun el peso corporal, proporciona unos picos en el estado estacionario medios y unas concentraciones
plasmaticas minimas similares en todas las categorias de pesos corporales. La concentracion plasmatica pico media
en el estado estacionario esta en el intervalo de entre 1,20 y 1,26 mg/l. En estos pacientes, la concentraciéon
plasmatica minima media en el estado estacionario esta en el intervalo de entre 0,46 y 0,62 mgl/l.

ARGATROBAN® es un inhibidor sintético directo de la trombina (Factor lla), derivado de la L-arginina. EI nombre
quimico del ARGATROBAN® es el acido 1-[5-[(aminoiminometil)amino]-1-oxo-2-[[(1,2,3,4-tetrahidro-3-metil-8-
quinolinil)sulfonillJamino]pentil]-4-metil-2-piperidincarboxilico  monohidratado. La  féormula  molecular  del
ARGATROBAN® es C,3H3sNs05S - H20. Su peso molecular es de 526,66. ARGATROBAN® es un inhibidor directo
de la trombina que se une reversiblemente al sitio activo de la trombina. ARGATROBAN® no requiere el cofactor
antittombina Il para su actividad antittombética. ARGATROBAN® es administrado mediante inyeccion y ejerce sus
efectos anticoagulantes mediante la inhibicion de las reacciones catalizadas o inducidas por la trombina, incluyendo
la formacién de la fibrina; la activacion de los factores de la coagulacion V, VIl y Xlll; la activacién de la proteina C; y
la agregacion de las plaquetas.

Un efecto anticoagulante es cualquier efecto de un inhibidor de la coagulaciéon (por ejemplo, heparina, HBPM,
inhibidor del Factor Xa, inhibidor del Factor lla) que es el resultado de su bloqueo de la propagacion de las cascadas
de la coagulaciéon. Algunos ejemplos no limitantes de efectos anticoagulantes incluyen la regulacién por aumento de
la actividad de la antitrombina, la disminucién de la actividad del Factor Xa, la disminucién de la actividad del Factor
Ila, un aumento en la pérdida de sangre y cualquier otra condicién en la que la actividad o las concentraciones de los
factores de coagulacion estén alteradas de tal forma que se inhiba la formacion de un coagulo sanguineo.

La actividad de un inhibidor de la coagulaciéon (es decir, sus efectos anticoagulantes) puede medirse mediante
diversos métodos que incluyen, pero no se limitan a, un ensayo de la actividad cromogénica anti-factor Xa, un
ensayo del tiempo de tromboplastina parcial activada, del tiempo de protrombina, un ensayo de hemorragia (por
ejemplo, un ensayo de hemorragia de la cola de rata), una tromboelastografia, un ensayo de generacion de
trombina, un ensayo del veneno de la vibora de Rusel, un tiempo de coagulacion de ecarina, un tiempo de
coagulacién de caolin, una Proporcién Normalizada Internacional (INR), un ensayo del fibrinbgeno (Clauss), un
tiempo de trombina (TCT), un tiempo de mezcla y un tiempo de lisis de euglobulina. Estos métodos ayudan en la
determinacién de varios parametros de la anticoagulacion y son conocidos por los expertos en la materia. Por lo
tanto, en algunas formas de realizacion, la anticoagulacidon puede ser controlada mediante uno o una combinacion
de los ensayos indicados anteriormente.

El ensayo anti-factor Xa mide directamente la actividad anti-factor Xa. La metodologia subyacente en un ensayo
anti-factor Xa es la adicion del plasma del paciente a una cantidad conocida de un exceso de factor Xa y un exceso
de antitrombina. Si hay presente un inhibidor del factor Xa en el plasma del paciente, reducira la actividad enzimatica
del factor Xa. La cantidad del factor Xa residual es inversamente proporcional a la cantidad de agente anti-Xa en el
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plasma. La cantidad de factor Xa residual es detectada mediante la adicion de un sustrato cromdgeno que simula el
sustrato natural del factor Xa, haciendo que el factor Xa residual lo escinda, liberando un compuesto coloreado que
puede ser detectado por un espectrofotémetro. Las deficiencias en antitrombina en el paciente no afectan al ensayo,
debido a las cantidades un exceso de antitrombina que se proporcionan en la reaccion. Los resultados se
proporcionan en concentracion de anticoagulante en unidades/ml de anti-factor Xa, de forma que unos valores
elevados indican unos altos niveles de anticoagulacidon, y unos valores bajos indican unos bajos niveles de
anticoagulacion.

El ensayo del tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT) es un ensayo que mide cuanto tarda en formarse un
coagulo sanguineo. Se recogen muestras de sangre para una medicién directa o en tubos con oxalato y citrato para
detener la coagulacion con calcio antes de que se lleve a cabo el ensayo. En el ensayo se mezclan un fosfolipido, un
activador (silice, celita, caolin, acido elagico, etc.) y calcio en el plasma para inducir la coagulacién. El ensayo mide
el tiempo hasta que se forma un trombo (coagulo).

El ensayo de hemorragia de la cola de rata o el ensayo de transeccién de la cola de rata es un ensayo que mide la
pérdida de sangre, por ejemplo, la pérdida de sangre después de la administracion de un farmaco. En una forma de
realizacién, cuando se esta ensayando el efecto del compuesto de la invencion (por ejemplo, la DAP), en el T max
del anticoagulante se administra la DAP por via intravenosa. Después de 20 minutos se transectan las colas de las
ratas aproximadamente a 1 mm de la punta, se colocan en suero salino a la temperatura ambiente y se recoge la
sangre durante 30 minutos y se pesa.

Los ensayos usados para la medicion de la actividad de los inhibidores de la coagulaciéon pueden usarse en el
laboratorio o en la practica clinica para medir la reversion del efecto anticoagulante de un inhibidor de la
coagulacién, por ejemplo, la reversiéon del efecto anticoagulante de un inhibidor de la coagulacion debida a la
administracion de una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de la invencion. Por lo tanto, en una
forma de realizacion, los ensayos se utilizan para la medicién del la reversion completa o parcial del efecto
anticoagulante de un inhibidor de la coagulacién (tal como heparina, HBPM, inhibidor del Factor lla e inhibidor del
Factor Xa).

Una reversiéon completa del efecto anticoagulante de un inhibidor de la coagulacién se produce tras la neutralizacion
de la actividad anticoagulante. En una forma de realizacion, una reversion completa del efecto anticoagulante de un
inhibidor de la coagulacién, medida mediante el ensayo de actividad anti-Xa, se produce cuando la concentracion del
anticoagulante se lleva por debajo de la concentracion eficaz minima (CEM) para la anticoagulacion. La CEM, segun
se usa en el presente documento, es la menor cantidad de farmaco (por ejemplo, de un inhibidor de la coagulacion)
requerida para un efecto terapéutico. En otra forma de realizacidn, una reversion completa del efecto anticoagulante
de un inhibidor de la coagulacion, medida mediante el ensayo del aPTT, se produce cuando el aPTT vuelve hasta
aproximadamente el 10 % del basal. Un basal, segin se usa en el presente documento, se refiere al aPTT en
ausencia de inhibidores de la coagulacion.

En muchos casos todavia puede desearse una anticoagulacién, pero en menor grado. Por lo tanto, estara indicada
una reversion parcial del efecto anticoagulante de un inhibidor de la coagulacién. Una reversion parcial del efecto
anticoagulante de un inhibidor de la coagulacion, medida mediante el ensayo de actividad anti-Xa, se produce
cuando la concentracion de anticoagulante se lleva por debajo de la concentracidn de anticoagulante en ausencia de
un agente de reversion de la anticoagulaciéon (por ejemplo, un compuesto de la invencién), pero permanece por
encima de la CEM para la anticoagulacion. Por lo tanto, en algunas formas de realizacion, la reversion parcial de un
efecto anticoagulante de los inhibidores de la coagulacion se produce cuando la concentracion del anticoagulante es
menor de aproximadamente cuatro veces la CEM, preferiblemente de aproximadamente dos veces la CEM, mas
preferiblemente menor de aproximadamente dos veces la CEM (por ejemplo, aproximadamente a la CEM). La
reversion parcial del efecto anticoagulante de un inhibidor de la coagulaciéon, medida mediante un ensayo del aPTT,
se produce cuando el aPPT se reduce por debajo de la medicion en ausencia de un agente de reversion de la
anticoagulacion (por ejemplo, un compuesto de la invencion) pero por encima del basal. Por lo tanto, en otras formas
de realizacion, la reversion parcial de un efecto anticoagulante de los inhibidores de la coagulacién se produce
cuando la mediciéon del aPTT se reduce por debajo de aproximadamente cuatro veces el basal, preferiblemente
aproximadamente dos veces el basal, mas preferiblemente menor de aproximadamente dos veces el basal.
Generalmente, la magnitud y la duracion de la reversiéon de la anticoagulacion son determinadas por el médico o el
veterinario.

Segun se usa en el presente documento, un "sujeto en necesidad del mismo" es un sujeto en necesidad de una
reversion de la anticoagulacién aguda o planificada, por ejemplo, un sujeto que padece una sobredosis de un
anticoagulante, un sujeto que padece una hemorragia (por ejemplo, una hemorragia inducida por un traumatismo o
una hemorragia espontanea en el tracto Gl o en cualquier otra parte), un sujeto que requiere una intervencion
quirurgica planificada, un sujeto que experimenta un procedimiento invasivo o no invasivo que requiere una biopsia,
un sujeto que experimenta un procedimiento en el que un error en el procedimiento puede presentar riesgo de
hemorragia si el sujeto permanece anticoagulado, un sujeto que requiere anestesia espinal o epidural. Un "sujeto en
necesidad del mismo" puede ser un paciente en el que la presencia de un inhibidor directo de un factor (Factor Xa,
Factor Ila y/o antitrombina) esta produciendo o es probable que produzca unos efectos de hemorragia. Por lo tanto,
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el "sujeto en necesidad del mismo" puede ser un sujeto que recibe una terapia de anticoagulacion (por ejemplo, un
sujeto que recibe heparina, HBPM, inhibidor del Factor Ila o inhibidor del Factor Xa) para, por ejemplo, la prevencion
de una apoplejia, una cirugia cardiaca y procedimientos diagndsticos, arritmias cardiacas, la prevencién de una
trombosis venosa profunda (TVP), una embolia pulmonar, la prevencion en general de la formacién de coagulos
sanguineos patoldgicos.

Un "sujeto en necesidad del mismo", segun se usa en el presente documento, es un animal. Un "sujeto en necesidad
del mismo" incluye, sin limitacién, un ser humano, un ratén, una rata, un cobaya, un perro, un gato, un caballo, una
vaca, un cerdo, un mono, un chimpancé, un babuino o un mono rhesus. En una forma de realizacion, un "sujeto en
necesidad del mismo es un mamifero. En otra forma de realizacion, un "sujeto en necesidad del mismo" es un ser
humano.

Segun se usa en el presente documento, una "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de un
agente de reversion de la anticoagulaciéon (por ejemplo, un compuesto de la invencidon descrito en el presente
documento), que es eficaz, tras la administracion de una dosis uUnica o de multiples dosis (por ejemplo, dosis en bolo
y/o de mantenimiento) a un sujeto, para neutralizar o inhibir (revertir completa o parcialmente) un efecto
anticoagulante de un inhibidor de la coagulacion o para promover la coagulacion.

En un aspecto, una cantidad terapéuticamente eficaz es una dosis de un agente de reversion de la anticoagulacion
que esta entre 0,01 y 10.000 veces la dosis del anticoagulante en peso. En otro aspecto, el agente de reversion de
la anticoagulacion es administrado a una proporcién entre dosis y masa de entre aproximadamente 1:1 y 1.000:1
entre el agente de reversion de la anticoagulacion y el anticoagulante, por ejemplo, de 100:1 entre el agente de
reversion de la anticoagulaciéon y el anticoagulante, tal como de 10:1 entre el agente de reversion de la
anticoagulacion y el anticoagulante. En una forma de realizacion del presente método, una cantidad
terapéuticamente eficaz del agente de reversion de la anticoagulaciéon puede ser administrada mediante una via de
administracion subcutanea, intramuscular o intravenosa. Por ejemplo, puede ser administrada por via intravenosa en
forma de una solucion estéril. En otra forma de realizacion, una cantidad terapéuticamente eficaz del agente de
reversion de la anticoagulacidon es administrada por via oral, nasal o pulmonar, o en una regién mucosa (boca, recto
o vagina).

La cantidad terapéuticamente eficaz del agente de reversion de la anticoagulacion (es decir, del compuesto de la
invencion) variara normalmente desde aproximadamente 0,001 mg/kg hasta aproximadamente 1 g/kg de peso
corporal por dia; en otra forma de realizacidon, desde aproximadamente 0,01 mg/kg hasta aproximadamente 600
mg/kg de peso corporal por dia; en otra forma de realizacion, desde aproximadamente 0,01 mg/kg hasta
aproximadamente 250 mg/kg de peso corporal por dia; en otra forma de realizacién, desde aproximadamente 0,01
mg/kg hasta aproximadamente 400 mg/kg de peso corporal por dia; en otra forma de realizacién, desde
aproximadamente 0,01 mg/kg hasta aproximadamente 200 mg/kg de peso corporal por dia; en otra forma de
realizacién, desde aproximadamente 0,01 mg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal por dia; en
una forma de realizacion, desde aproximadamente 0,01 mg/kg hasta aproximadamente 25 mg/kg de peso corporal
por dia; en otra forma de realizacién, desde aproximadamente 0,1 mg/kg hasta aproximadamente 10 mg/kg de peso
corporal por dia; en otra forma de realizacién, desde aproximadamente 0,001 mg/kg hasta aproximadamente 100
mg/kg de peso corporal por dia; en otra forma de realizacién, desde aproximadamente 0,001 mg/kg hasta
aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal por dia; y en otra forma de realizacién, desde aproximadamente 0,001
mg/kg hasta aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal por dia. Pueden usarse los ensayos de coagulacion
habituales (como los descritos en el presente documento) y otros ensayos in vitro para la determinacion de la
cantidad terapéuticamente eficaz.

En algunos aspectos de la invencion, el compuesto de la invencién puede ser administrado conjuntamente con al
menos un agente terapéutico adicional. En una forma de realizacién, el al menos un agente terapéutico adicional
puede ser la vitamina K, que normalmente se usa para corregir las deficiencias en la coagulacion inducidas por los
compuestos de warfarina.

La presente invencion también proporciona un ensayo diagnéstico para la determinacion de la concentracion de un
anticoagulante en la sangre. Seguin se muestra en el siguiente Ejemplo 13, la DAP muestra una tendencia sensible a
la dosis en la reversién del rivaroxaban ex vivo en plasma humano mediante el uso de un ensayo cromogénico de
510k anti-factor Xa aclarado. Por lo tanto, el compuesto de la invencion, por ejemplo, la DAP, puede usarse en un
ensayo diagnostico para la determinacion de la concentracion de un anticoagulante, por ejemplo, de un inhibidor del
Factor Xa, en la sangre. En dicho ensayo, el compuesto de la invencion, por ejemplo, la DAP, puede usarse junto
con los reactivos disponibles actualmente o en forma de un sustrato de unién directa que sustituye a los factores
sintéticos presentes en los kits disponibles actualmente. En una forma de realizacion, el ensayo diagnostico puede
comprender el compuesto de la invencion (por ejemplo, la DAP) como un sustrato de unién, en el que el compuesto
de la invencion se une a un anticoagulante en una muestra de sangre, y se cuantifica la actividad residual del factor
de coagulacién (por ejemplo, del Factor Xa) para determinar la concentracion del anticoagulante en la muestra. En
otra forma de realizacion, el ensayo diagnéstico puede comprender el compuesto de la invencion (por ejemplo, la
DAP) conjugado con microparticulas magnéticas, en el que el compuesto de la invencidon puede unirse a un
anticoagulante en una muestra de sangre con objeto de eliminar el anticoagulante de la muestra o de concentrarlo.
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El ensayo cromogénico basado en la DAP o centro de atencién de la invencion puede ayudar en la determinacion de
los niveles de un anticoagulante en los sujetos, que actualmente es una necesidad clinica significativa no satisfecha,
dado que los actuales diagndsticos no pueden determinar las concentraciones sanguineas de los inhibidores
directos con una precision elevada.

Adicionalmente, la presente invencion proporciona un ensayo, por ejemplo, un ensayo cromogénico, para la
determinacion de la concentracion del compuesto de la invencion, por ejemplo, la DAP, requerida para la reversion
del anticoagulante presente en la sangre. En una forma de realizacion, el ensayo usa la DAP como agente de union
directa para varios anticoagulantes.

La invencion también proporciona un ensayo, por ejemplo, un ensayo cromogénico, para la determinacion de la
cantidad del compuesto de la invencion, por ejemplo, la DAP, en la sangre. Dicho ensayo puede utilizar unas
concentraciones predeterminadas de un anticoagulante.

La presente invencion también proporciona un kit diagnéstico que incorpora un ensayo diagnéstico descrito
anteriormente en el presente documento. Por lo tanto, en una forma de realizacion, el kit se usa para la
determinaciéon de la concentracion del anticoagulante en la sangre. El kit puede contener otros componentes,
envase, instrucciones, reactivos y/u otro material para ayudar en la determinacion del anticoagulante (por ejemplo,
de un inhibidor del Factor Xa) o de la concentracion de la DAP y para ayudar en el uso del kit. Adicionalmente, el kit
puede usarse para determinar si existe una combinacion de warfarina y otro anticoagulante, ya que la warfarina no
se vera afectada por el compuesto de la invencion, mientras que otros anticoagulantes seran revertidos.

Como se muestra en los siguientes ejemplos, un compuesto de la invencion (por ejemplo, la DAP) es capaz de
unirse a la heparina, inactivandola in vivo. Por lo tanto, ademas de sus efectos sobre la coagulacién, un compuesto
de la invencion también puede usarse para privar a los tejidos de las actividades bioquimicas de la heparina. Por
ejemplo, otras moléculas de unién a la heparina han mostrado la capacidad de reducir el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y
otros factores de crecimiento de unioén a la heparina. Se ha demostrado que la privacién de VEGF y de FGF es util
en las terapias oncoldgicas, haciendo que los compuestos de la invencion sean posibles candidatos para el
tratamiento del cancer. Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencién proporciona un método para el tratamiento,
la prevencion o la mejora de un cancer en un sujeto, que comprende la administracion a un sujeto de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de la invencion o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Como se muestra en los ejemplos, un compuesto de la invencion, la DAP, se une a XARELTO®, a ELIQUIS®, a
ARIXTRA® y a la HBPM in vitro medido mediante una dispersion dinamica de la luz (DLS). La DAP reverti6 in vivo
ARIXTRA® y la HBPM administrados por via subcutanea. La DAP revertié in vivo XARELTO®, ELIQUIS®,
PRADAXA®, LIXIANA®, la heparina no fraccionada y la bemiparina. La DAP, administrada por via intravenosa a
unas dosis de 100 mg/kg, de 250 mg/kg y de 400 mg/kg en ratas, no mostrd ningun efecto adverso. La DAP era
biodisponible por via oral en ratas. La DAP no mostré ninguna unién al ERG humano, no inhibia ni servia como
sustrato de las enzimas del CYP, y no se uni6 apreciablemente a ninguna proteina plasmatica (datos no mostrados).
Ademas, parece que la DAP tiene una semivida de eliminacion corta, debido a que la anticoagulacion inducida por
PRADAXA® se recupero en 20-30 minutos después de una dosis en bolo intravenosa de DAP en ratas. Ademas, la
DAP era estable frente a la esterilizacion (sobrevivié a un calentamiento hasta 200 °C) y al almacenamiento en forma
de un polvo liofilizado a 4 °C durante mas de un afio. En la Tabla 2 se presenta un sumario de la reversion
anticoagulante por parte de la DAP.

Tabla 2: reversién anticoagulante

Nombre Nombre c . Factor sanguineo Via de Seune a| Agentesde
. e ompaiiia o . L o
comercial geneérico inhibido administracion | la DAP reversion
Sanofi,
Lovenox® Enoxaparina Sandoz/ ~ 80-90 % del Xa, Inveccion s.c X Protamina * &
Hibor® Bemiparina Momenta, ~10-20 % del lla y e DAP
Rovi
Arixtra® Fondaparinux GSK Xa Inyeccion s.c. X DAP
Eliquis® Apixaban Pfizer, BMS Xa Oral DAP
Xarelto® Rivaroxaban Bayer, Xa Oral DAP
Janssen, J&J
Argatroban® | Argatroban GSK Ila Inyeccién s.c. -- Ninguno
Etexilato de Boehringer
Pradaxa® dabigatran 9 lla Oral X DAP
Ingelheim
* La protamina revierte parcialmente las heparinas de bajo peso molecular.
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Tabla 3: correlacion in vitro-in vivo

Nombre Proporcion molar de | Proporcion molar de s Factor(es) .
- s . s Medicion in . Via de
genérico del | unién mediante DLS reversion Vivo sanguineo(s) administracién
farmaco [DAP/farmaco] [DAP/farmaco] inhibido(s)
Rivaroxaban 9 3* Ensayo d.e Xa Oral
hemorragia
Apixaban 10 8 Ensayo de Xa Oral
hemorragia
Fondaparinux 3 130 kit de Xa Xa Inyeccion s.c.
o ~ 80-90 % de Xa, -
Bemiparina 7 140 aPTT ~10-20 % de lla Inyeccion s.c.
Argatroban N/A N/A aPTT lla Inyeccién s.c.
Asume unas biodisponibilidades orales del 60 % para el rivaroxaban, del 50 % para el apixaban y del 5 % para el
dabigatran; asume una biodisponibilidad del 100 % para los anticoagulantes inyectables.

En la Tabla 3 se presenta un sumario de la correlacion in vitro-in vivo del tratamiento con DAP. La proporcién molar
de union mediante DLS se calcula dividiendo la menor proporcion en masa entre la DAP y el anticoagulante que
muestra una unién significativa, definida como una asociacion en suero salino tamponado por encima de 50 nm de
diametro aparente, mediante la proporcion entre los pesos moleculares de la DAP vy el anticoagulante. Los pesos
moleculares usado en los calculos fueron de 512 Da (DAP), de 436 Da (rivaroxaban), de 460 Da (apixaban), de 1,7
kDa (fondaparinux), de 3,6 kDa (bemiparina), de 628 Da (dabigatran) y de 509 Da (ARGATROBAN®). La proporcién
molar de la reversion se calcul6é de forma similar mediante el uso de la dosis de reversién minima in vivo de la DAP
necesaria para conseguir una reversién medida mediante el ensayo de hemorragia por transeccion de la cola de
rata, un kit cromogénico anti-Xa, o mediante el tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT). Para el ensayo de
hemorragia, se consideré que el anticoagulante revertia si la pérdida de sangre durante un periodo de 30 minutos
después de la transeccién de la cola, con la cola transectada sumergida en suero salino a la temperatura ambiente,
estaba en un 25 % del control (sin haber administrado anticoagulante). Medida mediante el kit de Xa, se conseguia
una reversion cuando la concentracion eficaz del anticoagulante se llevaba por debajo de la concentracién eficaz
minima (CEM) para la anticoagulacion. Medida mediante el aPTT, la reversion se consideré conseguida cuando un
aPTT de rata anticoagulada volvia al 10 % del basal. En el caso del fondaparinux, aunque 200 mg/kg de DAP era la
dosis mas baja administrada in vivo, los datos in vitro indican que son posibles unas dosis de reversion
significativamente inferiores.

Ejemplos

La invencion se ilustrara adicionalmente en los siguientes Ejemplos no limitantes. Estos Ejemplos se establecen
para ayudar en la comprensién de la invencion, pero no pretenden y no deberian ser interpretados como, limitantes
de su ambito en modo alguno. Los Ejemplos no incluyen descripciones detalladas de los métodos convencionales
que son bien conocidos por los expertos habituales en la materia.

Ejemplo 1: ensayo de estabilidad in vitro de la diarginina piperazina ("DAP")

Materiales y métodos

Se prepard una sal de acetato de la DAP segun se describe en el presente documento. Segun se describe en estos
ejemplos, la DAP sélida o en polvo se refiere a la sal de acetato, mientras que la DAP en solucion se refiere a la
base libre cuando la sal se ioniza en una solucién acuosa. Segun se describe en estos ejemplos, el compuesto de
DAP usado era el compuesto de Férmula VII.

El polvo de DAP se ensay6 para comprobar su estabilidad térmica de dos formas. La DAP se almacené a 4 °C
durante 7 meses antes de su uso. Adicionalmente, se ensay6 la DAP sélida mediante una calorimetria diferencial de
barrido (DSC) calentando desde -20 °C hasta 200 °C, de nuevo hasta -20 °C y de nuevo hasta 200 °C.

Resultados

El polvo de DAP era estable a 4 °C durante mas de 12 meses. Los resultados de la DSC se muestran en la Figura 1.
El segundo calentamiento ("2") mostré un comportamiento térmico similar al del primer calentamiento ("1"), lo que
indica que la DAP sobrevivié a un calentamiento repetido hasta 200 °C. Este hallazgo indica que la DAP es capaz de
sobrevivir a un calentamiento a unas temperaturas por encima de las necesarias para su esterilizacion.

Ejemplo 2: union de la DAP a la heparina y a la HBPM

Materiales y métodos
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Se us6 una dispersion dinamica de la luz (DLS) para evaluar la asociacion de 1 mg/ml de heparina no fraccionada y
1 mg/ml de bemiparina (HBPM; HIBOR®), sola o junto con 100 mg/ml de DAP en agua (proporciones en masa de
100:1 entre la DAP y la heparina o la HBPM).

Resultados

La DAP se asocia fisicamente en agua tanto con la heparina no fraccionada (Figura 2) como con la HBPM (no
mostrado) para formar asociaciones fisicas que aumentan el diametro aparente. Cuando se mezclaron soluciones de
DAP con soluciones de HBPM o de heparina no fraccionada, se formaron particulas debido a sus interacciones
fisicas, lo que apoya la teoria de que la DAP podria revertir la anticoagulacion de la heparina y de la HBPM mediante
una asociacion fisica con estas moléculas.

Ejemplo 3: unién de la DAP a los anticoagulantes medida mediante DLS
Materiales y métodos

Se afiadieron rivaroxaban (XARELTO®) solo, DAP sola y combinaciones de DAP:rivaroxaban en unas proporciones
en masa de 1:1 y de 10:1 a una solucion acuosa, y se analizaron mediante una dispersién dinamica de la luz (DLS)
para evaluar la asociacion entre la DAP vy el rivaroxaban. Se llevé a cabo un experimento similar con apixaban
(ELIQUIS®) solo, DAP sola y combinaciones de DAP:apixaban en unas proporciones en masa de 1:1, de 10:1 y de
100:1. De forma similar se ensayaron el fondaparinux (ARIXTRA®) solo, la DAP sola y combinaciones de
fondaparinux:DAP en unas proporciones en masa de 1:1, de 10:1 y de 100:1. También se ensayaron la HBPM
(bemiparina; HIBOR®), sola, la DAP sola, y combinaciones de HBPM:DAP en unas proporciones en masa de 1:1, de
10:1 y de 100:1. La concentracién de HBPM ensayada era de 0,1 mg/ml. Por lo tanto, a 1:1, se ensayaron 0,1 mg/ml
de DAP, a 10:1, se ensay6 1 mg/ml y a 100:1, se ensayaron 10 mg/ml de DAP.

Adicionalmente, se ensayaron el dabigatran solo, la DAP sola y combinaciones de dabigatran:DAP en unas
proporciones en masa de 1:1, de 10:1, de 100:1, de 1.000:1 y de 10.000:1 de DAP. Finalmente, se ensayaron el
ARGATROBAN® solo, la DAP sola, o combinaciones de argatroban:DAP en unas proporciones en masa de 1:1, de
10:1, de 100:1 y de 1.000:1.

Resultados

Los resultados se muestran en la Figura 3 para el rivaroxaban; en la Figura 4 para el apixaban; en la Figura 5 para el
fondaparinux (ARIXTRA®), en la Figura 6 para la HBPM; y en la Figura 7 para el argatroban. Cada figura muestra
los picos individuales que representan la DAP y el anticoagulante solo en soluciéon acuosa. Cuando se mezcld el
anticoagulante con la DAP a unas proporciones en masa lo suficientemente altas, se observé un cambio en el
tamafio. En este ensayo, incluso un ligero aumento en el tamafio indica una interaccion fisica entre los dos; sin
embargo, Unicamente se usan los cambios significativos en el diametro aparente para la evaluacion de la correlacion
in vitro-in vivo. El diametro aparente es una medida del grado de interaccién.

Ejemplo 4: reversion por parte de la DAP de la anticoagulacién de la HBPM in vivo

Materiales y métodos

A una rata macho albina, con un peso de 470 g, se le administraron 10 mg de bemiparina (una sobredosis de
HBPM) mediante una inyeccion subcutanea. Se midié el tiempo de aPTT en el transcurso de cinco horas. Cuatro
horas después de la administracién de la HBPM, la rata recibi6 una dosis intravenosa de 200 mg/kg de DAP (100 mg
de DAP).

Resultados

Tras la administracion de la HBPM, el aPTT aument6 desde 53 hasta 246 segundos en el transcurso de cuatro
horas. La administracion intravenosa de 200 mg/kg de DAP (100 mg de DAP) llevo el tiempo de aPTT por debajo del

basal en 60 minutos (Figura 8).

Ejemplo 5: reversion por parte de la DAP de la anticoagulacion del dabigatran (PRADAXA®) in vivo; un estudio de
sobredosis

Materiales y métodos

A una rata macho albina, con un peso de 430 g, se le administraron 40 mg/kg de PRADAXA® (20 mg de
PRADAXA®; una sobredosis de PRADAXA®) mediante una sonda oral.

Aproximadamente a las 2 horas del tratamiento con PRADAXA®, se le administraron 200 mg/kg de DAP (100 mg de
DAP) en forma de una inyeccion intravenosa en bolo. Aproximadamente 2 horas después, a la rata se le administro
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una dosis de 100 mg/kg de DAP (50 mg de DAP). En otra hora, a la rata se le administré otra dosis de 100 mg/kg de
DAP (50 mg de DAP). Se midi6 el aPTT durante el transcurso de la totalidad del tratamiento.

Resultados

Los resultados se muestran en las Figuras 9 y 13. Dos horas después de la administraciéon de PRADAXA®, el aPTT
aumento desde 43 hasta 81 segundos, demostrando una anticoagulacion significativa. Se administraron 100 mg de
DAP en forma de una inyeccion intravenosa en bolo, que redujeron el aPTT por debajo del basal en 25 minutos. Dos
horas después, el aPTT habia aumentado de nuevo hasta 79 segundos y a la rata se le administré una dosis de 50
mg de DAP. En 30 minutos, el aPTT se redujo por debajo del basal. Ambos tiempos, en los 60 minutos posteriores a
la administracion de la DAP, los niveles del aPTT habian vuelto por encima del basal. Después de la segunda dosis
de DAP, el aPTT aumento hasta 53 segundos. Se administrd por via intravenosa una tercera dosis de DAP, 100
mg/kg de DAP (50 mg de DAP), y el aPTT cayo6 hasta el basal en 20 minutos. La Figura 13 muestra un experimento
similar en el que, después de una administracion de 15,5 mg/kg de PRADAXA®, el aPTT volvié a la normalidad en
aproximadamente 30 minutos después del inicio del tratamiento con 100 mg/kg de DAP.

Ejemplo 6: reversion por parte de la DAP de la anticoagulacion de la heparina no fraccionada ("HNF") in vivo
Materiales y métodos

A una rata macho albina, con un peso de 515 g, se le administraron 10 mg/kg de heparina no fraccionada (5 mg de
HNF) mediante una inyeccién subcutanea.

Se administraron 200 mg/kg de DAP (100 mg de DAP) en forma de dos inyecciones intravenosas en bolo después
de la administracion de la HNF. Posteriormente, a la rata se le administré una dosis de 400 mg/kg de DAP (200 mg
de de DAP). Se midi6 el aPTT durante el transcurso de la totalidad del tratamiento.

Resultados

Segun se muestra en la Figura 10, el tiempo de aPTT aument6 significativamente desde 28 hasta 102 segundos en
el transcurso de la hora posterior a la administracion de la heparina. Se administraron por via intravenosa 100 mg de
DAP y llevé el tiempo de aPTT hasta 48 segundos en 20 minutos. En 1 hora, el aPTT aumenté hasta 120 segundos,
después se administraron por via intravenosa otros 100 mg de DAP. En 15 minutos, el aPTT se redujo hasta 47
segundos. En 1 hora, el aPTT aumentd hasta 96 segundos, después se administré por via intravenosa una dosis de
200 mg de DAP. 10 minutos después, el aPTT cayo hasta 33 segundos.

Ejemplo 7: reversion por parte de la DAP de la anticoagulacion del rivaroxaban (XARELTO®) in vivo

Materiales y métodos

Se administraron por via oral a ratas 5 mg/kg de rivaroxaban (XARELTO®). Después de cuatro horas, se
administraron por via intravenosa 5 mg/kg de DAP (2 mg de DAP). Los aPTT se midieron en los minutos cero, 15,
30, 45, 60 y 240 antes de la administracion de la DAP. Se midié de nuevo el aPTT aproximadamente a los 5, 10, 25,
35, 45, 60, 120 y 240 minutos después de la administracion de la DAP.

Resultados

Los resultados se muestran en la Figura 11. La DAP revertié6 de forma eficaz la anticoagulacion del rivaroxaban
(XARELTO®) in vivo en ratas.

Ejemplo 8: reversion por parte de la DAP de la anticoagulacion del fondaparinux (ARIXTRA®) in vivo

Materiales y métodos

Se administraron por via subcutanea a ratas 5 mg/kg de fondaparinux. Se administraron por via intravenosa 200
mg/kg de DAP después de 2 horas. La actividad se midié mediante el ensayo cromogénico de 510k del Factor Xa
aclarado (Biophen) a los 10, 20, 30 y 60 minutos después de la administracion de la DAP.

Resultados

La Figura 12 muestra la reversion mediada por la DAP de la anticoagulacion del fondaparinux a los 10 minutos de la
administracion.

Ejemplo 9: la DAP intravenosa no afecta al aPTT

Materiales y métodos
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Se administraron por via intravenosa 0, 2, 10, 25, 50 o 100 mg de DAP a ratas CD macho emparejadas por pesos y
se midi6 el aPTT.

Resultados

Los resultados mostrados en la Figura 16 demuestran que la DAP administrada por via intravenosa no afect6 al
aPTT de una forma dependiente de la dosis en ausencia de anticoagulantes. Las barras de error representan el error
estandar de siete mediciones del aPTT promediadas a lo largo de 90 minutos.

Ejemplo 10: reversién por parte de la DAP de la anticoagulacién en un modelo de transeccion de cola de rata
Materiales y métodos

Se administraron a tres ratas 2 mg de rivaroxaban. Una rata recibié una reversion ficticia que no contiene DAP, la
segunda recibi6 2,5 mg de DAP vy la tercera recibié 12,5 mg de DAP. Una cuarta rata recibié unas dosis ficticias de
anticoagulante y de reversion ("ficticia"). 20 minutos después de la dosis de reversion, se transectaron las colas a 1
mm de la punta, se colocaron en suero salino a la temperatura ambiente y se recogio la pérdida de sangre durante
30 minutos y después se peso.

Se usaron los mismos procedimientos con 1,25 mg de apixaban (ELIQUIS®) solo o junto con 5 0 12,5 mg de DAP;
con 15,5 mg de etexilato de dabigatran (PRADAXA®) solo o junto con 5 0 12,5 mg de DAP; y con 5 mg de edoxaban
(LIXIANA®) solo o junto con 12,5 mg de DAP.

Resultados

Los resultados se muestran en la Figura 15 para el rivaroxaban, en la Figura 16 para el apixaban, en la Figura 17
para el edoxaban y en la Figura 18 para el etexilato de dabigatran. El ensayo de hemorragia de la transeccion de la
cola de rata es analogo a la situacién clinica en la que se necesita una reversion anticoagulante aguda. Los
resultados demuestran que la DAP vy revirtié eficazmente la actividad anticoagulante, dando lugar a una reduccion
estadisticamente significativa en la pérdida de sangre en comparacion con las ratas que Unicamente reciben
anticoagulante.

Ejemplo 11: reversion por parte de la DAP de la anticoagulacion del rivaroxaban (XARELTO®) en sangre humana
recién extraida ex vivo.

Materiales y métodos

Se extrajo sangre humana de un voluntario. Se afiadié rivaroxaban a 0,25 pg/ml solo o junto con 50 pg/ml de DAP.
Los controles contenian 50 pg/ml de DAP o solucion salina. El aPTT se midi6 a los 2 minutos de recoger la sangre.

Resultados

La Figura 19 muestra que la administracion de la DAP dio lugar a una reversion de la anticoagulacién inducida por el
rivaroxaban en sangre humana recién extraida, medida mediante el aPTT. Las barras de error representan el error
estandar de tres experimentos independientes.

Ejemplo 12: reversion por parte de la DAP de la anticoagulacion del rivaroxaban y del apixaban en plasma humano
ex vivo

Materiales y métodos

Se afadieron 218 ug/l o 459 ug/l de rivaroxaban a plasma humano, con o sin 1.250 ug/l o 6.250 ug/l de DAP,
respectivamente. De forma analoga, se afiadieron 156 pg/l o 313 ug/l de apixaban a plasma humano, con o sin
1.156 pg/l o 3.125 pg/l de DAP, respectivamente. El efecto de la DAP sobre la anticoagulacion se midié mediante el
ensayo cromogénico de 510k anti-Factor Xa aclarado de Biophen. Las concentraciones de rivaroxaban se
determinaron mediante una comparacién con patrones de calibracidon de plasma, mientras que las concentraciones
de apixaban se infirieron a partir de diluciones de la solucién madre, ya que todavia no hay disponibles patrones de
calibracion.

Resultados
Para ambas concentraciones de rivaroxaban y de apixaban, la DAP devolvié la concentracion anticoagulante eficaz

hasta por debajo de la concentracion eficaz minima. La Figura 20 muestra los resultados para el rivaroxaban, y la
Figura 21 muestra los resultados para el apixaban.
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Ejemplo 13: reversion dependiente de la dosis por parte de la DAP de la anticoagulacion del rivaroxaban en plasma
humano ex vivo

Materiales y métodos

Se afiadieron 218 ug/l de rivaroxaban a plasma humano solo o junto con 1,25, 12,5, 125 o 1.250 pg/l de DAP. La
actividad del Factor Xa se midié mediante el kit de ensayo cromogénico de 510k anti-Factor Xa aclarado de Biophen.
Las concentraciones de rivaroxaban se determinaron mediante una comparacion con patrones de calibracion de
plasma.

Resultados

La Figura 22 muestra que la DAP era eficaz en la reversion dependiente de la dosis de la anticoagulacion del

rivaroxaban en plasma humano, segun se demuestra por su efecto sobre la concentracién del rivaroxaban (medido
mediante el ensayo de actividad del Factor Xa).
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de formula II:

0 Q (1)
| |

Y\M/C\N/L\,{_\(LI\N/C\M-/YI
H N N H

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

en el que L y L’ son cada uno una cadena de alquileno de C4 a C4o sustituida o no sustituida,

en el que M y M’ son cada uno una cadena de alquileno de C1 a C4 sustituida y en el que Y e Y’ son cada uno

2. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que el compuesto esta representado por la férmula 11l
ﬁ S\
Y. C L L
-
\M/ \NH \N N/ \H/

/

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

‘|3 (1

C Y’
~y

3. El compuesto de la reivindicacién 2, en el que el compuesto esta representado por la formula 1V:

G G

/(|3H H _-N N /H C|2H A
\(CHz)n \i;/ \(CHz}m\ / \(CHzim \r/ i

O e}

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
enelquenesde3ab5 mesde 3abyG se elige de entre -NH, y OH.

4. El compuesto de la reivindicacion 3, en el que G es amino.

5. Un compuesto de la reivindicacion 1, en el que el compuesto esta representado por la férmula V
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(V)

- o ~

HyN NHz

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

6. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que el compuesto esta representado por la formula VI

(VD
C
NH HN
0
HN NH2 NH HN
>—NH
HeN HaN NH
HN4<
5 NH; |
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
7. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que el compuesto esta representado por la formula VI
(VII)
Q,
NH HN
HN NH. \_\—N N—/_/
e S
H,N
10

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

8. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que el compuesto esta representado por la férmula VI
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(VIIT)

HN
NH
HsN NH
HN%
NH» .

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

9. Una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 y un
portador farmacéuticamente aceptable.

10. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 9, en la que la composicién esta adaptada

(a) para una administracion enteral;

(b) para una administracion oral;

(c) para una administracion parenteral; o

(d) para una administracion intravenosa o subcutanea.

11. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
para su uso en un método para revertir completa o parcialmente el efecto anticoagulante de un inhibidor de la
coagulacién en un sujeto en necesidad del mismo.

12. El compuesto para el uso de la reivindicacion 11, en el que el inhibidor de la coagulacion se elige de entre el
grupo que consiste en una heparina no fraccionada, una heparina de bajo peso molecular (HBPM), un inhibidor del
Factor lla y un inhibidor del Factor Xa.

13. El compuesto para el uso de la reivindicacién 12, en el que el inhibidor de la coagulacién es un inhibidor del
factor Xa.

14. El compuesto para el uso de la reivindicacion 13, en el que el inhibidor del factor Xa se elige de entre el grupo
que consiste en rivaroxaban, apixaban, edoxaban y fondaparinux.

15. El compuesto para el uso de la reivindicacion 11, en el que el sujeto es un

(a) mamifero; o
(b) es un ser humano.

16. El compuesto para el uso de la reivindicacién 11, en el que la reversion completa o parcial del efecto
anticoagulante de un inhibidor de la coagulacion se mide mediante el ensayo de actividad anti-factor Xa.

17. El compuesto para el uso de la reivindicacion 11, en el que el sujeto en necesidad del mismo es un sujeto en el
que esta indicada una reversion de la anticoagulacion aguda o planificada.

18. El compuesto para el uso de la reivindicacién 17, en el que

(a) el sujeto en el que esta indicada una reversiéon de la anticoagulacion aguda planificada es un sujeto que
padece una sobredosis de un anticoagulante, un sujeto que padece una hemorragia, un sujeto que requiere una
intervencion quirdrgica planificada, un sujeto que esta experimentando un procedimiento invasivo o no invasivo
que requiere una biopsia, un sujeto que esta experimentando un procedimiento en el que un error en el proceso
puede dar como resultado una hemorragia si el sujeto permanece anticoagulado, o un sujeto que requiere
anestesia espinal o epidural; o

(b) el sujeto en necesidad del mismo es un sujeto que esta recibiendo anticoagulacién para la prevencion de una
apoplejia, procedimientos cardiacos quirargicos y diagndsticos, arritmias cardiacas, prevencion de la trombosis
venosa profunda (TVP), embolia pulmonar, o de forma general para la prevencion de coagulos sanguineos
patolégicos.
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19. El compuesto para el uso de la reivindicacion 12, en el que el inhibidor de la coagulacion es una HBPM y en el
que la HBPM se elige de entre el grupo que consiste en bemiparina, certoparina, dalteparina, enoxaparina,
nadroparina, parnaparina, reviparina y tinzaparina.

20. El compuesto para el uso de la reivindicacion 11, en el que el compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable
del mismo se administra a una proporcion entre dosis y masa de desde aproximadamente 0,01:1 hasta
aproximadamente 1.000:1 entre el compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo y el anticoagulante,
preferiblemente en el que el compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra a una
proporcion entre dosis y masa de aproximadamente 10:1 entre el compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable
del mismo y el anticoagulante.

21. El compuesto para el uso de la reivindicacion 11, en el que el método comprende la administracién de al menos
un agente terapéutico adicional; opcionalmente en el que el al menos un agente terapéutico adicional es la vitamina
K.

22. Un kit diagndstico que comprende el compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8.

23. El kit de la reivindicacion 22, en el que el kit se usa para la determinacion de la concentracion de un
anticoagulante en la sangre.
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Figura 5
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 10
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Figura 12
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Figura 14
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Figura 16
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Figura 18
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Figura 20
TR Intervalo de la Cmax
Intervalo’ tErRpEtico en el estado estacionario
-?:OI:iscg;xrivaroxabén a una dosis de rivaroxaban
| de 10-30 mg) de 30:60.mg
; CEM
™ mm i RR mmmmmm.‘mmmwm
218 pgll 218 pgll 459 g/l 459 pgll
de rivaroxaban de rivaroxaban de rivaroxaban de rivaroxabdn
+1.250 pg/l +6.250 pgll
de DAP de DAP
Figura 21
CEM

156 ug/l 156 pg/l 313 pg/l 313 pg/l
de Eliquis® de Eliquis®+ de Eliquis® de Eliquis®+

1.156 pg/l 3.125 ug/l
de DAP de DAP
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Concentracion de rivaroxaban
eficaz
(ugn)

ES 2569 674 T3

Figura 22

.CEM

ERENERES

218 pgll
ivaroxa

218 ugll 218 pgll 218 ugll 218 ugll
de rivaroxaban de rivaroxaban de rivaroxaban de rivaroxaban de ri
+1,25 ugll +12,5 pgll +125 pgll +1.250 pg/l
de DAP de DAP de DAP de DAP

ban
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