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DESCRIPCION

1-(4-metilfenilmetil)-5-oxo-{N-[(3-t-butoxicarbonil-aminometil)]-piperidin-1-il}-pirrolidin-2-carboxamidas quirales como
inhibidores de la activacion y adhesion de plaquetas inducidas por colageno

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a 1-(4-metilfenilmetil)-5-oxo-{N-[(3-t-butoxicarbonil-aminometil)]-piperidin-1-il}-
pirrolidin-2-carboxamidas quirales. La presente invencién también se refiere al uso de estos restos como inhibidores
de la adhesion y agregacion de plaquetas inducidas por colageno mediadas a través de receptores de colageno.

Antecedentes de la invencion

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen un importante problema de salud publica. A pesar de los
importantes avances en el diagndstico y tratamiento en los Ultimos afios, las ECV siguen representando la causa
mas frecuente de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Las plaquetas, que son fundamentales para la
hemostasia y limitan la pérdida normal de la sangre después de una lesién, también son los principales actores en
condiciones patoldgicas, tal como la trombosis venosa profunda y la trombosis arterial. Conservan la integridad
vascular y, de ese modo, previenen la hemorragia después de la lesién. Sin embargo, el dafio vascular, tal como la
rotura de una placa aterosclerética, da lugar a una formacion de trombos dependiente de las plaquetas, lo que
puede conducir a la oclusion vascular con la hipoxia resultante y el infarto de los tejidos distales. Los escenarios
clinicos resultantes abarcan la angina de pecho estable e inestable, el infarto agudo de miocardio (IM), el ictus
isquémico y la enfermedad arterial periférica oclusiva.

La regulacion de la interaccion endotelial de las plaquetas y, por lo tanto, la hemostasia y la trombosis, se produce
debido al precario equilibrio entre los mecanismos activadores e inhibidores que controlan la activacién plaquetaria
tras la exposicion a los tejidos dafiados, sin embargo, permite que las plaquetas permanezcan en reposo en la
circulacién sin dafos. En vasculatura sano, las plaquetas circulantes se mantienen en un estado inactivo por el 6xido
nitrico y la prostaciclina liberados por las células endoteliales que revisten los vasos sanguineos. Las células
endoteliales también expresan ADPasa (adenosina difosfatasa), que degrada el ADP liberado de los gldbulos rojos
de la sangre y las plaquetas activadas, evitando asi una mayor activacion de las plaquetas. Cuando la pared del
vaso esta dafada, la liberacion de estas sustancias antiplaquetarias enddgenas se deteriora y la matriz
subendotelial queda expuesta. Las plaquetas se adhieren al colageno expuesto y al factor de von Willebrand (VWF)
a través de receptores que se expresan constitutivamente en la superficie de las plaguetas. Las plaquetas
adherentes integran sefiales procedentes de la interaccion de unién, cambian su forma, secretan ADP desde sus
granulos densos vy sintetizan y liberan tromboxano A2 (TXA2). El ADP y el TXA2 que se liberan sirven como
agonistas de las plaquetas mediante la activacion de las plaquetas ambientales y su reclutamiento en el sitio de la
lesion vascular. La interrupcion de la pared del vaso también expone a las plaquetas a las células que expresan
colageno y factor tisular que desencadenan aun mas la respuesta procoagulante. En una etapa avanzada de la
activacion, las plaquetas estimulan la coagulacion de la sangre, proporcionando una superficie en la que se activan
los factores de coagulacién para generar trombina. Ademas de la conversion de fibrindgeno en fibrina, la trombina
también sirve como un potente agonista de plaquetas y recluta mas plaquetas hacia el sitio de la lesidn vascular. Las
plaquetas activadas potencian la coagulacion mediante la expresion de fosfatidilserina en su superficie. Cuando se
activan las plaquetas, la glicoproteina (GP) llb/llla (allbB3), el receptor mas abundante en la superficie de las
plaquetas, sufre un cambio conformacional, que aumenta su capacidad para unirse al fibrinégeno. Las moléculas
divalentes de fibrinbgeno forman puentes entre plaquetas adyacentes para formar agregados de plaquetas. A
continuacion, las hebras de fibrina, generados por la accion de la trombina, tejen estos agregados juntos para formar
una malla de fibrina de las plaquetas

La idea de que la orientacion de que la funcién plaquetaria puede ser beneficiosa en la prevencion de la trombosis
se confirma por varios ensayos clinicos y el amplio uso de terapias antiplaquetarias. Los agentes antiagregantes
plaquetarios pueden subclasificarse, sobre la base de su sitio de accion, en los que inhiben (i) la adherencia, (ii) la
activacion, (iii) la agregacion o (iv) los enlaces mediados por plaquetas con la inflamacion. De los agentes
actualmente disponibles, aspirina, clopidogrel, dipiridamol y cilostazol inhiben la activacion de las plaquetas, aunque
a través de mecanismos diferentes, mientras que los antagonistas de GPIIb/llla bloquean la agregacién plaquetaria.
Sin embargo, sigue habiendo una incidencia sustancial de la trombosis arterial en pacientes en terapia
antiplaquetaria disponible actualmente. Las limitaciones de las terapias actuales incluyen débil inhibicion de la
funcién plaquetaria (por ejemplo, por la aspirina), el bloqueo de una sola via de sefializacion mediada por ADP (por
ejemplo, clopidogrel), inicio lento de la accion (por ejemplo, del clopidogrel), variabilidad de la respuesta entre
pacientes con mala inhibicién de la respuesta de las plaquetas en algunos pacientes (por ejemplo, a la aspirina y al
clopidogrel), la incapacidad de transformar el éxito del tratamiento con antagonistas de allbf3 por via intravenosa en
terapia oral y la incapacidad para separar completamente una reduccion de los acontecimientos trombdéticos a partir
de un aumento de los acontecimientos de sangrado. Por lo tanto, los éxitos y las limitaciones de las terapias
actuales, junto con los avances en nuestra comprension de la biologia de las plaquetas, son instructivos del disefio
de nuevos farmacos para regular con mayor eficacia los objetivos validados.
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A pesar de la complejidad de la matriz extracelular, las interacciones de colageno y las plaquetas desempefian un
papel fundamental en la iniciacion de la hemostasis y la trombosis in vivo. Dado que la adhesion estable de las
plaquetas estable y la posterior activacion por colageno estan mediadas por receptores de colageno de las
plaquetas, la consecuencia de la inhibicion de cualquiera de estos ha ganado una atencién considerable. Por otra
parte, los estudios realizados en pacientes humanos con pacientes que carecen de cualquiera de los receptores, o
con modelos de ratén equivalentes, revelan una reduccion de la capacidad de respuesta de las plaquetas al
colageno, con solo leves deficiencias en la hemostasia, y no conducen a un aumento de la tendencia a la
hemorragia espontanea.

Por tanto, la inhibicion de la activacién del receptor de colageno en las plaquetas puede representar una nueva
diana farmacoldgica en la busqueda de agentes antitromboticos mas selectivos y especificos para la prevencion y/o
tratamiento de la trombosis arterial oclusiva aguda, por ejemplo, infarto de miocardio o accidente cerebrovascular. La
interaccion de las plaquetas es la primera etapa en el proceso hemostasico, cuando la matriz extracelular (MEC)
esta expuesta en los sitios de la lesién. Entre los componentes macromoleculares de la MEC, se considera que el
colageno desempefia un papel importante en este proceso, dado que in vitro no solo soporta la adhesion de
plaquetas a través de vias directas e indirectas, sino que también activa directamente a las células en el inicio de la
actividad de agregacion y coagulante. Las dianas principales de la terapia antiplaquetaria existentes son moléculas
que participan en la activacion y agregacion de las plaquetas. En la actualidad, no existen farmacos en uso clinico
que blogueen la inmovilizacién inicial y adhesion de las plaquetas al colageno y el factor de von Willebrand y, por lo
tanto, su detencion en la pared del vaso sanguineo. La inhibicién de esta etapa temprana en la formacion de
trombos es mas probable que reduzca o prevenga la incidencia de trombosis arterial en pacientes de enfermedades
cardiovasculares [Review of the subject: PNAS, 2009 vol. 106 no. 3 719-724, Small-molecule inhibitors of integrin
a2f1 that prevent pathological thrombus formation via an allosteric mechanism].

Se han realizado varios informes sobre péptidos y proteinas que inhiben la agregacién plaquetaria a través de la
inhibicién de la activacion de las plaquetas por colageno y otras moléculas de activacion endoteliales s [FEBS
Journal 277 (2010) 413-427, Aegyptin displays high-affinity for the von Willebrand factor binding site (RGQOGVMGF)
in collagen and inhibits carotid thrombus formation in vivo; J Thromb Thrombolysis (2007) 24:275-282, Inhibition of
collagen, and thrombin-induced platelet aggregation by Lansberg's hognose pit viper (Porthidium lansbergii
hutmanni) venom; Acta Biochimica Polonica, Vol. 50 No. 4/2003,1119-1128, Inhibition of collagen-induced platelet
reactivity by DGEA peptide; FEBS Journal 273 (2006) 2955-2962, Identification and characterization of a collagen-
induced platelet aggregation inhibitor, triplatin, from salivary glands of the assassin bug, Triatoma infestans;
documento US5851839: Inhibidores de la agregacion plaquetaria; 6 patente de Estados Unidos 5.756.454, inhibidor
de la agregacion plaquetaria inducida por colageno; patente de Estados Unidos 5.710. 131, inhibidor de la
agregacion plaquetaria estimulada por colageno; patente de Estados Unidos 5.587.360, Inhibidor de la adhesion
plaquetaria].

Sin embargo, hay muy pocos informes sobre moléculas pequefias que son capaces de bloquear la
activacion/agregacion plaquetaria por colageno y otras moléculas de activacion derivadas endoteliales [(documento
WOI1995/006038) Inhibidores de la agregacion plaquetaria y referencias citadas en el mismo; patente de Estados
Unidos 6.221.357, Flavonoides derivados de pieles de citricos como inhibidores de la agregaciéon plaquetaria
inducida por colageno; patente de Estados Unidos 5.814.636, Compuestos con actividad de inhibicion de la
agregacion plaquetaria; patente de Estados Unidos 5.719.145, derivados de amidina e inhibidor de la agregacion
plaquetaria que contiene los mismos; patente de Estados Unidos 5.698.692, Compuesto con actividad de inhibicién
de la agregacién plaquetaria; patente de Estados Unidos 5.629.321, compuesto biciclico e inhibidor de la agregacion
plaquetaria que contiene el mismo;. Med. Chem. 2007, 50, 5457-5462, Small Molecule Inhibitors of Integrin a2f31;
PNAS, 2009 vol. 106 no. 3 719-724, Small-molecule inhibitors of integrin a2p1 that prevent pathological thrombus
formation via an allosteric mechanism; Cardiovascular Research 75 (2007) 782-792, Characterization of a novel and
potent collagen antagonist, caffeic acid phenethyl ester, in human platelets: In vitro and in vivo studies; Arterioscler
Thromb Vasc Biol 2007; 27;1184-1190; EXP3179 Inhibits Collagen-Dependent Platelet Activation via Glycoprotein
Receptor-VI Independent of AT1-Receptor Antagonism Potential Impact on Atherothrombosis; Phytother. Res. 16,
398-399 (2002), Human Platelet Aggregation Inhibitors from Thyme (Thymus vulgaris L.); J. Med. Chem., 2010, 53
(5), pag. 2087-2093, Structural Basis for Platelet Antiaggregation by Angiotensin Il Type 1 Receptor Antagonist
Losartan (DuP-753) via Glycoprotein VI]

Se han notificado amidas de acidos piroglutamicos N-sustituidos como inhibidor moderado de la trombina (Dikshit et
al., 2001 patente india 1206/DELI2001) y ha demostrado actividad antitromboética en un modelo de ratones de
trombosis.

Por lo tanto, la presente invencion se centra en la identificacion y preparacion de diasteredmeros puros de una clase
de compuestos que inhibe especificamente la agregacion plaquetaria mediada por colageno sin afectar a otras
funciones de regulacion y fisiolégicamente relevantes de las plaquetas y, por lo tanto, proporciona un agente
antitrombatico clinicamente Util. La presente invencion prepara diastereémeros puros para la mejora de su actividad
en comparacion con la mezcla de diastereémeros.
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Objetos de la invencion

El objeto principal de la invencion es proporcionar los compuestos que inhiben la adhesién y agregacion plaquetaria
inducidas por colageno en ensayos in vitro y ex vivo. La invencion se refiere a compuestos de formula general 6 y 7
que son formas de diestereoméricas de 1-(4-metilfenilmetil)-5-oxo-{N-[(3-t-butoxicarbonil-aminometil)]-piperidin-1-il}-
pirrolidin-2-carboxamidas quirales de formula general |, en la férmula general 1 que comprende el compuesto quiral
de féormula 6y 7.

Otro objeto de la invencion es los compuestos de formula 6 y 7 para la prevencion de la trombosis, la adhesion y
agregacion plaquetarias y Utiles en diversas patologias cardiovasculares como compuesto antiplaquetario.

Otro objeto de la invencion es proporcionar los compuestos que tienen una duracién de accion prolongada contra la
trombosis inducida por colageno-epinefrina en comparacion con farmacos estandar, tales como la aspirina y el
clopidogrel.

Todavia otro objeto de la invencidon es proporcionar los compuestos que tienen significativamente menos
prolongacion del tiempo de sangrado en comparacion con los farmacos antiagregantes plaquetarios estandar, tales
como la aspirina y el clopidogrel.

Un objeto mas de la invencion es proporcionar los compuestos que tienen una absorcion mas rapida, mayor
solubilidad en agua y una mejor biodisponibilidad.

Un objeto adicional proporciona el proceso para la preparacion de formas puras del compuesto 6 y el compuesto 7.

Un objeto adicional es proporcionar composiciones para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares que
comprenden el compuesto de formula 6 o 7 individualmente con aditivos y excipientes farmacéuticamente
aceptables.

Sumario de la invencién

Por consiguiente, la presente invencién proporciona una 1-(4-metilfenilmetil)-5-oxo-{N-[(3-t-butoxicarbonil-
aminometil)]-piperidin-1-il}-pirrolidin-2-carboxamida quiral de férmula general 1, en la que la férmula 1 comprende el

compuesto quiral de formula 6y 7
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En una realizacion de la invencion, los compuestos son Utiles para prevenir la trombosis, la adhesion y agregacion
plaquetarias.

La realizacion preferente de la presente invencion proporciona los compuestos de las férmulas 6 y 7 de la misma
para la prevencion de la trombosis, la adhesion y agregacion plaquetarias y Utiles en diversas patologias
cardiovasculares como compuesto antiplaquetario.

Una realizacion mas preferente de la presente invencion proporciona un compuesto de formula 6 que es mas activo
con un efecto de larga duracién en comparacién con los farmacos estandar aspirina y clopidogrel, asi como los
compuestos 1y 7 en la tromboembolia pulmonar inducida por colageno-epinefrina en ratones.

Otra realizacion de la presente invencion proporciona el compuesto 1, 6 y 7 (dosis de 30 uM/kg, 1 hora por via oral)
que presenta prolongacion del tiempo de sangrado, que fue significativamente menor en comparacién con los
farmacos antiagregantes plaquetarios estandar, aspirina y clopidogrel.

Aun ofra realizacion proporciona los compuestos 1, 6 y 7 que son activos frente a la agregacion inducida por
colageno in vitro en plasma humano rico en plaquetas, mientras no tienen ningin efecto sobre la agregacion
plaquetaria inducida por ADP, y los compuestos 6 y 7 son mas especificos que el compuesto 1, que muestra una
eficacia moderada contra la agregacion plaquetaria inducida por el mimético de la trombina, SFLLRN (TRAP).

Todavia otra realizacion preferente proporciona el compuesto 6, que es mejor que el compuesto 7 en la atenuacion
de la agregacion plaquetaria estimulada por colageno en hamsteres hiperlipidémicos.

Otra realizacion es el compuesto 6 que exhibe reduccién dependiente de la dosis de la adhesién plaquetaria sobre la
matriz de colageno y comparativamente mejor que la aspirina en ratones (ex vivo). Otra realizacion es que el
compuesto 6 es mejor que el compuesto 7 en la inhibicion de la adhesidn plaquetaria sobre superficie recubierta por
colageno en el ensayo de adhesion plaquetaria mediada por a231 y GPVI en colageno (ser humano, in vitro).

En otra realizacion se trata que, en hamsteres hiperlipidémicos, el compuesto 6 muestra una atenuacion significativa
de la adhesioén plaquetaria sobre la superficie de colageno, en contraste con el compuesto 7, que no exhibe ningun
efecto sobre la misma.

Otra realizacion proporciona la actividad amidolitica de trombina atenuada de forma no especifica por los
compuestos 1y 7, mientras que el compuesto 6 no exhibié nada de dicha propiedad inhibidora de la trombina no
especifica.

Una realizacion adicional proporciona el compuesto 6 que reduce significativamente el peso del trombo incluso a 10
pMM/kg en el modelo de derivacion arterio-venosa en ratas y hamsteres hiperlipidémicos.

Incluso una realizacién adicional proporciona el compuesto 6 que prolongé significativamente el tiempo para ocluir la
arteria carotida en ratas (trombosis arterial inducida por FeCls), mostrando de este modo su notable potencial
antitrombotico, mientras que el compuesto 1 no pudo mostrar ningun tipo de proteccién a la misma dosis.

Una realizacion todavia adicional proporciona el compuesto 6 que aumenté significativamente el tiempo hasta la
oclusién en hamsteres hiperlipidémicos, de modo que se confirma su eficacia antitrombética sustancial en un modelo
de enfermedad, mientras que el compuesto 7 se mantuvo ineficaz y, por lo tanto, no mostré ninguna caracteristica
antitrombotica en el mismo.

Una realizacion adicional proporciona que el compuesto 6 exhibe una absorcion mas rapida y mayor exposicion
sistémica durante mas de 24 h {Cnax (149,49 £ 53,12), tnax 0,75 £ 0,144 h} y mayor solubilidad en agua (416,41 +
62,35 pg/ml) en comparacion con el compuesto 7 {Cmax(112,81 £ 169,77, tnax 8,67 + 0,66)} y solubilidad en agua
(71,75 £ 13,45 pg/ml); y el compuesto 1 exhibe una absorcién comparativamente rapida que conduce a una Cmsx de
947,02 + 237,4 ng/ml.

Otra realizacién proporciona el proceso para la preparacion del compuesto 6 y el compuesto 7, en el que las etapas
del proceso comprenden;

- hacer reaccionar piroglutamato de metilo con bencil bromuro de p-metilo en un disolvente aproético en presencia
de LiIHMDS a una temperatura que varia entre 0 a 35 °C durante un periodo que varia entre 1 a 4 h, inactivar la
mezcla de reaccion con HCl y obtener el compuesto de férmula 2,
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Formula 2

- hacer reaccionar el compuesto de férmula 2 con carbonato sédico a una temperatura que varia entre 0 °C a
30 °C durante un periodo que varia entre 0,5 a 4 h para obtener acido (2S)-N-(p-metilfenilmetil)piroglutamico de

féormula 3
)
° N
| OH

Formula 3

- hacer reaccionar el compuesto de férmula 3 con el compuesto de formula 4 [(3R)-N-(t-butoxicarbonil)-3-
aminometil-piperidina] o 5 [(3S)-N-(t-butoxicarbonil)-3-aminometil-piperidina] en un disolvente aprotico
seleccionado de un grupo que consiste en diclorometano, tetrahidrofurano y dioxano, en presencia de un reactivo
de acoplamiento seleccionado del grupo que consiste en diciclohexilcarbodiimida y hexafluorofosfato de
benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidino-fosfonio, o un agente de activacién 1-hidroxi benzotriazol o cloroformiato de
isobutilo a una temperatura que varia entre -20 °C a + 30 °C durante un periodo que varia de 1 a 3 h seguido de
purificacion usando cromatografia para producir el compuesto de féormula 6 o 7 respectivamente.

En una realizacion de la invencion, en la que el compuesto de férmula 3 se hace reaccionar con cloruro de oxalilo a
0 °C para obtener el cloruro de acido seguido de reaccion con el compuesto de férmula 4 o 5 en presencia de
trietilamina en diclorometano a temperatura ambiente durante un periodo que varia de 2 h a 3 h para obtener el
compuesto de formula 6 o 7 respectivamente.

En otra realizacion de la invencioén, en la que el compuesto de féormula 3 se hace reaccionar con el compuesto de
férmula 4 o 5 en presencia de un reactivo de acoplamiento diciclohexilcarbodiimida y 1-hidroxi benzotriazol en
diclorometano a una temperatura que varia entre -5 °C a 0 °C durante un periodo que varia entre 2 h a 3 h para
obtener un compuesto de formula 6 o 7 respectivamente.

En una realizacién mas de la invencion, en la que el compuesto de férmula 3 se hace reaccionar con el compuesto
de formula 4 o 5 en presencia de diisopropil etilamina, y hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidino-
fosfonio, en diclorometano a una temperatura que varia entre -5 °C a 0 °C durante un periodo que varia entre 2 h a
3 h seguido de agitacion a una temperatura que varia entre 0 °C a 25 °C para obtener el compuesto de férmula 6 o 7
respectivamente.

AuUn en otra realizacion de la invencion, en la que el compuesto de férmula 3 se hace reaccionar con el compuesto
de férmula 4 o 5 en presencia de trietil amina, y cloroformiato de isobutilo, en THF a -20 °C, durante un periodo que
varia entre 1 h a 2 h seguido de agitacion a una temperatura que varia entre 0 °C a 25 °C para obtener el compuesto
de férmula 6o 7.

Incluso ademas, la realizacion que proporciona la purificaciéon del compuesto 6 y 7 se realiza por cristalizacion
usando los disolventes seleccionados de un grupo que consiste en pentano, hexano, ciclohexano, tolueno, acetato
de etilo.

Otra realizacion divulga el uso de dichos compuestos 6 o 7 para proceso para el tratamiento del sindrome coronario
(SCA), tal como infarto de miocardio (IM) con elevacion del segmento ST, IM sin elevacion del segmento ST, angina
inestable, accidente cerebrovascular trombdtico y, en pacientes de angioplastia, para prevenir la activacion y
adhesion plaquetarias.
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Una realizacién adicional proporciona compuestos para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares que
comprenden el compuesto de formula 6 o 7 individualmente con aditivos y excipientes farmacéuticamente
aceptables.

Una realizacién adicional proporciona la composicion en la que el aditivo farmacéuticamente aceptable se selecciona
de un grupo que consiste en DMSO, goma arabiga o CMC, beta ciclodextrina, o cualquier otro excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Breve descripcion de los dibujos
(*n= n.° de experimentos)

Fig. 1: Efecto de los compuestos 1, 6 y 7 sobre la tromboembolia pulmonar inducida por colageno-epinefrina en
ratones en un estudio dependiente del tiempo. Los resultados se expresan como la media + SEM (n = 5, 10
animales/grupo/experimento)

Fig. 2: Efecto de los compuestos 1, 6 y 7 sobre el tiempo de sangrado en la cola en ratones en un estudio
dependiente del tiempo. Los resultados se expresan como la media + SEM (n = 5, 10
animales/grupo/experimento).

Fig. 3a: Efecto de los compuestos 6 y 7 sobre la agregacion de plasma humano rico en plaquetas (in vitro)
inducida por (i) colageno (ii) convulxina y ristocetina (iii) ADP y TRAP. Los resultados se expresan como la media
+ SEM (n = 3).

Fig. 3b: Efecto del compuesto 6 sobre la agregacion plasma de ratones rico en plaquetas (ex vivo) inducida por el
colageno, ADP y trombina. Los resultados se expresan como la media + SEM (n = 5, 5
animales/grupo/experimento).

Fig. 3c: Respuestas de agregacion de sangre entera de hamsteres alimentados con pienso normal y alimentados
con pienso rico en colesterol y rico en grasas inducida por ADP (10 yM), colageno (2,5 pg/ml) y trombina (1 U/ml)
(n.° de animales = 10/grupo). (i) efecto de farmacos antiagregantes plaquetarios y compuestos 6 y 7 sobre la
agregacion de sangre entera (b) efecto del compuesto 6 sobre la agregacion plaquetaria de una manera
dependiente de la dosis (n = 10, n.° de animales = 10/grupo). Los resultados se expresan como la media + SEM.

Fig. 4a: Efecto de los compuestos 6 y 7 sobre la adhesion plaquetaria humana en una superficie (a) fibrilar y (b)
recubierta con colageno soluble. Los resultados se expresan como la media + SEM (n = 3).

Fig. 4b: Adhesion de las plaquetas de raton sobre la matriz de colageno como se observa con microscopio de
fluorescencia 40X (método ex vivo). Diferentes imagenes muestran el diferente tratamiento realizado. Las
plaquetas murinas lavadas (2x‘|06/ml) se obtuvieron de animales tratados previamente con el compuesto
(compuesto 6) (dosis diferentes) y se sembraron en cubreobjetos recubiertos con BSA o colageno (fibrilar) (A, B).
Se dejo a las plaquetas de los animales no tratados que se adhirieran sobre cubreobjetos recubiertos con BSA o
sin recubrir, respectivamente, para delimitar la posibilidad de unién no especifica. C, D. Las plaquetas de control
se adhirieron sobre cubreobjetos recubiertos con colageno (control). E, F y G. Plaquetas obtenidas de animales
pretratados con el compuesto 6 (10uM/kg, 30 uM/kg y 100 uM/kg), respectivamente, se adhirieron sobre
cubreobjetos recubiertos con colageno. H, |. Plaquetas de animales tratados con aspirina (100 uM/kg) y
clopidogrel (100 uM/kg) (farmacos estandar) y adheridas sobre cubreobjetos recubiertos con colageno (n=5, 5
animales/grupo/experimento).

Fig. 4c) (i) Efecto de los compuestos 6 y 7 y los farmacos estandar sobre la adhesion plaquetaria (ex vivo) en
hamsteres hiperlipidémicos sobre la superficie recubierta de colageno (ii) efecto del compuesto 6 sobre la
adhesioén plagquetaria de una manera dependiente de la dosis. Los resultados se expresan como la media + SEM
(n.° de animales = 10/grupo).

Fig. 5: Efecto de los compuestos 1, 6 y 7 sobre la actividad amidolitica del sustrato fluorogénico usando alfa-
trombina. Los resultados se expresan como la media + SEM.

Fig. 6 a: (i) Efecto de los compuestos 6 y 7 en la reduccion del peso del trombo y su eficacia se comparé con las
de los farmacos antiagregantes plaquetarios estandar, la aspirina y el clopidogrel, en ratas. (ii) Efecto del
compuesto 6 en funcion de la dosis. Los resultados se expresan como la media + SEM (n = 3).

Fig. 6(b): Efecto del compuesto 6 sobre el tratamiento con una dieta rica en grasas, que aumento el peso del
trombo, mostrando de este modo un estado protrombético inducido por una dieta hiperlipidémica que imita al
estado clinico. Los resultados se expresan como la media + SEM (n = 3).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2610556 T3

Fig. 7a) (i) Efecto de los compuestos 6 y 7 sobre el tiempo total hasta la oclusién (TTO) en trombosis arterial
inducida con cloruro en ratas (n=6) (ii) Efecto del compuesto 6 sobre el tiempo hasta la oclusion (TTO) en ratas
de forma dependiente de la dosis. Los resultados se expresan como la media + SEM (n.° de animales = 6/grupo).

Fig. 7b: Efecto de los compuestos 6 y 7 sobre el tiempo total hasta la oclusién (TTO) en trombosis arterial
inducida con cloruro en hamsteres hiperlipidémicos. Los resultados se expresan como la media + SEM (n.° de
animales = 6/grupo).

Fig. 8: Efecto del compuesto 6 sobre la movilizacion de calcio intracelular en plaquetas humanas cargadas con
Fura-2 estimuladas por colageno (5ug/ml) (n=3).

Fig. 9: Efecto del compuesto 6 sobre la fosforilacion de tirosina de las proteinas de las plaquetas después de la
estimulacion con colageno (2 pg/ml) (n = 3).

Fig. 10: Perfil del tiempo y concentracion del compuesto 1,6y 7 (n = 3).
Abreviaturas

ADP, difosfato de adenosina, PMA, acetato de 13-miristato de 12-forbol, AA, acido araquidénico, TRAP, péptido
activado del receptor de trombina, EGTA, &acido etilenglicol-tetraacético, ACD, acido-citrato-dextrosa, gp,
glicoproteina, PBS, solucién salina tamponada con fosfato, FeCls, cloruro férrico, TTO, tiempo hasta oclusion, HRP,
peroxidasa de rabano picante, CMC, carboximetil celulosa, PRP, plasma rico en plaquetas, PPP, plasma deficiente
en plaquetas, DMSO, dimetilsulféoxido, HEPES, (N-[2-hidroxietillpiperazina-N'-[acido 2-etanosulfénico]), SDS, dodecil
sulfato sédico, PMSF, fluoruro de fenilmetilsulfonilo, TBST, solucion salina tamponada con tris con Tween-20, p-Tyr,
fosfo-tirosina BSA, albumina sérica bovina, HCHF, rico en grasas y colesterol alto, SNP, nitroprusiato de sodio, pg,
microgramo, PM, micromolar, kDa, kilo Dalton, Cmax, concentracion plasmatica maxima, tmax, tiempo hasta
alcanzar la concentracion plasmatica maxima, AUC, Area bajo la curva, MRT, tiempo de residencia medio

LiIHMDS, bis-(trimetilsilillamida de litio, DIC, N,N'-Diisopropil carbodiimida, HOBt, 1-Hidroxibenzotriazol, PyBOP,
hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio, DCM, Diclorometano, HPLC, cromatografia liquido de
alto rendimiento, IR, infrarrojos, RMN, espectroscopia de resonancia magnética nuclear, FAB MS, espectroscopia de
masas por bombardeo atémico rapido, Na>SO., sulfato sédico, HCI, acido clorhidrico, p.f., punto de fusién, CDCls,
cloroformo deuterado, MHz, Mega hertzio, mmol, milimol, [a]p, rotacién especifica, 6, desplazamiento quimico, KBr,
bromuro potasico

Descripcion detallada de la invencion

De acuerdo con lo anterior, la presente invencion proporciona ensayos de adhesion plaquetaria comparativa
inducida por colageno ex vivo representados por el Compuesto 1, que, como se indica en la patente india
(1206/DEL/2001), es una mezcla 1: 1 de diastereémeros del compuesto 6 y el compuesto 7, que no pudo separarse
por cristalizacion, o por métodos cromatograficos, tales como HPLC, mas particularmente, pero no debe
interpretarse como limitante, la invencioén divulgada y reivindicada en el presente documento se refiere a la sintesis
quiral de ambos diastereoisémeros y la separacion de acciones biolégicas en el compuesto preferente (compuesto
1) a fin de identificar que uno de los diasteredmeros quiralmente puros (compuesto 6) tiene una eficacia
antitrombatica superior.

La invencion utiliza eficientemente las sales de tartrato para la resolucién quiral de éster terc-butilico del acido
piperidin-3-ilmetil-carbamico racémico, similar al procedimiento indicado (documento W02006/28904 A1, 2006) para
obtener éster terc-butilico del acido 3S o 3R piperidin-3-ilmetil-carbamico.

Se preparo acido N-p-metil-fenilmetillpiroglutamico de acuerdo con el protocolo indicado en la bibliografia descrito en
la seccion experimental.

En una actividad inventiva, para evitar cualquier racemizacion en el centro a-carboxilico, durante la N-alquilacion, se
reivindica el reactivo LIHMDS a bajas temperaturas para formar N-p-metil-fenilmetilpiroglutamato de metilo con
buena pureza quiral.

Para evitar cualquier racemizacion en el centro a-carboxilico, por ejemplo, durante el proceso de acoplamiento, se
usan en general agentes de acoplamiento muy eficientes y especificos del mecanismo como DCC con HOBt o
PyBOP en DCM seco, pero esto no puede impedir el uso de acoplamientos mediados por cloruro de acido sencillos,
ya que la invencioén proporciona compuestos en forma microcristalina y la cristalizacion repetida puede proporcionar
estos compuestos con una pureza quiral de casi el 99 % (HPLC quiral), como se indica de otro modo.

Aspirina y clopidogrel se utilizan como farmacos estandar y goma arabiga, CMC como vehiculos.

La invencion utiliza un modelo de ratén de tromboembolia pulmonar inducida por colageno-epinefrina y el tiempo de
sangrado para justificar la eficacia (durante un periodo prolongado) del compuesto 6 sobre su compuesto analogo 7
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de 7 y su mezcla de diastereoisémeros, el compuesto 1 (Fig. 1, 2).

La invencion trata los estudios que detallan las actividades antiadhesion/antiagregantes de dos compuestos (6 y 7)
en varios modelos in vitro/ex vivo/in vivo, que manifiestan mejor perfil farmacoldgico y farmacocinético sobre la
mezcla de diastereoisémeros, el compuesto 1.

La invencion incluye los compuestos 1, 6 y 7 que son activos frente a la agregacion inducida por colageno in vitro en
plasma humano rico en plaquetas. La actividad antiagregante in vitro fue comparable entre los tres compuestos, ya
que inhibieron los efectos mediados por colageno a concentraciones similares (Fig. 3a).

Adicionalmente, la invencion incluye los compuestos 6 y 7 que no muestran ningun efecto sobre la agregacion
plaquetaria inducida por ADP, ristocetina y mimético de trombina, SFLLRN (TRAP), mientras que la mezcla de
diastereoisémeros, el compuesto 1, exhibié una inhibicion significativa contra la agregacion plaquetaria inducida por
TRAP, mostrando de ese modo su modo no especifico de accion (Fig. 3 b, c).

La invencion incluye el compuesto 6 que, incluso a concentraciones mas altas (500 uM), no inhibe significativamente
la agregacion plaquetaria inducida por convulxina, un agonista del receptor de GPVI, pero inhibe la agregacion
inducida por colageno (Fig. 3a).

Otra realizacion preferente incluye el compuesto 6 que exhibe una reduccion dependiente de la dosis sobre la
agregacion plaquetaria mediada por colageno en ratones cuando se evaluo ex vivo (Fig. 3b).

Ademas, la invencion trata la medicién de la inhibicion de la agregacion plaquetaria mediada por aspirina en
hamsteres alimentados con HCHF, en los que la aspirina solo puede inhibir la agregacién inducida por ADP y por
trombina pero no por colageno. (Fig. 3c)

Medicion de la inhibicion de la agregacion plaquetaria mediada por clopidogrel en hamsteres alimentados con
HCHF, en los que el clopidogrel solo puede inhibir la agregacion inducida por ADP. (Fig. 3c)

Ademas se midié que los compuestos 1y 6 participaban en la inhibicion de la agregacion plaquetaria en hamsteres
alimentados con HCHF, mientras que el compuesto 7 se mantuvo ineficaz y se reivindica que el compuesto
preferente (compuesto 6) inhibe significativamente la agregacion plaquetaria inducida por colageno en grupos
alimentados con pienso rico en grasa de una manera dependiente de la dosis (Fig. 3c).

Los compuestos 1, 6 y 7 inhibieron parcialmente la adhesién plaquetaria humana mediada tanto por GP VI como por
GP la lla sobre el colageno (in vitro), mientras que el efecto fue mas prominente en la ruta mediada por GP VI (Fig.
4a).

Se reivindica que el tratamiento con el compuesto 6 preferente reduce significativamente la adhesion plaquetaria en
ratones sobre las placas recubiertas con colageno, comparable al tratamiento con clopidogrel (Fig. 4b).

La medicién de la hiperactividad de las plaquetas en hamsteres alimentados con HCHF a través de los ensayos de
adhesion plaquetaria aisladas en placas recubiertas con colageno y fibrindgeno. La invencion, el compuesto 1y 6,
muestra una reduccion significativa de la adhesion plaquetaria que es comparable con el tratamiento con clopidogrel,
mientras que se encontré que el tratamiento con el compuesto 7 y la aspirina era insignificante en la reduccion de la
adhesion plaquetaria en la superficie recubierta de colageno en el modelo en hamster hiperlipidémico de
aterosclerosis (Fig. 8a). El compuesto 6 preferente presenta una reduccion dependiente de la dosis de la
hiperactivacion plaquetaria inducida por la dieta cuando se adhiere sobre la superficie recubierta con colageno en
hamsteres hiperlipidémicos (figura 4c).

La invenciodn, en un conjunto de experimentos, describe el efecto de los compuestos 1, 6 y 7 sobre la actividad
amidolitica de la a-trombina humana usando sustrato fluorogénico, en el que, al contrario que el compuesto 1 y el
compuesto 7, el compuesto 6 mostré una actividad insignificante. (Fig. 5).

La invencion, en general, utiliza varios ensayos in vivo y ex vivo para determinar su potencia antitrombdtica en el
modelo de derivacion AV, trombosis de la carétida inducida con cloruro férrico, para justificar la eficacia de 6 sobre 7
contra diversos modelos de trombosis. [Fig. 6a,b, Fig. 7a,b]

La invencion, en otro conjunto de experimentos, encuentra que el compuesto preferente (compuesto 6) inhibe el
aumento inducido por colageno de [Ca2+]i y también se estudi6 la inhibicidon de los niveles de tirosina fosforilada de
algunas proteinas (inexploradas) que estan implicadas en la sefializacion intracelular mediada por colageno unido a
GP-VI en la presente invencion. (Fig. 8,9).

La invencion comprende los receptores de colageno de las plaquetas GP-VI como el objetivo plausible para los
compuestos preferidos, pero no realizé observaciones sobre el subtipo de receptor especifico.
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La invencién da a conocer el perfil farmacocinético en plasma de 6 sobre 7, los dos compuestos prometedores de la
presente invencion; revelan una buena disponibilidad sistémica en animales de experimentacién que correlacionan
bien con sus propiedades farmacodinamicas. (Fig. 10)

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los ejemplos siguientes, que, no obstante, no deben interpretarse
como limitantes del alcance de la presente invencion.

Ejemplo 1

2S-N-(p-metilfenil metil) piroglutamato de metilo (Compuesto 2)

fé——)\(o
07N

OCH,

2

Se disolvié piroglutamato de metilo (10 g, 1 equiv., 70 mmol) en THF seco y se enfrid a -30 °C, se equip6é con un
septo en una atmoésfera de N.. Se afiadié gota a gota LIHMDS (83,83 ml, 1,2 equiv., 77 mmol) y se agité a esta
temperatura durante 45 min. A la mezcla de reaccion se le afiadié gota a gota bencil bromuro de p-metilo (14,2 g,
1,1 equiv., 76 mmol), disuelto en THF seco y se agité de 0 °C a temperatura ambiente durante 4 h. La mezcla de
reaccion se inactivd con acido clorhidrico frio 1 N y se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se separo, se
seco sobre Na,SO4 y se concentrd. El éster se purificd por cromatografia ultrarrapida (gel de silice, malla de 230-400
usando cloroformo como sistema de disolvente) para formar el compuesto 2 que se us6 directamente en la siguiente
etapa.

Ejemplo 2

Sintesis de acido (2S)-N-(p-metilfenil metil) piroglutamico (Compuesto 3)

Después, se disolvié el Compuesto 2 (6,0 g) en metanol (25 ml) y se enfrié a 0 °C. Después, a la mezcla de reaccion
se le afiadié en porciones una solucion al 20 % de carbonato sédico (75 ml). Después, la mezcla de reaccion se
agitd a temperatura ambiente durante 4 horas. Después, el metanol se retird por destilacion y la mezcla de reaccion
reducida se extrajo entonces con éter (1 x 25 ml). La capa acuosa se acidificé con HCI conc. y se extrajo con acetato
de etilo (3 x 30 ml). La capa organica se seco y se concentré para dar un producto oleoso (5,2 g) que solidificd
después de un periodo de reposo y se cristalizé en acetato de etilo caliente.

Rendimiento: 6,9 g, 42 % (producto cristalizado) [ag“c]: +33,96 (¢ = 0,10; Metanol) p.f.: 86-88 °C

IR (KBr) 3758, 3452, 2962, 1969, 1663, 1453, 1422, 1281, 1024, 801 cm™'

'H RMN (CDCl3, 200 MHz) 2,05-2,18 (m, 1H, 3-Ha); 2,20-2,27 (m, 1H, 3-Hy); 2,32 (s, 3H, -CHz); 2,50- 2,60 (m, 2H, 4-
H); 3,88 (d, 1H, -NCHPh); 4,02-4,04 (m, 1H, 2-H); 5,09-5,17 (d, 1H, -NCHPh); 7,12 (s, 4H, Ph-H)

3C RMN (CDCls, 200 MHz) 14,57, 21,52, 23,26, 30,10, 45,83, 59,01, 61,00, 128,95, 129,92, 132,62, 138,11, 174,74,
176,90

FAB MS (m/z): 234 (M+1)*

Ejemplo 3

Sintesis de (3R)-N-(t-butoxicarbonil)-3-aminometil-piperidina (compuesto 4)

A
Saae

N
H

4
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Se mezclaron N-(t-butoxicarbonil)-3-aminometil piperidina (10 g, 1 equiv., 47 mmol), acido (+)-O,O'-Di-p-toloil-D-
tartarico (15,52, 1 equiv., 47 mmol) y metanol seco (100 ml) y se calentaron lentamente a reflujo hasta conseguir una
solucién. Esta solucion se enfrié a temperatura ambiente y se agité a esta temperatura durante 5-6 horas para dar
una suspension de color blanco de la sal que se filtré y se lavé con una cantidad minima de metanol seco. La sal en
bruto se cristalizé una vez en metanol y la sal obtenida de esta manera se suspendié en agua destilada (25 ml) y se
enfrié a 0 °C. Después, se afiadié en porciones una solucién al 10 % de carbonato sédico (100 ml) hasta que la
suspension se hizo fuertemente basica. La mezcla de reaccion se agitd durante 10 minutos mas y se extrajo con
acetato de etilo (5 x 50 ml). Las capas organicas combinadas se secaron (Na;SO.) y se concentraron a presion
reducida para obtener el compuesto de formula 4.

Rendimiento: 3,2 g, 62 % laf;"cj: -8,97 (c = 1,0; Metanol)

p.f.: 64-66 °C

IR (puro): 3362, 2970, 1703, 1520, 1454, 1365, 1256, 1172 cm™

'H RMN (CDCl3, 300 MHz) & 1,00-1,22 (m, 2H, H-4); 1,40 (s, 9H, -O-C(CHa)3); 1,57-1,72 (m, 3H, H-3, H-5); 2,21-2,32
gm, 1H, CHaNHBoc); 2,44-2,2,57 (m, 1H, CHpNHBoc); 2,92-3,05 (m, 4H, H-2, H-4); 4,72 (s a, 1H, NH)

*C RMN (CDCls, 300 MHz) 26,56, 29,03, 29,58, 38,44, 44,99, 47,46, 51,16, 79,73, 156,72

FAB MS (m/z):

215 [M+1]", 114

Ejemplo 4

Sintesis de (3S)-N-(t-butoxicarbonil)-3-aminometil-piperidina (compuesto 5)

0
a /lk J<

N
H
5

Se mezclaron N-(t-butoxicarbonil)-3-aminometil piperidina (10 g, 1 equiv., 47 mmol), acido (-)-O,0O'-Di-p-toloil-L-
tartarico (15,52, 1 equiv., 47 mmol) y metanol seco (100 ml) y se calentaron lentamente a reflujo hasta obtener una
solucion uniforme. La mezcla de reaccién se enfrid a temperatura ambiente y se agité a esta temperatura durante 5-
6 horas. El sélido de color blanco formado se retiré por filtracion y se lavd con una cantidad minima de metanol seco.
El solido en bruto se recristalizd en metanol. El compuesto se suspendidé en agua destilada (25 ml) y se enfrié a 0 °C.
Después, se afiadié en porciones una solucion al 10 % de carbonato sédico (100 ml), hasta que se hizo basica, con
agitacion durante 10 min. La mezcla de reaccion se extrajo con acetato de etilo (5 x 50 ml). La capa organica se
separo, se seco y se concentro a presion reducida para obtener el compuesto de férmula 3.

Rendimiento: 3,28 g, 65 % [af]“fj: +11,03 (c = 0,10; Metanol)

p.f.: 64-66 °C

IR (Puro): 3360, 2972, 1703, 1519, 1455, 1365, 1255, 1172 cm™

'H RMN (CDCls, 300 MHz) & 1,01-1,21 (m, 2H, H-4); 1,39 (s, 9H, -O-C(CHa)3); 1,57-1,72 (m, 3H, H-3, H-5); 2,20-2,31
gm, 1H, CHaNHBoc); 2,49-2,56 (m, 1H, CH,NHBoc); 2,90-3,03 (m, 4H, H-2, H-4); 4,77 (s a, 1H, NH)

*C RMN (CDCls, 300 MHz) 26,56, 29,03, 29,58, 38,44, 44,99, 47,46, 51,16, 79,73, 156,72

FAB MS (m/z): 215(M+1)*, 114

Ejemplo 5

Sintesis de  (2S)-1-(4-metilfenilmetil}-5-oxo-(3S)-(N-[(3-t-butoxicarbonil  aminometil)]-piperidin-1-il}-pirrolidin-2-

carboxamida, (compuesto 6)
@\/NHBOC
(S N

0

Método A

Etapa-1: Se disolvié acido (2S)-N-(4-metilfenilmetil)-piroglutamico, el Compuesto 3 (3,50 g, 1 equiv., 15 mmol), en
DCM seco (50 ml) y se enfri6 a 0°C. Después, se anadid en porciones cloruro de oxalilo (1,3 ml, 1,2 equiv.,
18 mmol) a 0 °C y la mezcla se dejé calentar hasta una temperatura ambiente y se agitdé durante 12 horas. Después,
la mezcla de reaccién se concentré sobre presion reducida.
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Etapa-2: El Compuesto 4 (3,53 g, 1,1 equiv., 16 mmol) se disolvio en DCM seco (50 ml) y se enfrié a 0 °C. Después,
a la mezcla de reaccion se le aiadié trietilamina (4,82 ml, 2,3 equiv., 35 mmol) y se agité durante 10 min. Después,
se afnadi6 gota a gota cloruro de acido (de la etapa-1) disuelto en DCM seco (25 ml) a 0 °C y se agité a temperatura
ambiente durante 3 h. Después, la mezcla de reaccion se lavé con bicarbonato sédico saturado (1 x 50 ml), HCI 1 N
enfriado con hielo (1 x 50 ml) y después con salmuera. La capa organica se separd, se seco y se concentro.
Después, el aceite viscoso obtenido se sometié a cromatografia ultrarrapida [gel de silice, malla de 230-400 usando
cloroformo-metanol (9,5:0,5) como sistema de disolvente] para obtener el compuesto puro. EI compuesto se purifico
adicionalmente por re-cristalizacion en acetato de etilo-hexano.

Rendimiento: 4,25 g, 66 % (doble cristalizado) [a[2)7°c]: +35,00 (¢ = 0,098; Cloroformo)

p.f.: 138-140 °C

IR (KBr): 3274, 2977, 2934, 2860, 1714, 1674, 1630, 1541, 1449, 1365, 1272, 12489, 1176, 1144, 1039,997, 958,
847, 759, 717, 654 'H RMN (CDCl3s; 600 MHz): & 1,119-1,390 (m, 2H, 4'-H); 1,448 (s, 9H, -O-C(CHs)s); 1,704 (m, 1H,
3'-H); 1,725-1,887 (m, 2H, 5'-H); 2,138-2,175 (m, 1H, 3-Ha); 2,305 (s, 3H, Ph-CH3), 2,361-2,398 (m, 1H, 3-Hy); 2,496-
2,555 (m, 2H, 4-H); 2,646-2,757 (m, 2H, -CH>-NH-Boc); 2,833-3,090 (m, 2H, 6'-H); 3,324-3,428 (m, 1H, 2'-H,); 3,731-
3,769 (m, 1H, 2'-Hp); 4,110-4,200 (m, 2H, -CH»>-Ph & 2-H); 4,871 (s, 1H. NH); 5,133-5,138 (d, 1H, -CH>-Ph); 7,060-
7,090 (dd, 4H, Ph-H)

*C RMN (CDCls; 600 MHz): 21,063, 21,086, 22,651, 24,614, 27,898, 28,287, 28,639, 29,748, 35,955, 38,330,
42,728, 43,118, 43,332, 45,065, 45,646, 49,273, 55,673, 55,841, 79,331, 128,427, 128, 733, 129,351, 133,078,
137,339, 156,028, 168,810, 169,253, 175,164

FAB MS (m/z): 429 (M"), 330, 374, 452 (M+Na)"

Método-B

Se disolvieron acido (2S)-N-(4-metilfenilmetil)-piroglutamico, el Compuesto 3 (3,50 g, 1 equiv., 15 mmol) y 1-hidroxi
benzotriazol (3,04 g, 1,5 equiv., 22,5 mmol) en DCM seco (50 ml) en un matraz de fondo redondo de tres bocas
equipado con una entrada de N,. La mezcla de reaccién se enfrié a 0 °C en un bafio de hielo-sal. A ésta se le afadié
diciclohexilcarbodiimida (DCC) (3,72 g, 1,2 equiv., 18 mmol) disuelta en DCM seco (20 ml) y se agitd mientras
estaba a 0°C durante 15 min. A la mezcla de reaccion se le afiadid gota a gota (3R)-N-(t-butoxicarbonil)-3-
aminometil-piperidina, el Compuesto 4 (3,21 g, 1 equiv., 15 mmol), disuelta en DCM seco (20 ml) y la agitacion
continué durante 3 h a 0 °C. La mezcla de reaccion se llevd a la temperatura ambiente y se concentré a presion
reducida. El residuo se disolvié en acetato de etilo, se enfrié a 5 °C, se filtro y el filtrado se lavé sucesivamente con
acido citrico dil. (3 x 50 ml), una solucién dil. de bicarbonato sédico (3 x 50 ml) y salmuera (1 x 50 ml). La capa
organica se separo, se seco y se concentrd a presion reducida. El material en bruto se sometié a cromatografia
ultrarrapida [gel de silice, malla de 230-400 usando cloroformo-metanol (9,5:0,5) como sistema de disolvente] para
obtener el Compuesto puro 6, 4,5 g, rendimiento del 70 %.

Método-C

Se disolvieron acido (2S)-N-(4-metilfenilmetil)-piroglutamico, el Compuesto 3 (3,5 g, 1 equiv., 15 mmol), (3R)-N-(t-
butoxicarbonil)-3-aminometil-piperidina, el Compuesto 4 (3,21 g, 1 equiv., 15 mmol) y diisopropiletilamina (5,36 mli,
2 equiv., 30 mmol) en DCM seco (50 ml) en un matraz de fondo redondo de tres bocas equipado con una entrada de
N2 y un tapén de caucho. La mezcla de reaccion se enfrié a 0 °C en un bafio de hielo-sal y se agitdé durante 10 min.
A la mezcla de reaccién se le afiadid gota a gota una soluciéon de hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-
pirrolidino-fosfonio (7,82 g, 1 equiv., 15 mmol) disuelta en DCM seco (20 ml) y la agitacién continué durante 3 horas
a 0 °C. Después, la mezcla de reaccion se llevd a temperatura ambiente y se concentré a presion reducida. El
residuo se disolvid en acetato de etilo, se lavé sucesivamente con acido citrico dil. (3 x 50 ml), una solucién dil. de
bicarbonato sodico (3 x 50 ml) y salmuera (1 x 50 ml). La capa organica se separd, se seco y se concentrd a presion
reducida. El material en bruto se someti6 a cromatografia ultrarrapida [gel de silice, malla de 230-400 usando
cloroformo-metanol (9,5:0,5) como sistema de disolvente] para obtener el compuesto puro, 4,6 g, rendimiento del
72 %.

Método-D

Se disolvieron acido (2S)-N-(4-metilfenilmetil)-piroglutamico, Compuesto 3 (3,5 g, 1 equiv., 15 mmol) y trietil amina
seca (4,10 ml, 2 equiv., 30 mmol) en THF seco (50 ml) en un matraz de fondo redondo de tres bocas equipado con
una entrada de N2 seco y un tapén de caucho. La mezcla de reaccion se enfrid a -20 °C y se agitdé mientras estaba a
-20 °C durante 10 minutos. A ésta se le afiadié gota a gota cloroformiato de isobutilo (1,96 ml, 1 equiv., 15 mmol) a -
20 °C y la agitacion continué durante 15 minutos. A ésta se le afiadio gota a gota una solucion de (3R)-N-(t-
butoxicarbonil)-3-aminometil-piperidina, Compuesto 4 (3,21 g, 1 equiv., 15 mmol) en diclorometano seco (25 ml) en
10 minutos a -20 °C. La mezcla de reaccion se agitd durante 1 h de 0 °C a 25 °C, se inactivé afiadiendo una solucion
saturada de NH4Cl y se concentr6 a presion reducida. El residuo se disolvid en acetato de etilo y se lavd
sucesivamente con acido citrico dil. (3 x 50 ml), una solucién dil. de bicarbonato sddico (3 x 50 ml) y salmuera (1 x
50 ml). La capa organica se separo, se seco sobre Na,SO4 y se concentrd a presion reducida: El material en bruto
se sometié a cromatografia ultrarrapida [gel de silice, malla de 230-400 usando cloroformo-metanol (9,5:0,5) como
sistema de disolvente] para obtener el Compuesto puro 6 4,2 g, rendimiento del 65 %.
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Ejemplo-6

Sintesis de (2S)-1-(4-metilfenilmetil)-5-oxo-(3R)-{N-[(3-t-butoxicarbonil-aminometil)]-piperidin-1-il}-pirrolidin-2-
carboxamida (compuesto 7)

R NHBoc
© Nur

o)

Método A

Etapa-1: Se disolvié acido (2S)-N-(4-metilfenilmetil)-piroglutamico, (3,50 g, 1 equiv., 15 mmol) en DCM seco (10 ml) y
se enfrié a 0 °C. Después se afnadié gota a gota cloruro de oxalilo (1,3 ml, 1,2 equiv., 18 mmol) a 0 °C y la mezcla se
dejo calentar hasta la temperatura ambiente y se agitdé durante 12 horas. Después, la mezcla de reaccion se
concentrd sobre presion reducida.

Etapa-2: El Compuesto 5 (3,53 g, 1,1 equiv., 16 mmol) se disolvio en DCM seco (20 ml) y se enfrié a 0 °C. Después,
a la mezcla de reaccion se le afadié trietilamina (4,82 ml, 2,3 equiv., 35 mmol) y se agité durante 10 min. Después,
se afnadi6 gota a gota cloruro de acido (de la etapa-1) disuelto en DCM seco (10 ml) a 0 °C y se agitd a temperatura
ambiente durante 3 h. Después, la mezcla de reaccion se lavé con bicarbonato sédico saturado (1 x 50 ml), HCI 1 N
enfriado con hielo (1 x 50 ml) y después con salmuera. La capa organica se separd, se seco y se concentro.
Después, el aceite viscoso obtenido se sometié a cromatografia ultrarrapida [gel de silice, malla de 230-400 usando
cloroformo-metanol (9,5:0,5) como sistema de disolvente] para dar el compuesto que se purificd adicionalmente por
re-cristalizacion en acetato de etilo-hexano para dar el compuesto puro, 4,38 g, rendimiento del 68 % (doble
cristalizado) laf;"cj: +5,69 (¢ = 0,99; Cloroformo) p.f.: 180-182 °C

IR (KBr): 3330, 2974, 2935, 2857, 1710, 1677, 1642, 1528, 1444, 1363, 1274, 1173, 1146, 1080, 997, 958, 850, 756,
645

'H RMN (CDCls; 600 MHz): & 1,177-1,270 (m, 2H, 4'-H); 1,424 (s, 9H, -O-C(CH3)3); 1,668 (m, 1H, 3'-H); 1,768-1,856
(m, 2H, 5-H); 2,138-2,175 (m, 1H, 3-H,); 2,305 (s, 3H, Ph-CH3), 2,361-2,398 (m, 1H, 3-Hy); 2,496-2,555 (m, 2H, 4-
H); 2,646-2,757 (m, 2H, -CH,-NH-Boc); 2,833-2,984 (m, 2H, 6'-H); 3,324-3,428 (dd, 1H, 2"-H,); 3,731-3,769 (m, 1H,
2'-Hp); 4,160-4,180 (m, 2H, -CH2-Ph & 2-H); 4,871 (s, 1H. NH); 5,133-5,138 (m, 1H, -CH»-Ph); 7,060-7,090 (dd, 4H,
Ph-H);

3C RMN (CDCl3; 600 MHz): 21,086, 22,728, 23,866, 24,614, 28,096, 28,303, 28,700, 29,784, 36,405, 37,322,
42,828, 43,011, 43,263, 45,042, 45,852, 48,441, 55,986, 56,047, 79,316, 128,389, 128,710, 129,336, 133,048,
137,339, 156,080, 168,810, 169,001, 175,072

FAB MS (m/z): 429 (M"), 330, 374, 452 (M+Na)"

Estudio biologico
Estudios in vitro

Se extrajo sangre de sujetos humanos en citrato-fosfato-dextrosa (CPD) (1:7) de voluntarios sanos (edad entre 18-
60 arfios) después de obtener el consentimiento previo. Antes de la flebotomia se realizaron una detallada historia
clinica y una exploracion fisica. Los donantes carecian de trastornos de corazén, pulmones, enfermedad renal,
cancer, epilepsia, diabetes, tuberculosis, tendencia anormal al sangrado, enfermedad alérgica, enfermedades de
transmision sexual, ictericia, malaria, fiebre tifoidea y trastornos del tiroides o cualquier otro trastorno endocrino. Los
donantes no habian tomado ninguna medicacion en las ultimas 72 horas.

Preparacién de plaquetas lavadas

Se extrajo sangre fresca mediante puncién venosa de los voluntarios humanos sanos en citrato-fosfato-dextrosa. Se
obtuvo plasma rico en plaquetas (PRP) mediante centrifugacion a 180 g durante 20 minutos a temperatura ambiente
(Beckman TJ6, EE.UU.). Se afiadi6 10 % (v/v) de tampon ACD (&cido citrico 39 mM, citrato trisédico.2H,0 75 mM,
D-glucosa 135 mM, pH 4,5) y el plasma rico en plaquetas se centrifugé a 800 g durante 10 minutos (3K30 Sigma
centrifuga, Alemania). A continuacion, se lavaron las plaquetas dos veces con tampén (HEPES 20mM, NaCl 138
mM, KCI 2,9 mM, MgCl, 1mM, NaH»PO4 0,36 mM, EGTA 1 mM, citrato trisddico 4,77 mM, y acido citrico 2,35 mM,
glucosa 5 mM y apirasa 1 U/ml, pH 6,5) que contenia 0,1 % de seroalbumina bovina (BSA) y, finalmente, se
resuspendieron en la solucion de Tyrode tamponada con HEPES (pH 7,4), para dar una concentracion de 2 x 108
células/ml (Jandrot-Perrus M, Lagrue AH, Okuma M, and Boni C Adhesion and Activation of Human Platelets
Induced by Convulxin Involve Glycoprotein VI and Integrin a21 J. Biol. Chem.1997; 272: 27035-27041).
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Determinaciones de la agregacion plaquetaria

Se aplicé un método turbidimétrico para medir la agregacion plaquetaria, utilizando un agregémetro de doble canal
(560 Ca, 230 VAC Chronolog-corp, Havertown, USA (Dikshit M, Kumari R, Srimal RC. Pulmonary thromboembolism
induced alterations in nitric oxide release from rat circulating neutrophils. The Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics 1993; 265:1369-1373). El plasma rico en plaquetas (1><108 plaquetas/ml, 0,45 ml) se
precalenté a 37 °C durante 2 minutos, después se incubd con el compuesto (3-100 pM) o un control de disolvente
isovolumétrico (0,5 % de DMSO) durante 5 minutos antes de la adicién de los agonistas (es decir, 2 pg/ml de
colageno, ADP 10 pM, 1 U/ml de trombina, 15 ng/ml de convulxina, TRAP 25 uM, 1,5 mg/ml de ristocetina). Se dejé
que la reaccion continuara durante al menos 5 minutos y el grado de agregacion se expresé en unidades de
transmision de luz (Ivandic BT, Schlick P, Staritz P, Kurz K, Katas H A, Giannitsis E. Determination of clopidogrel
resistance by whole blood platelet aggregometry and inhibitors of the P2Y12 receptor. Clinical Chemistry 2006;
52:383-88).

El porcentaje de agregacion se calculd usando la férmula siguiente:
Porcentaje de agregacion = A/B X 100

en la que A es el numero de la division atravesado por la marca en el grafico en presencia de inductor y B es el
numero total de divisiones (80).

Estudios de agregacion plaquetaria (Fig. 3)
a) Agregacion plaquetaria (humana, in vitro) (Fig. 3 a (i) (ii) (iii))

En la invencién que incluye los compuestos 1, 6 y 7 se descubrié que eran activos frente a la agregacion inducida
por colageno in vitro en plasma humano rico en plaquetas.

La actividad antiagregante in vitro fue comparable entre los tres compuestos, ya que inhibieron los efectos mediados
por colageno a concentraciones similares.

Los compuestos 6 y 7 de la invencién no mostraron ningun efecto sobre la agregacién plaquetaria inducida por ADP
y mimético de trombina hasta 300 mM, SFLLRN (TRAP), mientras que el compuesto 1 mostré una inhibicion
significativa contra la agregacion plaquetaria inducida por TRAP, incluso a 100 uM, mostrando de este modo su
modo de accién no especifico.

Los compuestos no tenian ningun efecto inhibitorio frente a la agregacion plaquetaria inducida por otro agonista de
GP VI, convulxina, y el agonista especifico de GP 1 b, ristocetina.

De la Figura 3a se pudo deducir que los compuestos 1, 6 y 7 son activos contra la agregacion inducida por colageno
in vitro en plasma humano rico en plaquetas, mientras que no se observaron efectos sobre la agregacion plaquetaria
inducida por ADP. Ademas, los compuestos 6 y 7 son mas especificos que el compuesto 1, que muestra una
eficacia moderada contra la agregacion plaquetaria inducida por el mimético de la trombina, SFLLRN (TRAP). La
invencion, ademas, no tuvo ningun efecto inhibitorio sobre la agregacion plaquetaria inducida por el agonista
especifico de GP VI, convulxina, y el agonista especifico de GP 1 b, ristocetina.

Agregacion plaquetaria (ratones, ex vivo) (Fig. 3 b)

El compuesto 6 exhibe inhibicién dependiente de la dosis en la agregacion plaquetaria (ex vivo) inducida por
colageno cuando se administré a ratones por via oral.

Se podria deducir que el compuesto 6 inhibe especificamente la agregacion plaquetaria inducida por colageno.
Ensayo de adhesion plaquetaria inducida por GPVI y a231

La union de integrina a2B1 sobre el colageno soluble depende de la presencia de Mg?/Ca®" (Onley D.J., Knight
C.G., Tuckwell D. S., Barnes M. J., y Farndale R. W. Micromolar Ca2+ concentrations are essential for Mg2+-
dependent binding of collagen by the integrin a2B1 in human platelets. J. Biol. Chem. 2000; 275: 24560-24564.)
mientras que GPVI participa en la adhesion sobre el colageno fibrilar en ausencia de iones divalentes (Nieswandt B.,
Brakebusch C, Bergmeier W, Schulte V, Bouvard D, Nejad R M, Lindhout T, Heemskerk J W M, Zirngibl H y Fassler
R. Glycoprotein VI but not a2b1 integrin is essential for platelet interaction with collagen. The EMBO Journal, 2001;
20: 2120-2130) y, por tanto, los ensayos de adhesion se realizaron en presencia o ausencia de estos cationes
divalentes. Placas de microtitulacion de noventa y seis pocillos se recubrieron con colageno de tipo | fibrilar de
tenddn equino insoluble o colageno de tipo | de cola de rata soluble (no fibrilar), mantenidas en tampoén acetato (pH
4,5), (Nakamura T., Jamieson G. A., Okuma M., Kambayashi J., y Tandon N. N. Platelet Adhesion to Native Type |
Collagen Fibrils: role of gpVI in divalent cation-dependent and independent adhesion and thromboxane A2
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generation. J. Biol. Chem 1998; 273: 4338-4334, Tandon NN, Ockenhouse CF, Greco NJ, Jamieson GA. Adhesive
functions of platelet lacking GPIV (CD36). Blood 1991; 78: 2809-13). Los sitios de union a la proteina no ocupados
en los pocillos se bloquearon con 5 mg/ml de BSA a temperatura ambiente durante 1 hora, y después se aclararon
una vez en PBS. Las plaquetas lavadas, suspendidas en el tampén de Tyrode-HEPES (NaCl 136,7 mM, NaHCO3
13,8 mM, NaH,PO4.H20 0,36 mM, KCI 2,6 mM, MgCl,.6H>0 1,0 mM, glucosa 5,5 mM, 0,5 % de BSA,pH 7,4)a 1 x
10°® células/ml se pre-incubaron con los compuestos durante 30 minutos a 37 °C y se afiadieron a los pocillos (107/
pocillo) durante 1 hora a temperatura ambiente. El tampdn de adhesion libre de cationes divalente se prepard
mediante la sustitucion de Mg®* (1 mM) en el tampén de Tyrode-HEPES 50 uM con EDTA (Yoshida S., Sudo T., M.
Niimi, Tao L., Sun B., Kambayashi J., Watanabe H., Luo E., y Matsuoka H. L. Inhibition of collagen-induced platelet
aggregation by anopheline antiplatelet protein, a saliva protein from a malaria vector mosquito. Blood 2007; 111:
2007-201). Después de tres lavados en tampoén de Tyrode, se evalud colorimétricamente el numero de plaquetas
adherentes (como se describe en Bellavite P., Andrioli G., Gizzo P., Arigliano P., Chirumbolo S., Manzato F.,
Santonastaso C. A colorimetric method for the measurement of platelet adhesion in microtiter plates. Anal. Biochem.
1994; 216:444-450. En pocas palabras, se afiadieron 150 pl de un tampén citrato 0,1 M (pH 5,4), que contiene p-
nitrofenilfosfato 5 mM fosfato y 0,1 % de Triton X-100 a los pocillos después del lavado. Después de incubacion
durante 60 minutos a 25 °C en ausencia de luz ambiental, el color se desarrollé mediante la adicion de 100 ul de
NaOH 2 N y la absorbancia a 405 nm se leyé usando un lector de microplacas (Powerware XS, Biotek, EE.UU.).

Estudios de adhesion plaquetaria (Fig. 4 a)
Ensayo de adhesion plaquetaria mediada por GPVI y a231 en colageno (humano, in vitro)

1) Los compuestos 6 y 7 inhibieron parcialmente la adhesion plaquetaria humana mediada por colageno tanto
fibrilar como soluble sobre el colageno (in vitro), mientras que el efecto parecia ser mas prominente contra la via
mediada por el colageno fibrilar.

Se pudo deducir que el compuesto 6 es mejor que el compuesto 7 en lo que respecta a la inhibicion de la adhesion
plaquetaria sobre la superficie recubierta de colageno.

Agregacion plaquetaria (ratones, ex vivo) (Fig. 4 b)

El compuesto 6 exhibe inhibicion dependiente de la dosis en la adhesién plaquetaria (ex vivo) sobre la superficie del
colageno cuando se administré a ratones por via oral.

Sin embargo, la aspirina no mostré ningun efecto inhibidor sobre la adhesion plaquetaria sobre el recubrimiento de
colageno.

Se pudo deducir que el compuesto 6 exhibe reduccién dependiente de la dosis en la adhesién plaquetaria sobre la
matriz de colageno y comparativamente mejor que la aspirina.

Medicion de la concentracion de calcio intracelular

La concentracion de Ca*? ([Ca+2]l) se monitorizé6 mediante fluorescencia Fura-2AM en las plaquetas (Fowler CJ,
Tiger G Calibration of Fura-2 signals introduces errors into measurement of thrombin-stimulated calcium mobilization
in human platelets. Clinica Chimica Acta. 1997; 265:247-261). Se incubé PRP humano con Fura-2 AM 5 uM (Sigma)
durante 60 minutos a 37 °C. Después de 2 lavados con el tampdn de lavado, las plaquetas se resuspendieron a 2 x
108 células/ml con el tampon de Tyrode-HEPES. Después de incubar con diversas concentraciones del compuesto
durante 5 minutos, se estimuld a las plaquetas con colageno (5 pg/ml) (la concentracion de colageno se varié de
acuerdo con el numero de células). La fluorescencia Fura-2 se midié durante 5 minutos a una longitud de onda de
excitacion de 340/380 nm y la longitud de onda de emisién de 500 nm (Yoshida S., Sudo T., Niimi M., Tao L., Sun B.,
Kambayashi J., Watanabe H., Luo E., and Matsuoka H. Inhibition of collagen-induced platelet aggregation by
anopheline antiplatelet protein, a saliva protein from a malaria vector mosquito. Blood 2007; 111: 2007-201) usando
un espectrofotometro de fluorescencia (VARIAN, Cary Eclipse).

Medicién de la concentracion de calcio intracelular (Fig. 8)

Puesto que un aumento de la [Ca2+]i se considera que desempefia un papel fundamental en la agregacion
plaquetaria, se investigo la posible implicacién del compuesto 6 en la regulacion del [Ca2+]i. El compuesto 6 exhibid
una inhibicion dependiente de la concentracion en la movilizaciéon de calcio mejorada durante la estimulacion del
colageno.

Se pudo deducir que el compuesto 6 inhibia la movilizacién del [Ca2+]i
concentracion.

de una manera dependiente de la
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Inmunotransferencia

Plasma rico en plaquetas (2 x 10%ml) se preincubd con compuesto de ensayo (10 a 100 uM) o el disolvente
isovolumétrico de control (0,5 % de DMSO) durante 5 minutos, seguido de la adicion de colageno, para
desencadenar la activacion de plaguetas. La reaccion se detuvo mediante la adiciéon de tampoén de parada enfriado
con hielo (EDTA 5 mM, EGTA 5 mM) y las suspensiones se centrifugaron a 800 x g durante 10 minutos y luego se
volvieron a suspender inmediatamente en 300 ul de tampdn de lisis (HEPES 50 mM, EDTA 5 mM, NaCl 50 mM, 1 %
de Triton X-100, 10 ug/ml de aprotinina, PMSF 1 mM, 10 mg/ml de leupeptina, NaF 10 mM, ortovanadato sédico 1
mM vy pirofosfato de sodio 5 mM) (Ezumi Y, Shindoh K, Tsuji M, y Takayama H Physical and Functional Association
of the Src Family Kinases Fyn and Lyn with the Collagen Receptor Glycoprotein VI-Fc Receptorg Chain Complex on
Human Platelets. J. Exp. Med. 1998; 188: 267-276). Los lisados se centrifugaron a 12.000 x g durante 5 minutos,
después de lo cual los sobrenadantes se disolvieron en tampén de muestra de Laemmeli (Laemmeli, 1970). Las
muestras que contenian 30y g de proteina se separaron en 8 % de SDS-PAGE; las proteinas se electrotransfirieron
a una membrana de nitrocelulosa mediante el método semi-seco (Amersham Biosciences). Las membranas se
bloquearon con TBST (Tris-base (10 mM, NaCl 100 mM y 0,01 % de Tween 20) que contenia 5 % de BSA durante la
noche a 4 °C, a continuacién, se sondaron con los siguientes anticuerpos primarios durante 2 horas: anti-p-
Tyr(PY20:4G10-1:1)(diluido a 1:10000 en TBST) o B-actina (1:5000). Las membranas se lavaron durante 30 minutos
y después se incubaron con IgG anti-ratén unida a peroxidasa de rabano (diluido a 1: 20.000 en TBST) e IgG anti-
conejo (1:5000) durante 1 horas. Las bandas inmunorreactivas se detectaron mediante quimioluminiscencia
utilizando el sistema de quimioluminiscencia potenciado con ECL (Inoue K, Ozaki Y, Satoh K, Wu Y, Yatomi Y, Shin
Y y Morita T Signal Transduction Pathways Mediated by Glycoproteinla/lla in Human Platelets: Comparison with
those of Glycoprotein VI. Biochem.l and Biophys. Res. Comm. 1999; 256: 114-120).

Inmunotransferencia (Fig. 9)

1) La activacion de las plaquetas por colageno contribuye al ensamblaje y la estabilizacion de diversos
complejos de sefializacion. Esto implica la fosforilacion de la tirosina de varias proteinas en las plaquetas.

2) El compuesto 6 atenud la fosforilacién de la tirosina de varias proteinas en las plaquetas estimuladas con
colageno de una manera dependiente de la concentracion.

Se pudo deducir que el compuesto 6 inhibia la fosforilacién de la tirosina de las proteinas de las plaquetas después
de la estimulacion con colageno.

Ensayo amidolitico de la actividad de la trombina (Fig. 5)

En experimentos anteriores, el compuesto 1 mostré un efecto inhibidor significativo sobre la actividad amidolitica de
la trombina a 300 yM y 1 mM después de 15 minutos de incubaciéon del sustrato. EI compuesto 7 atenud activamente
la escision proteolitica de un sustrato por la trombina en una forma dependiente de la concentracién. El compuesto
6, por el contrario, se mantuvo ineficaz y no exhibié ninguna accioén inhibidora de la trombina o dependencia de la
concentracion.

Se pudo deducir que el compuesto 1 y 7 no atenuaron de forma especifica la actividad amidolitica de trombina,
mientras que el compuesto 6 no exhibié nada de dicha propiedad inhibidora de la trombina no especifica.

Estudios en un modelo animal (modelos ex vivo € in vivo)

Los animales se obtuvieron del National Laboratory Animal Centre of Central Drug Research Institute, Lucknow.
Todos los experimentos con animales se sometieron a las directrices del Institutional Animal Ethical Committee
(IAEC) y se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices del Experimental Animal Care emitido por el Committee
for Purpose of Control and Supervision of Experiments on Animals (CPCSEA). Se alojo a los animales en jaulas de
polipropileno y se mantuvieron con pienso estandar y agua ad libitum y con un ciclo de 12 horas de luz/12 horas de
oscuridad a temperatura: 25+2 °C, humedad: 45-55 % y ventilacion: 10-12 intercambios/hora.

Tromboembolia pulmonar inducida por epinefrina colageno:

Para evaluar la eficacia antitrombdética de los compuestos, los ratones se dividieron en grupos tratados con vehiculo,
aspirina y compuestos, y en cada grupo se incluy6 a diez animales. La tromboembolia pulmonar se indujo mediante
la inyeccion de una mezcla de colageno (150 pg/ml) y adrenalina (50 pg/ml) en la vena de la cola para lograr dosis
finales de colageno (1,5 mg/kg) y adrenalina (0,5 mg/kg) para inducir la paralisis de las extremidades posteriores o la
muerte. Los resultados se han notificado como porcentaje de proteccidon, que representa proteccion contra el
colageno y la trombosis inducida por epinefrina y se expresa como:

Porcentaje de proteccion= (1-(Pensayo/Pcontror))x100

Pensayo — NUMero de animales paralizados/muertos en el grupo tratado con el compuesto de ensayo;
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Pcontrol — NUMero de animales paralizados/muertos en el grupo tratado con vehiculo.
Tromboembolia pulmonar inducida por epinefrina colageno (Fig. 1):

a) El compuesto 6 (30 uM/Kg) mostro una eficacia antitrombética notable (1 hora dosis por via oral), que se
mantuvo durante mas de 24 horas y, por lo tanto, pone de relieve su excelente biodisponibilidad.

b) El compuesto 6 exhibio eficacia antitrombotica significativa, incluso hasta 24 horas desde su administracion.
Aunque el compuesto 1 exhibia una eficacia casi similar a la del compuesto 6, pero solo hasta 12 horas
después de lo cual se hizo gradualmente ineficaz, mientras que el compuesto 7 mostré6 un potencial
antitrombatico relativamente mas débil durante el cual se mantuvo durante hasta 12 horas, después de lo cual
también disminuyo.

c) Los farmacos antiagregantes plaquetarios estandar, aspirina (170 uM/kg) y clopidogrel (70 uM/kg) fueron
eficaces solo hasta 5 horas, después de lo cual su efecto perece y también a una dosis muy alta suficiente
como para causar complicaciones hemorragicas.

Tiempo de sangrado

El tiempo de sangrado en ratones se evalué mediante el método de Dejana et al, (Dejana E, Callioni A, Quintana A,
Gaetano G. Bleeding time in laboratory animals. 1I-A comparison of different assay conditions in rats. Thromb Res.
1979; 15:191-7). Se realizd una incision en la cola a 2 mm de la punta y se empap6 con la sangre un papel de filtro y
se monitorizé a un intervalo de 10-15 segundos hasta que paro el sangrado. Se determiné que el tiempo transcurrido
desde la incision en la punta hasta que par6 el sangrado era el tiempo de sangrado. Los compuestos preferidos,
aspirina (30 mg/kg) o vehiculo, se administraron por via oral 60 minutos antes de la incision de la cola en un grupo
de 5 ratones cada uno.

Tiempo de sangrado en ratones (Fig. 2)

Se espera que un farmaco antitrombdético ideal mantenga el precario equilibrio entre la prevencion de la trombosis y
dejar la hemostasia lo suficientemente intacta para prevenir la hemorragia.

a) Se observo que el tiempo de sangrado estaba significativamente prolongado en los ratones tratados con
farmacos antiagregantes plaquetarios estandar, aspirina (170 uM/kg) y clopidogrel (30 uM/kg), a la dosis mas
eficaz para prevenir la trombosis.

b) Los compuestos 1, 6 y 7 (30 uM/kg, 1 hora dosis por via oral) exhibieron una ligera prolongacion del tiempo
de sangrado (aproximadamente 1,5 veces), que fue significativamente menor en comparacioén con los farmacos
antiagregantes plaquetarios estandar, aspirina y clopidogrel.

Se pudo deducir de la Fig. 2 que, a igual eficacia, el compuesto 6 es comparativamente mas seguro que los
farmacos estandar, aspirina y clopidogrel.

Trombosis inducida por FeCls en ratas:

Se anestesio a ratas SD con uretano (1,25 g/kg, i.p.). Cuidadosamente se diseccioné cuidadosamente la arteria
carétida y un Doppler Probe pulsado (DBF-120A-CPx, CBI-8000, Crystal Biotech, EE.UU.) se coloco alrededor de
ella para registrar la velocidad del flujo sanguineo y la permeabilidad de los vasos sanguineos. El FeCls indujo
trombosis de la arteria carétida del siguiente modo: un cuadrado (1x1 mm) de papel Whatman para cromatografia se
sumergio en solucion al 20 % de FeCls durante 5 minutos y se coloca en la arteria carétida como se ha descrito
anteriormente (Kurz KD, principal BW, Sandusky GE. Rat model of arterial thrombosis induced by ferric chloride.
Thromb Res 1990; 60(4):269-80). La trombosis se control6 como la reduccion del flujo sanguineo de la arteria
carétida. El momento en que la velocidad de flujo de la sangre se redujo a cero se registr6 como la oclusion total
(TTO) de la arteria carotida. Cuando la velocidad del flujo sanguineo no se ocluyé en 120 minutos, al tiempo hasta la
oclusién tromboatica se le asignoé un valor de> 120 minutos. (el cloruro férrico indujo trombosis (Fig. 7)).

Trombosis inducida por FeCls en ratas (Fig. 7a):
1. El compuesto 6 prolong6 significativamente el tiempo para ocluir la arteria carétida en ratas, mostrando de
este modo su notable potencial antitromboético, mientras que el compuesto 1 no pudo mostrar ningun tipo de

proteccion a la misma dosis Fig. 7a(i)).

2. El farmaco antiagregante plaquetario estandar, aspirina, incluso a una dosis muy alta, se mantuvo ineficaz en
la prolongacion del tiempo hasta la oclusion en el mismo

3. EI COMPUESTO 6 (10, 30 y 100 uM/kg) exhibié dependiente de la dosis del tiempo hasta la oclusion en
comparacion con las ratas normales con elevacion significativa a 30 y 100 pM/kg in en ratas (Fig. 7a (ii).
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Se pudo deducir el hecho de que el compuesto 1 es ineficaz, mientras que el compuesto 6 presenta una proteccion
significativa y, por lo tanto, mejor.

Modelo de derivacion arterio-venosa en ratas

Las ratas se agruparon en el grupo de control, de aspirina y del compuesto de ensayo, teniendo cada grupo seis
animales. Se anestesio a las ratas con uretano (1,25 g/kg). Se realizd una incisidon cervical y se expuso la arteria
carétida y su vena yugular contralateral para preparar una derivacion usando tubos de polietileno. Dos tubos de 7 cm
de polietileno siliconado (0,5/1,0 mm de diametro interior/exterior) estaban unidos a un tubo de silicona de 6 cm
central (1,0/1,5 mm, diametro interior/exterior) que contenia un hilo de seda de 5 cm (previamente pesado) y se
llenaron con solucion salina. El conjunto de derivacién se canulé entre la vena yugular y la arteria carétida
contralateral, y se dejé que la sangre circule a través de la derivacion. El flujo de sangre a través de la derivacion se
mantuvo durante 10 minutos, después, se retir6 la parte central de la derivacion y se saco el hilo de seda que tenia
un depdsito de trombo y se pesd. El trombo adherido/depositado sobre el hilo se calculo restando el peso humedo
del hilo de seda. Se administraron los farmacos estandar y los compuestos de ensayo 1 hora antes del
establecimiento de la derivacion arterio-venosa (Tohti |, Tursun M, Umar A, Turdi S, Imin H, Moore N. Aqueous
extracts of Ocimum basilicum L. (sweet basil) decrease platelet aggregation induced by ADP and thrombin in vitro
and rats arterio-venous shunt thrombosis in vivo. Thrombosis Res. 2006; 118: 733-739).

Modelo de derivacion arterio-venosa en ratas (Fig. 6a)

Los compuestos 6 y 7 fueron casi igual de eficaces en la reduccion significativa del peso del trombo y su eficacia fue
comparable con las de los farmacos antiagregantes plaquetarios estandar, aspirina y clopidogrel, en ratas.

Se pudo deducir que la eficacia antitrombética tanto del compuesto 6 como 7 es idéntica.
Modelo de hamster hiperlipidémico

En este estudio se utilizd un hamster sirio dorado (100-120 g) obtenido del National Laboratory Animal Centre of
Central Drug Research Institute, Lucknow. Todos los procedimientos que implican hamsteres estaban sujetos a las
directrices del Institutional Animal Ethical Committee (IAEC). Se alojé a los animales en jaulas de polipropileno y se
mantuvieron con pienso estandar y agua ad libitum y con un ciclo de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad a
temperatura: 25+2 °C, humedad del 45-55 % y ventilacion: 10-12 intercambio/hora. Los animales se dividieron al
azar en uno de dos grupos, alimentados con pienso normal (proteina 186,2 g/kg, 62,5 g de grasa/kg, 45,3 g/kg de
fibra, 537,7 g/kg de extracto sin nitrégeno, vitaminas, minerales) y pienso HCHF alimentado (dieta con pienso
suplementada con 3 % de colesterol y 15 % de grasa saturada) durante tres meses (n = 16). Estos grupos se
dividieron de nuevo en los que recibieron aspirina (30 uM) o vehiculo (en suspension de goma arabiga) o uno de los
compuestos preferidos (Ejemplo 1 o Ejemplo 15) (30 uM/Kg). Después del periodo de alimentacion de doce
semanas, se mantuvo a los animales en ayunas durante 14 horas antes del sacrificio (Cheema SK, Cornualles ML.,
Bio F1B hamster: a unique animal model with reduced lipoprotein lipase activity to investigate nutrient mediated
regulation of lipoprotein metabolism. Nutrition & Metabolism 2007, 4:27). Se anestesié a los hamsteres mediante
aspiracion de éter anestésico, se realizé una puncion en el corazon y se obtuvieron muestras de sangre en ayunas y
se introdujeron en tubos que contenian 2,5 % de citrato trisédico. Se utilizé una cierta cantidad de sangre entera
para los estudios de agregacion y la sangre entera restante se centrifugd a 180 g durante diez minutos para la
separacion del plasma rico en plaquetas (PRP). Al plasma rico en plaquetas (PRP) se afiadié 10 % de ACD (acido
citrico 39 mM, citrato trisddico 75 mM, D-glucosa 135 mM pH 4,5) y se centrifugd a 800 g durante 10 minutos para
obtener sedimento de plaquetas y plasma pobre en plaquetas (PPP). Se utiliz6 plasma pobre en plaquetas para los
estudios de coagulacion, y las plaquetas s utilizaron para evaluar la adhesion sobre la superficie recubierta de
colageno.

Adhesion plaquetaria sobre superficie recubierta de colageno (hamsteres hiperlipidémicos)

La adhesion plaquetaria al colageno se midié en placas de 96 pocillos de microtitulacion de poliestireno. Las placas
de microtitulacion se recubrieron con colageno de tipo | fibrilar nativo de tendén equino insoluble (ChronoLog Corp.
Havertown, EE.UU.), 2 ug/pocillo en acido acético 5 mM (Tandon NN, Ockenhouse CF, Greco NJ, Jamieson GA.
Adhesive functions of platelet lacking GPIV (CD36). Blood 1991; 78: 2809-13) durante la noche a 4 °C. Los sitios de
union a la proteina no ocupados en los pocillos se bloquearon con 0,5 % de BSA en tampdn de Tyrode-HEPES
(NaCl 136,7 mM, NaHCO3 13,8 mM, NaH»PO4.H,0 0,36 mM, KCI 2,6 mM, MgCl».6H;0 1,0 mM, glucosa 5,5 mM, pH
7,4) a temperatura ambiente durante 1 hora, y después se aclaré una vez con PBS. Las plaquetas lavadas se
suspendieron en el tampon de Tyrode-HEPES vy se afiadieron a los pocillos (2x10” células/pocillo) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Después de tres lavados con PBS, se evalud colorimétricamente el nimero de plaquetas
adherentes (Bellavite P., Andrioli G., Gizzo P., Arigliano P., Chirumbolo S., Manzato F., Santonastaso C.A
colorimetric method for the measurement of platelet adhesion in microtiter plates. Anal. Biochem. 1994; 216:444-
450). Brevemente, se afiadieron 150 ul de un tampon de citrato 0,1 M (pH 5,4), que contenia fosfato de p-nitrofenilo
5 mM dey 0,1 % de Triton X-100 a los pocillos después del lavado. Después de incubacion durante 30 minutos a 25
°C en ausencia de luz ambiental, el color se desarroll6 mediante la adicion de 100 pl de NaOH 2 N y la absorbancia
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a 405 nm se leyd usando un lector de microplacas (Powerware XS, Biotek, EE.UU.).

Adhesion plaquetaria sobre la superficie recubierta por colageno (modelo de hamster hiperlipidémico, ex vivo) (Fig. 4
c)

1) El farmaco antiagregante plaquetario estandar aspirina no mostré ninguna alteracion en la adhesion
plaquetaria, mientras que el clopidogrel mostré una reduccion significativa en la adhesién plaquetaria sobre la
superficie recubierta de colageno.

2) El compuesto 6 pero no 7 exhibié una inhibicion significativa de la adhesion plaquetaria sobre la superficie de
colageno en el modelo de hamster hiperlipidémico de aterosclerosis, con un perfil de eficacia mejor que la
aspirina.

3) Ademas, el compuesto 6 exhibié una inhibicién dependiente de la dosis de la adhesion plaquetaria sobre la
superficie recubierta de colageno.

Se pudo deducir que el compuesto 6 presenta una atenuacion significativa de la adhesion plaquetaria sobre la
superficie de colageno, en contraste con el compuesto 7, que no exhibe ningun efecto sobre la misma.

Agregacion de sangre entera

Se llevaron a cabo estudios de agregacion de sangre entera en un agregémetro de canal doble (560 Ca, 230 VAC,
Chrono-log Corp, EE.UU.) utilizando el método de la impedancia (/vandic et al, 2006). La sangre entera citrada
(450pl1) se mezcld por inversion suave después se diluyd con solucion salina fisiologica (0,9 % de NaCl, 450 pl) y
cloruro de calcio (10 pl, 1,0 % en p/v), se incubaron a (37 °C) hasta el momento de uso. La respuesta de agregacion
se tomo después de la adicion de inductores en las siguientes concentraciones finales: ADP 10 pM; 1 U/ml de
trombina, 2,5 pg/ml de colageno, con agitacion. Después de la adicion inductores, la impedancia se midié durante un
intervalo de tiempo de 6 minutos. La agregacion plaquetaria se midié mediante el calculo de la impedancia (Ohms).
El porcentaje de agregacion se calculd por el método convencional como se ha descrito anteriormente (Torres
Duarte AP, Dong QS, Young J, Abi-Younes S, Myers AK. Inhibition of platelet aggregation in whole blood by alcohol.
Thromb Res 1995; 78 (2):107-15, Kumari R, Singh MP, Seth P, Dikshit M. Inhibition of platelet aggregation by a
protein factor present in rat peripheral polymorphonuclear leukocyte supernatant. Thromb Res 1998; 91 (2): 75-82).

Agregacion de sangre entera en hamsteres hiperlipidémico (ex vivo) (Fig. 3c)

1) Se encontrdé que la agregacion plaquetaria maxima media en respuesta a ADP, colageno y trombina estaba
aumentada de manera significativa en hamsteres alimentados con dieta rica en grasas y rica en colesterol en
comparacioén con los alimentados con pienso normal.

2) Los hamsteres alimentados con HCHF tratados con aspirina (100 uM/kg) mostraron agregacion plaquetaria
reducida en respuesta al colageno, pero no en los efectos mediados por ADP y trombina.

3) El tratamiento con clopidogrel (30 uM/kg) también inhibié la agregacion plaquetaria inducida por ADP y
colageno, pero no las respuestas de las plaquetas mediadas por trombina.

4) La invencion (Ejemplo 6) inhibié significativamente la agregacion plaquetaria inducida por colageno en el
grupo rico en gasas en funcion de la dosis, mientras que el Ejemplo 7 fue incapaz de hacerlo. Asimismo, la
activacion inducida por ADP y trombina permanecieron sin obstaculizar.

Se pudo deducir que el compuesto 6 es mejor que el compuesto 7 en la atenuacion de la agregacion plaquetaria
estimulada por colageno en hamsteres hiperlipidémicos.

Trombosis inducida por FeCls en hamsteres hiperlipidémicos

Se anestesid a hamsteres tratados con HCHF con uretano (1,25 g/kg, i.p.). Cuidadosamente se disecciond
cuidadosamente la arteria carétida y un Doppler Probe pulsado (DBF-120A-CPx, CBI-8000, Crystal Biotech, EE.UU.)
se coloco alrededor de ella para registrar la velocidad del flujo sanguineo y la permeabilidad de los vasos
sanguineos. El FeCls indujo trombosis de la arteria carétida del siguiente modo: un cuadrado (1x1 mm) de papel
Whatman para cromatografia se sumergi6 en solucion al 30% de FeCls durante 5 minutos y se coloca en la arteria
carétida como se ha descrito anteriormente (Kurz KD, principal BW, Sandusky GE. Rat model of arterial thrombosis
induced by ferric chloride. Thromb Res 1990; 60(4):269-80). La trombosis se controlé6 como la reduccion del flujo
sanguineo de la arteria carétida. EIl momento en que la velocidad de flujo de la sangre se redujo a cero se registré
como la oclusion total del vaso.

b) Trombosis inducida por FeCls en hamsteres hiperlipidémicos (Fig. 7b):

1) El tratamiento con una dieta rica en grasas redujo el tiempo hasta la oclusion de la arteria carétida, de modo
que se mostro la incidencia de un estado pro-trombético durante la hiperlipidemia en hamsteres.
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2) Los farmacos antitromboticos estandar aspirina y clopidogrel prolongaron significativamente el tiempo hasta
la oclusion (TTO) en hamsteres.

3) El compuesto 6 aumenté significativamente el tiempo hasta la oclusion en hamsteres, de modo que se
confirma su eficacia antitrombotica sustancial en un modelo de enfermedad, mientras que el compuesto 1 y el
compuesto 7 se mantuvo ineficaz y, por lo tanto, no mostré ninguna caracteristica antitrombadtica en el mismo.

Se pudo deducir el hecho de que los compuestos 1 y 7 eran ineficaces, mientras que el compuesto 6 prolongd
significativamente el tiempo hasta la oclusion y, por tanto, es mejor que los dos.

Modelo de derivacion arterio-venosa en hamsteres hiperlipidémicos (Fig. 6b):

1) El tratamiento con una dieta rica en grasas aumento significativamente el peso del trombo, mostrando de este
modo un estado protrombético inducido por una dieta hiperlipidémica que imita al estado clinico.

2) Los farmacos antitrombdéticos estandar aspirina y clopidogrel redujeron significativamente el peso del trombo
formado.

3) El compuesto 6 aumentd significativamente el peso del trombo, incluso a una dosis muy baja (10uM/kg) y fue
casi equivalente a los de los farmacos estandar.

4) Se pudo deducir como que el compuesto 6 reducia significativamente el peso del trombo incluso a 10 uM/kg y
es mejor.

Datos de farmacocinética (Fig. 10)

Se generaron parametros farmacocinéticos in vivo en conejos macho NZ a una dosis de 20 mg/kg por via de
administracion oral. Las muestras de sangre se extrajeron 0,25 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18 y 24 horas
después de la dosis, se procesaron y analizaron mediante cromatografia de liquidos-espectrometria de masas (CL-
EM). La concentracion plasmatica a diferentes puntos de tiempo se representd para dar el perfil de concentracion
plasmatica-tiempo y los datos se ajustaron de forma no compartimental usando software Win Nonlin, version 5.1, y
las estimaciones de los parametros farmacocinéticos se obtuvieron con valores medios de SD. La concentracién
plasmatica maxima (Cmax), el tiempo hasta alcanzar la concentracion plasmatica maxima (tmax), €l area bajo la curva
(AUC) y el tiempo medio de residencia (TMR) del compuesto 1, el compuesto 6 y el compuesto 7 se dan en la Tabla
1.

Tabla 1: representa las estimaciones de los parametros farmacocinéticos de 6 y 7 en conejos NZ machos en una
dosis de 20 mg/kg de peso corporal.

Parametros farmacocinéticos

Compuesto 1(a) Mezcla 1:1de 6y 7

Compuesto 6

Compuesto 7

Cmax (ng/ml)

947,02 + 237,4

149,49 £+ 53,12

112,40 £ 10,25

venosa en hamsteres
hiperlipidémicos

incluso a 10 uM

Tmax (h) 0,68 £ 0,29 0,75+ 0,144 8,67 + 0,66
AUC (ng.h/ml) 6524,15 + 1502,7 874,8 +232,01 | 1112,81 + 169,77
TMR (h) 16,20 £ 1,46 525+1,75 16,20 £ 1,46
Resumen de los ensayos biolégicos
Tabla 2: Resumen de los ensayos bioldgicos
Sistemas del ensayo Mezcla 1:1 Compuesto 6 Compuesto Conclusién
deby7 7
Trombosis inducida por Hasta 18 > 24 horas <12 horas Compuesto 6 mas activo, el
colageno-epinefrina en ratones | horas efecto es duradero
Tiempo de sangrado en ratones | 2 veces 1,5 veces 1,5 veces A igual eficacia, el
compuesto 6 es mas seguro
Modelo de derivacion arterio- Protector Protector Protector Actividad similar
venosa en ratas
Modelo de derivacion arterio- Protector El compuesto 6 es mejor

Trombosis inducida por cloruro No protector | Protector El compuesto 6 es mejor
férrico
Trombosis inducida por cloruro No protector | Protector No protector | El compuesto 6 es mejor

férrico en hamsteres
hiperlipidémicos
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Sistemas del ensayo Mezcla 1:1 Compuesto 6 Compuesto Conclusién
deby7 7
Estudios de agregacion ~ 10 uM ~ 10 uM >10 uM El compuesto 6 es mejor que
plaquetaria inducida por el compuesto 7
colageno (humano) CI50
Estudios de agregacion > 100 uM > 500 uM > 500 uM Ambos compuestos, 6y 7,
plaquetaria inducida por TRAP son mas especificos que la
(humano) CI50 mezcla
Adhesion plaquetaria Eficaz (100 | Eficaz (30 y 100 | Eficaz (100 El compuesto 6 es mejor
pM) pM) pM)
Agregacion de sangre entera Eficaz Eficaz Sin efectos El compuesto 6 es mejor que
en hamsteres hiperlipidémicos el compuesto 7
Adhesioén plaquetaria en Eficaz Eficaz Sin efectos El compuesto 6 es mejor que
hamsteres hiperlipidémicos el compuesto 7
Ventajas:

1. Los compuestos de la presente invencion actian como inhibidores de la activacion plaquetaria y la adhesion
plaquetarias inducidas por colageno

2. La ofra ventaja es evitar cualquier racemizacion en el centro a-carboxilico, durante la N-alquilacién, se
reivindica que el reactivo LIHMDS a bajas temperaturas proporciona N-p-metil-fenilmetilpiroglutamato de metilo
con una pureza quiral buena

3. Otra ventaja es evitar cualquier racemizacion en el centro a-carboxilico

4. Los compuestos de la presente invencién mostraron una absorcion rapida con valores de Cmax eficaces

5. Los compuestos de la presente invencion mostraron niveles 6ptimos de solubilidad

6. Los compuestos de la presente invencion mostraron niveles plasmaticos bajos

7. Los compuestos de la presente invencién mostraron acumulacion periférica baja

8. Los compuestos de la presente invencion mostraron niveles bajos de toxicidad
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REIVINDICACIONES

1. Compuestos diastereoméricos puros de férmulas 6 y 7 que tienen la férmula general 1-(4-metilfenilmetil)-5-oxo-{N-
[(3-t-butoxicarbonil-aminometil)]-piperidin-1-il}-pirrolidin-2-carboxamidas.

2. Los compuestos de acuerdo con la reivindicacién 1, en los que los compuestos son Utiles para la prevencion de la
trombosis, la adhesion y la agregacion plaquetaria.

3. Los compuestos de acuerdo con la reivindicacion 1, en los que se usan los compuestos de las féormulas 6y 7, de
forma individual o mezclados, para la prevencion de la trombosis, la adhesién y agregacion plaquetarias y utiles en
diversas patologias cardiovasculares como compuesto antiagregante plaquetario.

4. Los compuestos de acuerdo con la reivindicacioén 1, en los que los compuestos son utiles para el tratamiento del
sindrome coronario (SCA), tal como infarto de miocardio (IM) con elevacién del segmento ST, IM sin elevacién del
segmento ST, angina inestable, accidente cerebrovascular trombético y, en pacientes de angioplastia, para prevenir
la activacion y adhesion plaquetarias.

5. Los compuestos de acuerdo con la reivindicacién 1, en los que el compuesto de férmula 6 es mas activo con
efecto de larga duracion cuando se compara con los farmacos estandar aspirina y clopidogrel, asi como los
compuestos 1 y 7 en la tromboembolia pulmonar inducida por colageno-epinefrina en ratones, en los que el
compuesto 1 es una mezcla diastereomérica de los compuestos 6 y 7 en una relacion de 1: 1.

6. Los compuestos de acuerdo con la reivindicacién 1, en los que los compuestos 1, 6 y 7 (30 pM/kg, 1 h de
dosificacion por via oral) mostraron una prolongacion del tiempo de sangrado, que fue significativamente menor en
comparacion con los farmacos antiagregantes plaquetarios estandar, aspirina y clopidogrel y en los que el
compuesto 1 es una mezcla diastereomérica de los compuestos 6 y 7 en una relacion de 1:1.

7. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que los compuestos 1, 6 y 7 son activos frente a la
agregacion inducida por colageno in vitro en plasma humano rico en plaguetas, mientras que no tienen ningun efecto
sobre la agregacion plaquetaria inducida por ADP y los compuestos 6 y 7 son mas especificos que el compuesto 1,
que muestra una eficacia moderada contra la agregacion plaquetaria inducida por el mimético de la trombina,
SFLLRN (TRAP), en el que el compuesto 1 es una mezcla diastereomérica de los compuestos 6 y 7 en una relacion
de 1:1.

8. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el compuesto 6 es mejor que el compuesto 7 en la
atenuacion de la agregacion plaquetaria estimulada por colageno en hamsteres hiperlipidémicos.

9. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el compuesto 6 muestra reduccion dependiente de la
dosis en la adhesion plaquetaria sobre la matriz de colageno y comparativamente mejor que la aspirina.

10. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el compuesto 6 es mejor que el compuesto 7 en la
inhibicion de la adhesion plaquetaria sobre superficie recubierta por colageno en el ensayo de adhesion plaquetaria
mediada por o231 y GPVI en colageno (ser humano, in vitro).

11. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el compuesto 6 presenta una atenuacion significativa
de la adhesion plaquetaria sobre la superficie de colageno, en contraste con el compuesto 7, que no muestra ningun
efecto sobre la misma.

12. ElI compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que los compuestos 1 y 7 atenuaron de forma no
especifica la actividad amidolitica de la trombina, mientras que el compuesto 6 no mostré nada de dicha propiedad
inhibidora de la trombina no especifica, en el que el compuesto 1 es una mezcla diastereomérica de los compuestos
6y 7 en una relacion de 1:1.
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13. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el compuesto 6 reduce significativamente el peso del
trombo incluso a 10 pM/kg.

14. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el compuesto 6 prolongé significativamente el tiempo
hasta la oclusién de la arteria carétida en ratas, mostrando de este modo su notable potencial antitrombético,
mientras que el compuesto 1 no pudo mostrar ningun tipo de proteccion a la misma dosis, en el que el compuesto 1
es una mezcla diastereomérica de los compuestos 6 y 7 en una relacion de 1:1.

15. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el compuesto 6 aumento significativamente el tiempo
hasta la oclusién en hamsteres, confirmando de este modo su eficacia antitromboética sustancial en un modelo de
enfermedad, mientras que el compuesto 1 y el compuesto 7 permanecieron ineficaces y, por lo tanto, no mostraron
caracteristica antitrombodtica en el mismo, en el que el compuesto 1 es una mezcla diastereomérica de los
compuestos 6 y 7 en una relacion de 1:1.

16. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el compuesto 6 muestra una absorcién mas rapida y
exposicion sistémica prolongada durante mas de 24 h {Cnax (149,49 + 53,12), tmax 0,75 = 0,144 h} y mayor
solubilidad en agua (416,41 + 62,35 pg/ml) en comparacion con el compuesto 7 {Cmax (112,81 £ 169,77, tnax 8,67 %
0,66)} y solubilidad en agua (71,75 + 13,45 pg/ml); en el que el compuesto 1 muestra comparativamente una
absorcion rapida que conduce a una Cnax de 947,02 + 237,4 ng/ml, en el que el compuesto 1 es una mezcla
diastereomérica de los compuestos 6 y 7 en una relacion de 1:1.

17. Un proceso para la preparacion del compuesto 6 y del compuesto 7, en el que las etapas del proceso
comprenden:

a) hacer reaccionar piroglutamato de metilo con bencil bromuro de p-metilo en un disolvente aproético en
presencia de LIHMDS a una temperatura que varia entre 0 a 35 °C durante un periodo que varia entre 1 a 4 h,
inactivar la mezcla de reacciéon con HCI y obtener el compuesto de férmula 2,

o 0
o) © N
?11 QCH;3
OCH;,
Piroglutamato de metilo
2

b) hacer reaccionar el compuesto de férmula 2 con carbonato sédico a una temperatura que varia entre 0 °C a
30 °C durante un periodo que varia entre 0,5 a 4 h para obtener acido 2S)-N-(p-metilfenilmetil)piroglutamico de

féormula 3
0
© N

OH

3

c) hacer reaccionar el compuesto de féormula 3 con el compuesto de formula 4 [(3R)-N-(t-butoxicarbonil)-3-
aminometil-piperidina] o 5 [(3S)-N-(t-butoxicarbonil)-3-aminometil-piperidina] en un disolvente aprotico
seleccionado de un grupo que consiste en diclorometano, tetrahidrofurano, dioxano en presencia de un reactivo
de acoplamiento seleccionado del grupo que consiste en diciclohexilcarbodiimida, hexafluorofosfato de
benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidino-fosfonio, o un agente de activacién 1-hidroxi benzotriazol o cloroformiato de
isobutilo a una temperatura que varia entre -20 °C a + 30 °C durante un periodo que varia de 1 a 3 h seguido de
purificacion usando cromatografia para producir el compuesto de férmula 6 o 7 respectivamente.

18. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 17, en el que el compuesto de férmula 3 se hace reaccionar con
cloruro de oxalilo a 0 °C para obtener el cloruro de acido seguido de reaccion con el compuesto de formula 4 o 5 en
presencia de trietilamina en diclorometano para obtener el compuesto de férmula 6 o 7 respectivamente.

19. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 17, en el que el compuesto de formula 3 se hace reaccionar con el
compuesto de férmula 4 o 5 en presencia de un reactivo de acoplamiento diciclohexilcarbodiimida y 1-hidroxi
benzotriazol en diclorometano a una temperatura que varia entre -5 °C a 0 °C durante un periodo que varia entre 2 h
a 3 h para obtener el compuesto de férmula 6 o 7 respectivamente.
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20. El proceso de acuerdo con la reivindicaciéon 17, en el que el compuesto de férmula 3 se hace reaccionar con el
compuesto de formula 4 o 5 en presencia de diisopropil etilamina, y hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-
pirrolidino-fosfonio, en diclorometano a una temperatura que varia entre -5 °C a 0 °C durante un periodo que varia
entre 2 h a 3 h seguido de agitacion a una temperatura que varia entre 0 °C a 25 °C para obtener el compuesto de
férmula 6 o 7 respectivamente.

21. El proceso de acuerdo con la reivindicaciéon 17, en el que el compuesto de férmula 3 se hace reaccionar con el
compuesto de férmula 4 o 5 en presencia de trietil amina, y cloroformiato de isobutilo, en THF a -20 °C, durante un
periodo que varia entre 1 h a 2 h seguido de agitacion a una temperatura que varia entre 0 a 25 °C para obtener el
compuesto de formula 6 o 7.

22. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 17, en el que la purificacion del compuesto 6 y 7 se realiza por
cristalizacion usando los disolventes seleccionados de un grupo que consiste en pentano, hexano, ciclohexano,
tolueno, acetato de etilo.

23. Una composicion farmacéutica para el tratamiento de enfermedad cardiovascular que comprende el compuesto
de férmula 6 o 7 con aditivos y excipientes farmacéuticamente aceptables.

24. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 23, en la que los aditivos farmacéuticamente aceptables se

seleccionan de un grupo que consiste en DMSO, goma arabiga o CMC, beta ciclodextrina, o cualquier otro
excipiente farmacéuticamente aceptable.
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—a— Aspirina (170uM/kg)
—w— Clopidegrel (70uM/kg)
—a— Compuesto 1 (30uM/kg)

70+ —e— Compuesto 6 (30uM/kg)

c - 1 > Compuesto 7 {30uM/kg)

N

% 501 I

& 40 \ \{

Q

o ¥ '/ I\\'

©

£ 20+ :

[<}]

2 10-

<)

o 0 4 3 —

0h 0,5h ih. 2h 3h 5h 12h 18h 24h !
Tiempo (h) | Aspirina Clopidogrel |Compuesto 1 {Compuesto 6 |Compuesto 7
(170um/kg) | (70uM/kg) | (30uM/kg) (30pM/kg) {30uM/kg)

. PORCENTAJE DE PROTECCION
0 00 0+0 0+0 0£0 0+0
0,5 200 300 20+0 300 200
1 40+0 60+0 60+0 6010 50+0
2 4010 5545 5515 57,5x0 50+0
3 3545 50+0 600 57,540 50+0
5 200 3545 555 54,212,5 50+0
12 00 2040 55+5 55+2,8 40+2,5
18 010 00 27,5+2,5 48,214,146 30+0
24 00 0+0 0+0 4015,8 00
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Tiempo de sangrado (en min)
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—®— Aspirina (170,M/kg)

--+— Clopidogre! (70uM/kg)

—e+— Compuesto 1 (30uMrkg)
—e— Compuesto 6 (30uM/kg)
—a— Compuesto 7 (30uM/kg)

Tiempo | Aspirina Clopidogrel Compuesto 1 (Compuesto 6 Compuesto 7
(h) (170uM/kg) | (70pM/kg) (30uM/kg) | (30uM/kg) (30uM/kg)
TIEMPO DE SANGRADO (en minutos)

0 0+0 00 0+0 010 0+0

0,5 9,3:0,3 9,3+0,3 3,67+0,3 3,67+0,3 3,67+0,3

1 9+0 9,5+0,4 6,62+0,24 6,4310,3 6,4+0,28

8 7,6740,3 90,12 6,30,21 5,67+0,3 6,67+0,3

12 6,67+0,3 820,3 5,540,22 - 5,3:0,3 5,67+0,3

24 5,6710,3 3,670,3 540,26 43103 4,67+0,3

Fig2

26




ES 2610556 T3

[ Compuesto 6

27

¥ 120] Compuesto 7

=

io W
-§ 100 -

=

=

£

()

°

()

E

c

)

2

[+]

o .

0- 3uM 10uM 30:M 100uM
Colageno (2pgiml) ———
Agregacion plaquetaria
inducida por colageno
Canc. (uM}) PORCENTAJE DE INHIBICION
Compuesto 6 Compuesto 7

3 15,4416,1 15,5£7,14
10 48,83£3,76 30,1%9,5

30 72,216,7 73,949,9

100 91,2+3,13 95+3,2

Fig 3a(i)
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100 - [ compuesto 6
.S [ Compuesto 7
‘c 80+
2
=
£ 604
@

-
o
'§ 40 -
c
@
o
5 20-
n- -
0- 300kM  500xM 30.M  T00uM  300uM
Convulxina(15ng/ml) Ristocetina (1,5mg/ml)
Agregacion plaquetaria inducida por
convulxina
Conc. (UWM) |PORCENTAJE DE INHIBICION
Compuesto 6 Compuesto 7
300 19,17+5,83 14,15%5,85
500 15,005+3,33 10,56%7,22
Agregacion plaquetaria inducida por
‘ ristocetina
Conc. (uM) | PORCENTAJE DE INHIBICION
Compuesto 6 Compuesto 7
30 9,3+4,4 23,2849,58
100 13,719,58 18,5+0,96
300 30,96+7,67 23,327,667
Fig 3 a (ii)
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c}

1°°'| Compuesto 6

Bl Compuesto 7
S 80
L
o
.'E 60 4
3 .
o 404
)
@
S 20-
o
o
0- 100.M

100uM  300:M  500p:M 00xM  500uM
~—ADP(10uM)— =——TRAP(25uM)—

Agregacion plaquetaria inducida por ADP

Conc. (M) PORCENTAJE DE INHIBICION
Compuesto 6 Compuesto 7

100 25,6715.36449 - 18,333+7,7

300 2247 27,3+4

500 | 21+4 17+0

Agregacion plaquetaria inducida por TRAP

Conc. (UM) PORCENTAJE DE INHIBICION
Compuesto 6 Compuesto 7
100 7,65%5,93205 13,15+2,65283
300 16,15%2,6056 8,85+2,90215
500 i0,52513,55583 37,57542,58791
Fig 3a{iii)
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Control

@l Compuesto 6 (10pM/kg)
ZZ compuesto 6 (30uM/kg)
[EEl Compuesto 6 (100uM/kg)
B8 Compuesto 6 (300aM/kg)

ADP(10uM)

Dosis del Colageno ADP Trombina
compuesto 6
(MM/kg)
PORCENTAJE DE AGREGACION

0 | 42,9145,8 3526 47,5+£2,5
10 43,75%1,25 43,75%3,75
30 32,5+0,72169 37,5%6,25
100 51,5 30+5 45,625%4,375
300 3,125+0,76 28,125+3,125 45+1,25

Fig 3b
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[ HeHF+Aspirina (30uMG)

W HCHF+Clopidogrel(30Mkg)
HCHF+Compuesto 6 (30uMWkg)
B HCHF+Compuesto 7 (30uMkg)

i)

ADP Colageno Trombina
PORCENTAJE DE INHIBICION
HCHF+Aspirina 15,74+2.4 2,4%2 0,33:0,2
HCHF+CLO PIDOGREL | 35+7,6 23,1+7,8 29,6349,2
HCHF+Compuesto 6 | 5,6+2,7 34,416,9 11,425,6
HCHF+Compuesto 7 4,4+4.4 21,5+4.9 3,14+1,8

Fig 3 c(i)
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] HCHF+Compuesto 6(10.Mkg)
@l HCHF+Compuesto 6(30uMWkg)
HCHF+Compuesto 6(100uMWkg)
B2 HCHF+Aspirina(100uMkg)

ADP Colageno Trombina
PORCENTAJE DE INHIBICION
HCHF+Compuesto 6 10,2+8,0 1916,1 10+7,5
{(10uM/kg)
HCHF+Compuesto 6 | 6,8+7,2 39,048 16,016,3
(30uM/kg) -
HCHF+Compuesto 6 16,8+0,8 51,2+¢8,4 10,0+7,0
(100uM/kg}
HCHF+Aspririna 245+ 88 39,6+ 7 4128
(100uM/kg)
Fig 3clii)
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a) 100 -

b) .
1 100+
< = 3 1o
:g 80+ 100,M .S 3l 30M
8 . il 1004M
= a
£ 80 Z &
8 £ 7]
[
2 o 40{
3 o
: g
o 3
SNP o o
Compuesto 6 Compuesto 7 Compuesto 6 Compuesto 7
Conc Compuesto | Compuesto 7 | SNP Conc Compuesto Compuesto | SVP (30 1 M)
(uM/k | 6 (30 1 M) (uWkeg |6 7
g) )
PORCENTAJE DE INHIBICION EN PORCENTAJE DE INHIBICION EN
LA ADHESION PLAQUETARIA (%) - LA ADHESION PLAQUETARIA (%)
0uM | 22,55%7,5 | 5,63+1,83 | 3L.5%7 OaW  [15,150,7 1565252 [3L5%7

30uM | 22,007%0, | 21,34%4,0

30uM 35,73%2,0 | 13,243 6

3

W0uM | 27,8%L,7 | 33,02%4,5
1002 M | 40,5£0,53 | 25,26+2,4 “ 1550 ' '

Fig 4a(i) Fig 4a(ii)
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Recubierto con BSA Plaquetas sin tratar sobre colageno »

Sin recubrir

2

.+ {:' ' Compuesto 6 {TOIHMﬂzg] A Compuesto 6 (30uM/kg)
Plaquetas sin tratar sobre colageno» . - o . ‘ .

Compuesto 6 [100pM/kg) Aspiri [ Clopidogrel - 100 pM/kg

Cone. PORCENTAJE DE INHIBICION EN LA ADHESION
(LM PLAQUETARIA (%)
Compuesto 6 Aspirina Clopidogrel

10 10, 44 %6, 127

30 33,8113, 54

100 55,71+£3,5 2,52 71,72%5
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a
) 70+ HCHF+Compuesto 6 (30;M/kg)
Bl HCHF+Compuesto 7 (30uM/kg)
601 BB HCHF+Aspirna(30u/kg)

HCHF+Clopidogrel{30uM/kg)

Porcentaje de inhibicion
g

20 -

10 1

0+ e sxIEER
Aspirina Clopidogrel Compuesto 7 |Compuesto 6
(30uM/kg) | (30puM/kg) (30uM/kg) (30puM/kg)

PORCENTAJE DE INHIBICION EN LA ADHESION PLAQUETARIA

0,83+0,05
3 63+4 0,7+0,06 13347,5

Fig 4c(i)
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Porcentaje de inhibicién
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1 Compuesto 6 {10uMfkg)
Compuesto 6 {30uM/kg)
Compuesto 6 (100pM/kg)
28 Aspirina 100uMkg

E=} Clopidogrel 100.Mkg

i

A

Aspirina
(100uM/kg)

Compuesto 6
(10uM/kg)

Compuesto 6
(30uM/kg)

Compuesto 6
(100pM/ke)

Clopidogrel
{100uM/kg)

PORCENTAJE DE INHIBICION EN LA ADHESION PLAQUETARIA

0,7+0,06

1,83%0,076 "

132,7144,3

40,5+3,7

66,413,836

Fig 4c(ii)
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Porcentaje de inhibicién

754

*

504

254 o

A

T

Compuesto 1
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Compuesto 6

*

UMM

Compuesto 7

T 10ug/mi
B 30pg/mi
100pg/m

Concentracion

Compuesto 1

Compuesto 6

Compuesto 7

Porcentaje de inhibic

ion

100pM

23,5:7,8 7.3+ 4,0 12,74 10,3
300uM 35,148 15,7+ 5,2 25,7+ 4
ImM 5316 16,7% 5,2 423575
Fig 5
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223 Vehiculo

oo Aspirina (170uMkg)
&= Clopidagre{ 50uMkg)
a) 2238 Compuesto 7 ' (30uMkg)
60 £S89 Compuesto 6 (30uMkg)

2

=1

E a0-

=]

Q2

£ Paid

=

S 204

Q

©

o e

b 2

o 0 —
v Aspirina Clopidogrel Compuesto 7 |Compuesto 6

(170uM/kg) (S0uM/kg) (30uM/kg) (30uM/kg)
PESO DEL TROMBO (mg/kg)

51,21 . :
3,799 | 25,371,647 [23,87+1,342 | 35,55%2,493 | 31,21# 3,602

Fig 6a(i)
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Vehiculo
=3 Aspirina (170uM/kg)

E3 Clopidogrel(50uM/kg)

604 IO Compuesto 6 (3uMikg)
. Compuesto 6 {(10uM/kg)
_ Compuesto 6 (30uMIkE)
g) ED Compuesto 6 (100uM/kg)
— N
g 407
o}
£
° 20
| %
[ -
ok R ) NI P74 RSN HH
Vehiculo |Aspirina | Clopidogrel |Compuesto 6 |Compuesto 6 |Compuesto 6 |Compuesto 6
(3 uM/kg) (10 1 M/kg) (30 2 M/kg) (100 u M/kg)
(1701 | (50 1z M/kg)
M/kg)
PESO DEL TROMBO (mg/kg)
51,21%3, | 25,37 |[23,87+
8| 1,6 1,3 39,51 1,5 | 31,19 =1,5 31,21 £3,6| 30,46* 3,9
Fig 6alii)
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Trombo (p/kg)
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80+

Pienso

HCHF
HCHF +Compuesto 6{10uM/kg)

23 HCHF +ASP(100uM/ikg)
Y MCHF +Clopidogrel(100uM/kg)

BRENHE

ok Kk

4

D

HCHF +.Compuesto 6(100uM/kg) -

Pienso

HCHF

HCHF+ Compuesto
6 (10uM/kg)

HCHF+ Compuesto | HCHF+ASP
6 (100uM/kg) (100uM/kg)

HCHF+Clopidogrel
(100uM/kg)

PESO

DEL TROMBO (mg/kg)

52, 14

2,825

68, 70+
2,573

52,67+ 3, 666

52, 12+
51, 65+ 0,8203 0, 7155

52,13+ 1,550

Fig 6b
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[)
—

Porcentaje de incremento del TTO

CJaspirina(170uM/kg)
Compuesto 1 (30uM/kg)
! Compuesto 6(30uM/kg)

[
o
1

-
O
1

-k
(=]
L

a
1

Aspirina Compuesto 1 Compuesto 6

, (1‘70 wM/kg) | (30 uM/kg) (30 u M/kg)

Porcentaje de incremento del tiempo
hasta la oclusién (TTO)

0,12+ 2,3 | 10,6x6,2 15,514

7 )

Fig 7a (i)
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3 Control

CZD Aspirina (| 70uMrkg)
Compuesto 6 {10pM/kg)
(0 Compuesto 6 (30uM/kg)
£23 Compuesto 6 (100pM/kg)

I,SW
L
*
—_
8 1,0
= y £
20
F
@ )
o
o 0,5+
=
|_ 4
G
0,0
Control | Aspirina Compuesto 6 Compuesto 6 Compuesto 6

(1701M/kg)

(10uM/kg)

(30uM/kg)

(100uM/kg)

Porcentaje de incre

mento del tiempo hasta la oclusion (TTO)

1,00£0

1,004+0,02

1,015+0,003

1,2+0,06
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