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RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION
La presente invencién se refiere a compuestos de la férmula (I) .

Donde R es independientemente SOy 6 CHy;

el espaciador es un espaciador flexible de una longitud de 13-25 tomos;

la carga del residuo de pentasacdrido es compesada por contraiones cargados positivamente;
y el ntimero total de grupos sulfato en el residuo de pentasacérido ez 4, 6 6 6;

o sales farmacéuticamente aceptables, profirmacos o solvatos de los mismos.

Los compusstoa de la invencién tienen actividad antitrombética y pueden usarse para tratar ¢

prevenir enfermedades relacionadas con la trombina. N
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MEMORIA DESCRIPTIVA

La invencién se refiere a un nuevo compuesto
antitrombético, a una composicién farmacéutica que contiene el
compuesto como un ingrediente activo, y también al uso de dicho
compuesto para la fabricacién de medicamentos.

Las serina proteasas son enzimas que Jjuegan un papel
importante en la cascada de coagulacién de la sangre. Una serina
proteasa importante es el factor Xa, que cataliza la conversién
de protrombina en trombina. La trombina es la enzima serina
proteasa final en la cascada de coagulacién. La funcidén
principal de la trombina es la descomposicién del fibrinégenc
para generar monémeros de fibrina, que son entrecruzados para
formar un gel insoluble. Ademds, la trombina requla su propia
produccién por activacidén de los factores V y VIII previamente
en la cascada. También tiene acciones importantes a nivel
celular, donde actia sobre receptores especificos para provocar
la conglutinacién de las plaquetas, la activacién de las células
del endotelio y la proliferacién de fibroblastos. Por lo tanto,
}a trombina tiene un papel central regulador en la hemostasis y
la formacién de trombos.

En el desarrollo de los inhibidores sintéticos de las
serina proteasas, recientemente se ha informado de un conjugado
sintético de NAPAP-pentasacdrido como un antitrombético que
tiene un perfil doble, de actividad antitrombina directa vy
actividad anti-Xa mediada por ATIII (ATIII: antitrombina III)
(Bioorg. Med. Chem. Lett. 1999, 9(14), 2013-8). A pesar de que
el .antitrombético informado puede sér un compuesto interesante,

la reactividad cruzada con HIT y 1la neutralizacién por PF4



estardn asociadas con este compuesto debido al alto contenido de
sulfato del residuc de pentasacadrido (Thromb. Haem. Suppl. 1997,
p363 PD1485).

Se ha encontrado ahora que los compuestos de férmula
(I) son antitrombéticos que tienen un perfil doble excelente y
ventajoso. Los compuestos.de férmula (I) tienen una vida media
farmacolégica interesante, permitiendo el tratamiento una vez al
dia, y son escasamente neutralizados por PF4. Ademids, los
riesgos de sangramiento son bajos. En general, los compuestos de

férmula (I) tienen una combinacién atractiva de propiedades

farmacolégicas.
Férmula {(I):
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donde R es independientemente SO;~ & CHj;

el espaciador es un espaciador flexible de una longitud de 13-25
Atomos, de preferencia 16-22, siendo lo mis preferido 19 Atomos:
la carga del residuo de pentasaciarido es compensada por

contraiones cargados positivamente;



y el nimero total de grupos sulfato en el residuo de
pentasacérido es 4, 5 & 6;
o una sal farmacéuticamente aceptable, un profidrmaco o un

solvato del mismo.

Los compuestos de la presente invencién son Gtiles
para tratar y prevenir las enfermedades mediadas por trombina y
asociadas con trombina. Esto incluye un namero de estados
trombéticos y protrombb6bticos en los cuales se activa la cascada
de coagulacién, que incluyen, pero no estdn limitados a,
trombosis de vena profunda, embolia pulmonar, tromboflebitis,
oclusiébn arterial por trombosis o embolia, reoclusién arterial
durante o después de angioplastia o trombolisis, re-estenosis
después de un daflo arterial o de procedimientos cardiolégicos
invasivos, trombosis 6 embolia venosa postoperatoria,
aterocesclerosis aguda o crénica, ataque apoplético, infarto al
miocardio, cdncer y metdstasis, y enfermedades neuro-
degenerativas. Los compuestos de la invencién también pueden
usarse como anticoagulantes en circuitos sanguineos
extracorporales, como sea necesario en dialisis y cirugia. Los
compuestos de la invencién también pueden usarse como
anticoagulantes in vitro.

Los compuestos de férmula (I) son especificamente
utiles como antitrombéticos para indicaciones arteriales.

Los compuestos preferidos de acuerdo con la invencién
son compuestos donde el residuo de pentasacirido tiene 1la

estructura



La naturaleza quimica del espaciador es de menor
importancia para la actividad antitrombética de los compuestos
de la invencién. Sin embargo, el espaciador de los compuestos
de la invencidn es flexible, lo que significa que el espaciador
no contiene elementos rigidos, tales como enlaces insaturados o
estructuras ciclicas. Los espaciadores adecuados pueden ser
diseflados fécilmente por un experto en el arte. Los espaciadores
preferidos contienen al menos un elemento -(CHzaCH0)-. Los
espaciadores mids preferidos contienen tres elementos -(CHz- CHa-
O)-. El espaciador mas preferido es *-(CHzCHz0)3-(CH;z)z-NH-C(O)~-
(CHz2) 3-NH-C(0O) -CHz-, estando el extremo indicado con * unido al
residuo de pentasacarido.

Los compuestos preferidos de férmula I son los
compuestos de férmula (Ia), donde p es 1-5, n es 1-5, mes 1 &
2. E1l compuesto mds preferido es el compuesto de férmula (Ia),

donde p es 3, nes 3, m es 1.
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Un contraién cargado positivamente significa H*, Na*,
K*, Ca?*, y similares. De preferencia, los compuestos de férmula
(I) estédn en la forma de Qu sal sédica.

El término "profdrmaco" significa un compuesto de la
invencién en que el grupo amino de la porcién amidino -esté
protegido, por ejemplo por hidroxi o un grupo (l-6C)alcoxi-
carbonilo.

Los solvatos de acuerdo con la invencidén incluyen los
hidratos.

Los compuestos de la invencién, que pueden existir en
la forma de una base libre, pueden ser aislados de la mezcla de
reaccién en la forma de una sal farmacéuticamente aceptable. Las
sales farmacéuticamente aceptables también pueden obtenerse
tratandoe la base libre de férmula (I) con un &cido organico o
inorganico tal comc cloruro de hidrégeno, bromuro de hidrégenc,
yoduro de hidrégeno, 4&acido sulfarico, é&cido fosférico, 4acido
acético, 4cido propibénico, &cido glicélico, écido maleico, acido

maldnico, adcido metanosulfénico, acido fumérico, acido



succinico, dcido tartarico, acido citrico, 4cido benzoico, é&cido
ascérbico y similares.

Los compuestos de esta invencién poseen &tomos de
carbono quirales y, por lo tanto, pueden ser obtenidos como un
enantiémero puro, o como una mezcla de enantidémeros, © como una
mezcla que contiene diastereémeros. Los métodos para obtener los
enantiémeros puros son bien conocidos en el arte, por ejemplo
cristalizacién de sales que se obtienen de &cidos Opticamente
activos y la mezcla racémica, © cromatografia usando columnas
quirales. Para los diasteredémeros, pueden usarse columnas de
fase directa o de fase inversa,

Los compuestos de la presente invencién pueden
prepararse primero activando el grupo carboxilato del andlogo de
NAPAP de férmula II, y posteriormente agregando un residuo
pentasacarido-espaciador que contiene un grupc amina (férmula
III), opcionalmente seguido por la desproteccién de la porcién

amidina.
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El grupo carboxilato en los compuestos de férmula II
puede ser activado como un anhidride mixto o, de mayor
preferencia, como un éster activado tal como el éster de

N-hidroxisuccinimida, pentafluorofenol o N-hidroxibenzotriazol.



En la etapa de acoplamiento, el grupo benzamidina en la férmula
II puede estar desprotegido (R’ = R" = H), u opcionalmente puede
ser protegido usando un grupo carbamato, de preferencia
aliloxicarbonilo (Rf y/6 R" es HzC=CH-CH-C (0) Q) o
benciloxicarbonilo (R’ y/6 R" es PhCH;-C{0)0). Los grupos
protectores aliloxicarbonilo y benciloxicarbonilo pueden ser
removidos bajo condiciones relativamente suaves. El1 grupo
aliloxicarbonilo puede ser removido usando Pd en presencia de un
nucleéfilo débil tal como morfolina o un éster maldnico. El
grupo benciloxicarbonilo puede ser removido bajo condiciones
tales como hidrégeno / Pd(C). Alternativamente, pueden usarse
precursores sintéticos de benzamidina tales como N-
alcoxibenzamidina o N-benciloxibenzamidina (R’ = H, R" = alcoxi
0 benciloxi). Estos precursores sintéticos pueden ser
transformados en benzamidina usando condiciones reductoras tales
como hidrogenacién (por ejemplo, Fujii, T. y colaboradores,
Chem. Pharm. Bull, 39, 301, 1991, y Fujii, T. y colaboradores,
Chem. Pharm. Bull, 42, 1231, 1994).

El precursor de benzamidina preferido es 1,2,4-
oxadiazolin-5-ona (-R’-R"- = -C(0)0O-). Este precursor puede ser
convertido en la benzamidina por hidrogenacién (Bolton, R.E. ¥y
colaboradores, Tetrahedron Letters, Vol. 36, N° 25, 1995, pp
4471-4474).

Los compuestos de férmula II pueden prepararse de
diversas maneras utilizando métodos conocidos en el arte. Un
método para preparar los compuestos de férmula II donde R’ = R"
= H; n es 3, m es 1, se describe en la patente europea EP
0513543. Los compuestos de férmula II en los cuales la amidina
estéd protegida, por ejemplo con un grupo aliloxicarbonilo o
benciloxicarbonilo, pueden prepararse a partir de compuestos de

férmula IV donde 1la amidina estd protegida con un grupo



aliloxicarbonilo o benciloxicarbonilo, utilizando métodos
cominmente conocidos en el arte para el acoplamiento de
fragmentos de péptidos. Los carbamatos de férmula IV pueden
prepararse, por ejemplo, a partir de la amidina correspondiente
(f6rmula IV, R’ = R" = H), como estd descrito en la literatura,

por ejemplo Weller, T y colaboradores, J. Med. Chem. 39, 3119,

1996).
0.0 |'|0~r0
RHN,__.NR" (c{.mn ‘c{.| z)n
NH NH
o /}.Po

. oy by

Los compuestos N-alcoxibenzamidina y N-benciloxi-
benzamidina de férmula II pueden prepararse a partir del
compuesto V (descrito en la patente europea EP 0513543), por
tratamiento de este ciano compuesto con O-alquil-hidroxilamina u
O-bencil-hidroxilamina, sequido por 1la remocién del éster
t-butilico usando condiciones A&cidas. Alternativamente, los
compuestos N-alcoxibenzamidina y N-benciloxibenzamidina de
férmula II pueden prepararse primero por remocién del éster t-
butilico del compuesto V usando condiciones &Acidas para dar el
compuesto VI, y reaccién subsiguiente de este ciano compuesto
con O-alquil-hidroxilamina u O-bencil-hidroxilamina.

Los compuestos de férmula II donde -R’'-R"- = -C{0)0O-
(el grupe 1,2,4-oxadiazolin-5-ona) pueden prepararse a partir de
compuestos de férmula IV: donde -R’~R"- = =C(0)0O-, utilizando
métodos conocidos en el arte para el acoplamiento de fragmentos

de péptidos.



La sintesis de 1los residuos amino-oligosacarido-
espaciador de férmula III puede efectuarse, por ejemplo,
utilizando los métodos descritos en la patente europea EP
0649854. Los residuos de sacdridos de los compuestos de 1la
presente invencidén pueden prepararse de acuerdo con
procedimientos conocidos en el arte, por ejemplo de la patente
WO 99/25720.

El acoplamiento de péptidos, una etapa de
procedimiento en el método descrito mé&s arriba para preparar los
compuestos de la invencién, puede efectuarse por métodos
cominmente conocidos en el arte para el aceplamiento - o
condensacién - de fragmentos de péptidos, tales como el método
de azida, el método de anhidridos mixtos, el método de ésteres
activadoes o, de preferencia, el método de carbodiimida,
especialmente con la adicién de compuestos cataliticos vy
suprescres de la racemizacién, como N-hidroxisuccinimida y N-

hidroxibenzotriazol. Un resumen se da en The Peptides, Analysis,

Synthesis, Biology, Vol. 3, E. Gross y J. Meienhofer, Eds.

(Academic Press, New York, 198l1) y Bodanszky, M., Principles of

peptide synthesis, Springer-Verlag, 1984.

Las funciones amina presentes en los compuestos pueden
ser protegidas durante el procedimiento de sintesis por un grupo
protector de N, lo que significa un grupo usado cominmente en
la quimica de los péptidos para la proteccién de un grupo
a-amino, tal como el grupo ler-butiloxicarbonilo (Boc), el grupo
benciloxicarbonilo (2Z), él grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo
(Fmoc) o el grupo ftaloilo (Phth). La remocién de los grupos
protectores puede efectuarse de diferentes maneras, dependiendo
de la naturaleza de esos grupos protectores. Habitualmente, la
desproteccidén se efectia bajo condiciones acidas y en presencia

de eliminadores. Un resumen de los grupos protectores de amino y
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los métodos para su remocién se da en The Peptides, Analysis,

Synthesis, Biology, Vol. 3, ya mencionado mds arriba, y también

se describe en Greene, T.W. y Wuts, P.G.M. en Protective groups

in organic synthesis, John Wiley & Sons Inc. 1991.

Los compuestos de la invencién pueden ser
administrados entérica o parenteralmente. La dosis exacta y el
régimen de estos compuestos y las composiciones de los mismos,
serdn necesariamente dependientes de las necesidades del sujeto
individual al cual el medicamento estd siendo administrado, el
grado de afliccién o necesidad, y el juicio del profesional
médico. En general, la administracién parenteral requiere
dosificaciones mas bajas que otros métodos de administracién que
son mAs dependientes de 1la absorcidén. Sin embargo, las
dosificaciones diarias para los seres humanos de preferencia son
de 0,001-100 mg por kg de peso corporal, de mayor preferencia de
0,01-10 mg por kg de peso corporal.

El medicamento fabricado con los compuestos de esta
invencién también puede ser usado como un adyuvante en terapia
anticoagulante aguda. En este caso, el medicamento es
administrade con otros compuestos 1dtiles para tratar estos
estados de enfermedad.

Mezclados con auxiliares farmacéuticamente adecuados,
por ejemplo como se describe en la referencia estdndar Gennaro y
colaboradores, Remington's Pharmaceutical Sciences, (18a. Ed.,
Mack Publishing Company, 1990, ver especialmente Parte 8:
Pharmaceutical Preparations and Their Manufacture), los
compuestos pueden ser comprimidos a unidades de dosificacién
sblidas, tales como pildoras o tabletas, o ser procesados a
cidpsulas o supositorios. Por medio de liquidos farmacéuticamente
adecuados, los compuestos también pueden ser aplicados en 1la

forma de una solucién, suspensién, emulsién, por ejemplo para el

4
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uso como un preparado para inyeccién, o como un aerosol, por
ejemplo para el usoc como un aerosol nasal.

Para fabricar unidades de dosificacién, por ejemplo
tabletas, se contempla el uso de aditivos convencionales, tales
como rellenos, colorantes, aglutinantes poliméricos y similares.
En general, puede usarse cualquier aditive farmacéuticamente
aceptable que no interfiera con la funcién de los compuestos
activos.

Los vehiculos adecuados con los cuales las
composiciones pueden ser administradas incluyen lactosa,
almidén, derivados de celulosa y similares, o mezclas de los

mismos, usados en cantidades adecuadas.

La invencién se- ilustra mejor mediante los siguientes

ejemplos.

EJEMPLOS

Abreviaturas usadas:

Ac = acetilo

Bn = bencilo

DBU = 1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno
DCC = diciclohexilcarbodiimida

DMF = N,N-dimetilformamida
Su = sucecinimidilo
Me = metilo

TBTU = tetrafluoroborato de 2-(l1H-benzotriazol-1-il)-1,1, 3, 3-

tetrametiluronio
TEA = trietilamina
TFA = Acido trifluoroacético

Z = benciloxicarbonilo

[/
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Los nimeros de 1los compuestos se refieren a 1los

compuestos en los Esquemas 1 a 7.

Campuesto 3

A una solucidén agitada de compuesto 1 (53,6 g, 143,6
mmoles) (R. Roy; W.K.C. Park; Q. Wu; S-N. Wang, Tetrahedron
Lett., 1995, 36(25), 4377-80) y compuesto 2 (27,9 g, 89,3
mmoles) (S.J. Danishefsky; M.P. DeNinno; G.B. Philips; R.E.
Zelle, Tetrahedron, EN, 1986, 42, 11, 2809-2819) en 930 mL de
DMF, se agregé hidruro de sodio (7,7 g, dispersién al 60%, 192,2
mmoles) a 50°C. Después de 1 hora, la mezcla de reaccién fue
calentada a 120°C. Después de agitar por 5 minutos, la mezcla de
reacclédn fue enfriada a 40°C, diluida con agua y extraida tres
veces con diclorometano. lLas capas organicas combinadas fueron
lavadas con agua y concentradas al vacioc, dando el producto

crudo 3 (54 g). TLC: Rf = 0,23, éter al 100%.

Compuasto 4

A una solucién agitada de compuesto 3 (89,3 mmoles) en
800 mL de tolueno seco y 800 mL anhidrido acético, se agregé
gota a gota una solucién enfriada de 361,5 mL de acido sulfirico
en anhidrido acético (16,5 mL de &cido sulfirico concentrado y
345,0 mL de anhidrido acético) a -30°C. Después de 2 horas, la
mezcla de reaccién fue extinguida con 240 ml. de TEA y agitada a
temperatura ambiente. A la solucién se agreqé bicarbonato de
sodio acuoso (al 5%) y la capa acuosa fue extraida tres veces
con acetato de etilo. Las capas organicas combinadas fueron

lavadas dos veces con agua Yy concentradas al vacio. Este

Vi
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procedimiento fue repetido, resultando el compuesto 4 crudo (53

g). TLC: Rf = 0,29, éter al 100%.

Compuesto 5

A una solucién agitada de compuesto 4 (89,3 mmoles) y
etanotiol (11,1 mL, 150,3 mmoles) en 370 mL de tolueno seco, se
agregd gota a gota una solucién de BF;-eterato en tolueno (23,9
mL de BFj-eterato y 190 mL de tolueno) a 0°C. Después de agitar
por 16 horas a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién fue
extinguida con TEA y bicarbonato de sodico acuoso, y extraida
tres veces con acetato de etileo. Las capas orgédnicas combinadas
fueron lavadas con agua y concentradas al vacio. El1 producto
crudo fue purificado por cromatografia en columna
(tolueno/acetato de etilo = 1/1 a 0/1, v/v), dando el compuesto

5 (21,4 g). TLC: Rf = 0,31, tolueno/acetato de etilo = 4/6, v/v.

Compuesto 7

Una solucién de donante 5 (15,0 g, 30,3 mmoles) y
aceptante 6 (23,0 g, 30,3 mmoles) (patente WO 99/25720) en éter
seco/diclorometanc (232 mL, 3/1, v/v) fue agitada por 30 minutos
bajo un flujo de nitrégeno, en presencia de tamices moleculares
activados de 4A (7,6 g). Enseqguida, una solucién de 1,3-
dibromo-5, 5-dimetilhidantoina (5,5 g, 19,1 mmoles} y acido
triflico (0,49 mL, 5,6 mmoles) en dioxano/diclorometano (69,8
mL, 1/1, v/v), fue agregada gota a gota en 75 minutos a la
mezcla de reaccidén a -20°C. Después de 30 minutos, se agregdé TEA
(5 mL) a la mezcla de reaccidn, que fue agitada durante 10
minutos y luego filtrada. El1 filtrado fue lavado con tiosulfato
de sodio acuoso (al 10%) y bicarbonato de sodio acuoso (al 10%)
.y concentrado al vacio. El1 producto fue purificado por

cromatografia en columna (0 a 5% de acetona en diclorometano),

/¥
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dando el compuesto 7 (19,6 g). TLC: Rf = 0,1, éter/heptano =
8/2, v/v.

Compuesto 8
A una soluciétn agitada de compuesto 7 (19,5 g, 16,4

mmoles) en tolueno seco/anhidrido acético (442 mL, 1/1, v/v), se
agregd gota a gota una solucién enfriada de 131,5 mL de Acido
sulfirico en anhidrido acético (11,5 mL de A4&cido sulfarico
concentrado y 120 mL de anhidrido acético) a -26°C. Después de
75 minutos, se agregé TEA (73,5 mL) a -20°C. El1 anhidrido
acético fue descompuesto agregando gradualmente 330 mL de agua,
manteniendo la temperatur; entre 25°C y 30°C. Después de agitar
por 16 horas, la mezcla fue vertida en 800 mL de agua y extraida
dos veces con tolueno. Las capas orgédnicas combinadas fueron
lavadas con agua y concentradas al vacio. El producto crudo fue
purificado por cromatografia en columna (tolueno/acetato de
etilo/etanol = 96/2/2, v/v/v) dando el producto 8 como una
espuma blanca (13,2 qg).

TLC: Rf = 0,29, tolueno/etancl = 9/1, v/v.

Compuesto 9

A una solucién de compuesto 8 (13,2 g, 11,7 mmoles) en
tolueno seco (66 mL) a 32°C, se agreg6é morfolina (4,1 mL, 46,9
mmoles). Después de agitar por 42 horas a 32°C, la mezcla de
reaccién fue enfriada hasta temperatura ambiente y se agregéd
dcido clorhidrico acuoso (17,6 mL, 4N). .La mezcla fue diluida
con agua y extraida dos veces con acetato de etilo. Las capas
organicas combinadas fueron lavadas dos veces con agua, secadas
en sulfato de sodio y concentradas al vacio dando el compuesto 9
crudo (12,6 g).
TLC: Rf = 0,32, tolueno/acetona = 7/3, v/v.

177
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Compuasto 12

A una solucién de combuesto 9 (12,6 g, 11,6 mmoles) en
diclorometano (114 mL), se agregd tricloroacetonitrilo (3,5 mL,
34,9 mmoles) y DBU (52,2 uL, 0,35 mmol). Después de agitar por 2
horas a temperatura ambiente, se agregaron tamices moleculares
activados de 4A (24 g) y aceptante 11 (8,9 g, 13,0 mmoles)
(patente WO 99/25720) en diclorometano (45 mL) a la mezcla de
reaccidén. Después de agitar por 30 minutos a temperatura
ambiente, la mezcla fue enfriada a -20°C y se le agregd gota a
gota una solucién de ;rifluorometanosulfonato de trimetilsililo
(405 pL, 2,1 mmoles) en diclorometano (100 mL). Después de
agitar por 30 minutos, se agregé bicarbonato de sodio a -20°C, y
la mezcla de reaccién fue filtrada. El filtrado fue vertido en
bicarbonato de sodio acuoso y extraido tres veces con
diclorometano. Las capas orgdnicas combinadas fueron lavadas dos
veces con agua Yy concentradas al vacio. El1 producto fue
purificado por cromatografia en columna (1: 8SiO;: 0-10% de
acetona en éter; 2: SiO, tolueno/acetona = 85/15 a 80/20, v/v;
3: RP-18: agua/acetonit;ilo = 2/8 a 0/10, v/v) dando el
compuesto puroc 12 (8,9 g). TLC: Rf = 0,37, tolueno/acetona =
7/3, v/v.

Compuesato 14

Una suspensién de compuesto 12 (8,9 g, 5,1 mmoles} y
Pd/C al 10% (8,9 g) en 312 mL de DMF y 45 mL de agua, fue
agitada bajo una corriente continua de hidrégeno. Después de 4,5
horas, el catalizador de Pd/C fue removido por filtracién. El
filtrado fue concentrado hasta un volumen de 400 mL y tratado
con Pd/C al 10% (1,5 g) bajo una corriente de hidrégenoc durante

5,5 horas. El catalizador fue removide por filtracién. Al

yZ
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filtrado (900 mL) se le aéregé hidréxido de sodio acuoso (32 mL,
4N). Después de agitar por 4 horas a temperatura ambiente, la
mezcla fue acidificada hasta pH=6,6 con acido clorhidrico 1N y
luego concentrada al vacio. El producto crudo fue desalado en
una columna Sephadex G-25 que fue eluida con agua. Las
fracciones apropiadas fueron acumuladas y liofilizadas dando el

compuesto 14 (4,0 g).

Compuesato 15

Pentasacarido 14 (700 mg, 0,61 mmol) fue disuelto en
agua (13,2 mL) y DMF (3,3 mL) y tratado «con N-
(benciloxicarboniloxi)-succinimida (224 mg, 0,90 mmol) y N-
etilmorfolina (233 uL, 1,83 mmol). Después de agitar por 15
minutos, la mezcla de reaccién fue aplicada directamente sobre
una columna RP-18, que fue eluida con agqua/acetonitrilo 10/0 a
7/3. Las fracciones apropiadas fueron acumuladas y concentradas
hasta un pequefioc volumen, y aplicadas sobre una columna de
intercambio iénico Dowex 50 WX4-H" en agua. El1 eluido fue

concentrado al vacio para dar el compuesto 15 puro (482 mg).

Compuasto 16

A una solucién de compuesto 15 (471 mg, 0,37 mmol) en
DMF (4,7 mL), se agregd cbmplejo de triéxido de azufre-piridina
(1,1 g, 6,6 mmoles), y la mezcla fue agitada por 16 horas a
30°C. La mezcla fue enfriada hasta temperatura ambiente vy
agregada gota a gota a wuna solucién al 10% enfriada de
bicarbonato de sodioc (16,7 mL, 19,9 mmoles) y agitada durante 1
hora a temperatura ambiente. La mezcla fue concentrada hasta un
pequefio volumen y aplicada sobre una columna Sephadex G-25, que
fue eluida con agua. Las fracciones apropiadas fueron acumuladas

y concentradas hasta un pequefio volumen, que posteriormente fue

74
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pasado a través de una columna de Dowex Na* HCRW2 eluida con
agua. El eluido fue concentrado y redisuelto en 8,3 mL de acido
clorhidrico 0,2 N y se dejé reposar durante 16 horas a 4°C. lLa
mezcla de reaccién fue neutralizada con 8 mL de hidréxido de
sodico 0,2 N y desalada en una columna Sephadex G-25 que fue
eluida con agua. Las fracciones apropiadas fueron acumuladas y

concentradas al vacio dando el compuesto 16 puro (840 mg).

Compuesto 17
Una suspensién de compuesto 16 (0,37 mmol) y Pd/C al

10% (820 mg) en ter-butanol (85 mL) y agua (79 mL) y unas pocas
gotas de acido acético, fue agitada bajo una corriente continua
de hidrégeno. Después de 3 horas, el catalizador de Pd/C fue
removido por filtracién. y el filtrado fue concentrado vy

liofilizado, dando el compuesto 17 puro (675 mg).

@ster bencilico del écido 4~[[4-[[(1R)-1-[[4-{(aminoiminometil)-
fenil]metil] -2-oxo-2- (l-piperidinil)etil]amino]-3-[[ (4-metoxi-
2,3,6-trimetilfenil)sulfonil]amino]-1,4(8)-dioxcbutil]amino]~-
butanoico. clorhidrato (18)

A una solucién de acido 4-[[(1R)-1[[4~-
(aminoiminometil) fenil]metil}-2~-ox0-2-(l-piperidinil)etil]-
amino]-3-[[ (4-metoxi-2,3,6-trimetilfenil)sulfonil]amino] -4-oxo-
(3S) butanoico. clorhidrato (2,38 g, 3,96 mmoles) (Tetrahedron
51, 12047-12068, 1995)_ y 4&cido bencil-{4-amino-butirico).
bencenosulfonato (1,52 g, 3,96 mmoles) (J. Am. Chem. Soc. 105,
5278-5284, 1983) en DMF (40 mL) bajo una atmbésfera de nitrégeno,
se agregd N,N-diisopropiletilamina (0,689 mL, 3,96 mmoles) y
tetrafluoroborato de tetrametil-benzotriazolil uronio (1,91 g,

5,94 mmoles). El pH de la mezcla de reaccién se mantuvo en 6,
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usando N,N-diisopropiletilamina. La mezcla de reaccién fue
agitada por 4 dias a temperatura ambiente, concentrada, disuelta
en acetato de etilo, lavada con carbonato de sodio al 5% y Acido
clorhidrico 0,1 N, secada sobre sulfato de magnesio vy
concentrada. El residuo fue disuelto en etanol seco (5 mL),
precipitado con éter diisopropilico seco y filtrado, para dar
2,47 g del compuesto del titulo 18.

Re = 0,8, acetato de etilo/piridina/4dcido acético/agqua =

88/31/18/7, v/v/v/v; Masa (ESI*) : 777, 4 [M+H]*

écido 4-[[4-[[(1R)-1-[[4-(aminoiminometil)fenil]metil]-2-oxo0-2~
(1-piperidinil)etil]amino]-3-[[ (4-metoxi-2,3,6-trimatilfenil) -
sulfonil]amino] -1,4 (8) -dioxobutil]amino]-butanoico. clorhidrato
(19)

Una suspensién de 18 (2,42 g, 3,11 mmoles) y Pd/C al
10% (400 mg) en metancl/agua (40 mL, 3/1, v/v) fue agitada bajo
una corriente continua de hidrégeno. Después de 8 horas, la
mezcla de reaccién fue filtrada, el filtrado fue concentrado y
coevaporado tres veces con metanol/tolueno (1/10, v/v)}. El
residue fue disuelto en etanol seco (5mL), precipitado con éter
dietilico seco, filtrado y secado. El residuo fue disuelto en
agua y cargado directamente sobre una DeltaPak RP-C;g3 para HPLC
preparatoria, usando un sistema de elucién con gradiente de 20%
de A/60% de B/20% de C a 20% de A/14% de B/66% de C en 60
minutos, a un caudal de 40 mL/minuto (A: tampén de fosfato 0,5M,
pH 2,1; B: agua; C: acetonitrilo/agua = 6/4). Rendimiento 598
mg.
Ry = 26,4 minutos. (3-10 minutos: 20-43% de C + 20% de A; 10-50
minutos: 43-66% de C + 20% de A), (A: tampdn de fosfato de pH

2,1; B: agua; C: acetonitrilo/agua = 6/4, v/v), supelcosil LC-

L7



19

18-DB para HPLC analitica; Masa (ESI*): 687,2 (M+H)*, (ESI’):
685; 2 [M-H] -

Compuesto 21 a partir de compuesto 17 y compuesato 19

A una soluci6én de compuesto 19 (40 mg, 58,3 pmoles) en
DMF (800 pL), se agregé N-hidroxisuccinimida (9,0 mg, 78,1
umoles), DCC (18,5 mg, 89,7 umoles) y l-hidroxibenzotriazol (8,8
mg, 65,1 pmoles). La mezcla de reaccién fue agitada por 40 horas
a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién fue filtrada sobre
dicalite y el dicalite fue lavado cuatro veces con DMF (284 puL).
Al filtrado se agregd tampdé4n de NaHPO4 0,1 M (1.936 uL, pH=7,5)
y pentasacarido 17 (94,7 mg, 52,6 pmoles). Después de agitar por
30 minutos, la mezcla fue filtrada sobre dicalite, concentrada y
aplicada sobre una columna Sephadex G-50, que fue eluida con
acetonitrilo/agua (1/1, v/v). Las fracclones apropiadas fueron
acumuladas, concentradas y desaladas dos veces por cromatografia
en columna Sephadex G-Sb {agua). Las fracciones apropiadas
fueron acumuladas y liofilizadas dando el conjugado 21 como un
s6lido blanco (95,8 mg). Masa (ESI') = 2.469, HPLC: Rt = 8,3
minutos (20-80% de B en 15 minutos, A = agua/acetonitrilo 8/2; B
= NaCl 2M/acetonitrilo 8/2, v/v), MonoQ HR 5 para HPLC

analitica.

Campuesto 22

Una solucidén de (R)-N-Boc(4-cianofenil)alanina (25,0
g, 86,1 mmoles), piperidina (21,3 mL, 215,3 mmoles) y TBTU (41,5
g, 1259,2 mmoles) en CHzCl; seco (500 mL), fue agitada a
temperatura ambiente bajo un flujo de nitrégeno por 2 horas. La
mezcla de reaccién fue lavada sucesivamente con &acido
clorhidrico 0,2 N, agua, bicarbonato de sodio acuoso (saturado)

y agua. La capa orgdnica fue secada sobre MgS0O,, filtrada y
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concentrada al vacio. El producto fue disuelto en acetato de
etilo caliente (35 mL), precipitado con heptano (190 mL) vy
filtrado para dar el compuesto 22 (27,75 q).

TLC: Rf = 0,58, heptano/acetato de etilo = 3/7, v/v.

Compuesto 23

Una solucién de compuesto 22 (25,6 g, 71,7 mmoles),
hidroxilamina. HCl1 (7,1 g, 101,8 mmoles) y trietilamina (16,8
mL, 120,5 mmoles) en etanol absoluto (307 mL), fue agitada a
80°C por 4 horas. Después de enfriar la mezcla hasta temperatura
ambiente, se formaron cristales. Los cristales fueron filtrados,
lavados con etanol y éter y secados en una secadora para dar el
compuesto 23 (24,5 qg).

TLC: Rf = 0,15, heptano/acetato de etilo = 3/7, v/v.

Compuesto 24

Una solucién de compuesto 23 (24,5 g, 62,7 mmoles) y
cloroformiato de etilo (7,2 mL, 75,3 mmol) en piridina seca (245
mL), fue agitada a 115°C durante 2 horas. La mezcla de reaccién
fue enfriada hasta temperatura ambiente y wvertida en agua (1.250
mL) y extraida 3 veces con acetato de etilo (500 mL). El
extracto organico combinado fue secado sobre MgS$0O,, filtrado y
concentrado al vacio para dar el compuesto 24 (24,3 g).

TLC: RE = 0,42, CHxCla,/MeOH 95/5, v/v.

Compuesto 25

Una solucién de compuesto 24 (24,3 g, 58,4 mmoles) en
CH2Cl: seco (122 mL) y TFA (122 mL) fue agitada a temperatura
ambiente durante 2 horas, y concentrada al vacio en presencia de
tolveno para dar el compuesto 25 (37,6 g).



21

Compuasto 26

Una suspensién de H-Asp-(OtBu)-OH (39 g, 206,35
mmoles), 4-metoxi-2,3,6-trimetilbenceno-sulfonil cloruro (62 g,
249,3 mmoles) y diisopropilamina (89 mL, 635 mmoles) en DMF (950
mL) y agua (450 mL), fue agitada a 0°C por 3 horas. La mezcla de
reaccién fue vertida en hielo/fagua {5 L) y lavada dos veces con
éter dietilico, acidificada con 4cido clorhidrico acuoso (4N, 72
ml) y extraida 3 veces con acetato de etilo. Las capas de
acetato de etilo combinadas fueron secadas en MgSQ,, filtradas y
concentradas al vacio para dar el compuesto 26 (97,7 g).

TLC: Rf = 0,67, CHClz/MeOH 8/2, v/v.

Compuesto 27

Una solucidén de compuesto 25 (33,5 g), compuesto 26
(24,7 g), TBTU (36,8 g, 114,6 mmoles) y diisopropilamina (27,2
mL, 194,1 mmoles) en DMF seca ({670 mL), fue agitada durante 2
horas y concentrada al vacio. El residuo fue disuelto en acetato
de etilo (750 mL), lavado con bicarbonato de sodio acuoso (al
5%, 1.250 mL) y 4&acido clorhidrico acuocso (0,1 N, 1.250 mL),
secado sobre MgSO;, filtrado y concentrado al vacio, para dar el
compuesto 27 (33,8 g).
TLC: Rf = 0,88, CH2Cla/MeCH 8/2, v/v.

Compueaesto 28

Una solucién de compuesto 27 (33,8 g, 48,3 mmoles) en
CH;Cl; seco (170 mlL) y TFA (170 mL) fue agitada a temperatura
ambiente durante 2 horas,-y concentrada al vacio en presencia de
tolueno, para dar el compuesto 28 (32,3 g).

TLC: Rf = 0,73, CH;Cl,/MeOH 8/2, v/v.
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Compuesto 29

Una soluciédn de compuesto 28 (32,3 g), H-GABA-OtBu.HCl
(9,5 g, 48,4 mmoles), TBTU (29,0 g, 90,5 mmoles) y diisopropil-
amina (25,2 mL, 179,8 mmoles) en DMF seca (622 mL), fue agitada
a temperatura ambiente durante 2 horas y concentrada al vacjio.
El residuo fue disuelto en acetato de etilo (B840 mL), lavado con
bicarbonato de sodio acuoso (al 5%, 1.400 mL) vy A&cido
clorhidrico acuoso (0,1 N, 1.400 mL), secado sobre MgSO,,
filtrado y concentrado al vacio. El residuo fue disuelto en
etanol (75 mL) y agregado lentamente a éter diisopropilico
agitado (2.990 mL), dando el compuesto 29 como cristales
blanquecinos (32,0 g).
TLC: Rf = 0,56, CHCl,/MeCH 9/1, v/v.

Compuesto 30

Una solucién de compuesto 29 (3,0 g, 3,82 mmoles) en
CH2Cl; seco (15 mL) y TFA (15 mL) fue agitada a temperatura
ambiente durante 2 horas, y concentrada al vacio en presencia de
tolueno. El1 residuo fue purificado en silica gel wusando
CH2Cl2/MeOH (0%-6% de MeOH) dando el compuesto 30 puro (1,98 g).
TLC: Rf = 0,56, CH,Cla./MeOH 8/2, v/v.
Compuesto 31

Una solucién de compuesto 30 (900 mg, 1,23 mmol), TBTU
(396 mg, 1,23 mmol) y diisopropilamina (215 uL, 1,53 mmol) en
DMF (45 mL), fue agitada por 2 horas a temperatura ambiente. Se
agregé compuesto 17 (2,0 g, 1,11 mmol) y después de agitar por 4
horas, la mezcla fue concentrada al vacio dando el compuesto 31

(4,17 g).
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Compuasto 21 a partir del compuesto 31

Una suspensién de compuesto 31 (4,17 g) y Pd/C al 10%
(2,8 g) en alcohol ter-butflico (28 mL) y agua (56 mL) fue agitada
durante la noche bajo una corriente continua de hidrégeno. El
catalizador de Pd/C fue removido por filtracién y el filtrado
fue concentrade al vacio. El residuo fue disuelto en agua y
purificado en una columna Q-sepharose. Las fracciones apropiadas
fueron acumuladas, concentradas y desaladas por cromatografia en
columna Sephadex G-25 (agua). lLas fracciones apropiadas fuercn
acumuladas y liofilizadas dandc el conjugado 21 como un sélido

blanco (1,74 g).
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Las actividades biolégicas de los compuestos de la
presente invencién se determinan por 1los métodos de prueba

siguientes.

I. Ensayoc antitrombina

La trombina (Factor IIa} es un factor en la cascada de
coagulacién.

La actividad antitrombina de los compuestos de la
presente invencién fue evaluada midiendo espectrofoto-
métricamente la velocidad de hidrélisis del sustrato cromogénico
5-2238 efectuada por la trombina. Este ensayo para la actividad
antitrombina en un sistema de tampdén, fue usado para determinar

el valor ICgp de un compuesto de prueba.

Medio de prueba: Tampén de trometamina - NaCl - polietilen-

glicol 6000 (TNP)

Compuesto de referencia: I2581 (Kabi)

Vehiculo: Tampén TNP.

La solubilizacién puede ser ayudada con
dimetilsulfébxido, metanol, etanol, acetonitrilo o alcohol ter-
butilico, que no tienen efectos adversos a concentraciones de

hasta 2,5% en la mezcla de reacciédn final.

Técnica
Reactivos*

1. Tampén de trometamina-NaCl (TN); composiciédn del
tampén: Trometamina (Tris) 6,057 g (50 mmoles), NaCl 5,844 g
(100 mmoles), agua hasta_ 1l litro. El pH de la solucién se
ajusta a 7,4 a 37°C con HCl (10 mmoles.l™l).

2. Tampé4n TNP: Polietilenglicol 6000 se disuelve en

tampén TN para dar una concentracién de 3 g.l7l.
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3. Solucién de S-2238: Un frasco de S-2238 (25 mg;
Chromogenix; Suecia) se disuelve en 20 ml de tampén TN para dar
una concentracién de 1,25 mg.ml™' (2 mmoles.l™).

4, Solucién de trombina: Trombina humana (1.000
unidades NIH/frasco; Enzyme Res. Lab. Inc., EE.UU.) se disuelve
en tampén TNP para dar una solucién stock de 50 unidades
NIH.ml™!. Inmediatamente antes del uso, esta solucién se diluye
con tampdn TNP para dar una concentracién de 30,2 unidades NIH

.ml™,
* - Todos los ingredientes usados son de grado analitico.
- Para las soluciones acuosas, se usa agua ultrapura (calidad

Milli-Q).

Preparacidén de soluciones de compuestos de prueba y de

referencia

Los compuestos de prueba y de referencia se disuelven
en agua Milli-Q para dar concentraciones stock de 102 mol.ll.
Cada concentracién es diluida por etapas con el vehiculo para
dar concentraciones de 10-3, 1074 y 105 mol.l7l. Las
diluciones, incluyendo 1la solucién stock, son usadas en el
ensayo (concentraciones finales en 1la mezcla de reaccién:
3.1074; 10-4; 3.10-5; 10-5; 3.10-6; 10-6; 3.10-7 y 10-7 mol.l1l7?,
respectivamente).

Procedimiento

A temperatura ambiente, 0,075 ml y 0,025 ml de las
soluciones de compuesto de prueba o compuesto de referencia o de
vehiculo, son pipeteadas alternadamente en los receptéiculos de
una placa de microtitulacién, y estas soluciones se diluyen con
0,115 ml y 0,0165 ml de tampén TNP, respectivamente. Se agrega

una alicuota de 0,030 ml de solucién de S-2238 a cada
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receptdculo y la placa es precalentada y preincubada con
agitacién en una incubadora (Amersham) por 10 minutos a 37°C.
Después de la preincubacién, la hidrélisis de S$-2238 se inicia
por adiciétn de 0,030 ml de solucién de trombina a cada
receptaculo. La placa es incubada {con agitacién por 30 s) a
37°C. Comenzando después de 1 minuto de incubacién, se mide la
absorbancia de cada muestra a 405 nm, cada 2 minutos, por un
periodo de 90 minutos, wusando una lectora de placas de
microtitulacién cinética (Twinreader plus, Flow Laboratories).

Todos los datos son recogldos en un computador
perscnal usando un programa de procesamiento de datos (Biolise).
Para cada concentracién del compuesto (expresada en moles.l™! de
la mezcla de reaccién) y para el blanco, se grafica absorbancia

versus tiempo de reaccién en minutos.

Evaluacién de las respuestas: Para cada concentracién £final, se

calculdé la absorbancia méxima a partir del gra&fico del ensayo.
El valor ICgp (concentracién final, expresada en pmoles.l™!, que
causa el 50% de inhibicién de la absorbancia méxima del blanco)
se calculd usando el andlisis de transformacién logit de acuerdo
con Hafner y colaboradores, (Arzneim.-Forsch./Drug Res. 1977;

27(II): 1871-3).

Actividad antitrombina del compuesto del EJEMPLO 1: valor ICsgqg:
17 nM.

IX. Ensayo anti-factor Xa

El Factor X activado (Xa) es un factor en la cascada
de coagulacién. La actividad anti-Xa de los compuestos de la
presente invencién fue evaluada midiendo espectrofoto-

métricamente la velocidad de hidrélisis del sustrato cromogénico
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s-2222 efectuada por Xa. Este ensayo para la actividad anti-Xa
en un sistema de tampén fue usado para determinar el valor ICgp

del compuesto de prueba.

Compuesto de referencia: pentasacdrido Org 31540

Vehiculo: Tampén TNP.

La solubilizacién puede ser ayudada con
dimetilsulféxido, metanol, etanol, acetonitrilo o alcohol ter-
butilico, que no tienen efectos adversos a concentraciones de
hasta 1% (para DMSO) y 2,5% (para los otros solventes) en la

mezcla de reaccldén final.

Técnica
Reactivog*

1. Tampén de trometamina-NaCl (TN); composicién del
tampén: Trometamina {Tris) 6,11 g (50,4 mmoles), NaCl 10,17 g
{174 mmoles), polietilenglicol 6000 3 g.1!, agua hasta 1 litro.
El pH de la solucién se ajusta a 7,4 a 37°C con HCl {10 mmoles
1h. _

3. Solucidén de S5-2222: Un frasco de S§-2222 (25 mgi
Chromogenix; Suecia) se disuelve en agua para dar una
concentracién de 0,375 mg.ml™! (0,5 mmol.17l),

i, Solucién de Xa: Factor Xa de bovino humano (71
nKat.frasco™l; Chromogenix) se disuelve en 10 ml de tampén TNP, y
luego se diluye nuevamente con tampén TNP para dar una
concentracién de 0,75 nKat (1,5 U).ml™>. ©La dilucién debe ser
recién preparada.

5. Solucidén de ATIII: ATIII humano (Chromogenix) se
disuelve en agua para dar una concentracién de 1 U.ml™!, después
de lo cual la solucién se diluye nuevamente con 3 volimenes de

tampén TNP hasta una concentracién de 0,25 U.ml™l.
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Solucidén estéandar: una solucidén stock de 5,7 U anti-Xa
.m1™} de Org 31540 se diluye en tampén TNP hasta 0,05 U.ml’,

Muestras de prueba: Cada preparacidén se disuelve en
agua y se diluye con tampé4n TNP hasta una concentracién de 0,05
nmol.ml™. De cada preparacién, se efectGa una gama de 9

diluciones (factor de dilucién 1,5).

Determinaciédn de la actividad de Xa

Cada muestra de prueba (0,05 ml) es pipeteada dentro
de un receptdculo de una placa de microtitulacién a temperatura
ambiente. Se agrega solucién de AT-III (0,05 ml) a cada muestra,
y la placa se agita usando un agitador Vari-shaker. Una alicuota
de solucién de Xa (0,05 ml) es pipeteada dentrc de cada
receptdculo 10 minutos después de la adicién de AT-III, y la
placa se agita nuevamente. Exactamente 2 minutos después de la
adicién de la solucién de Xa, se pipetea 0,1 ml de solucibdn de
S5-2222 dentre de cada receptécule, y la placa se agita
nuevamente. Para todas las adiciones, se usa una pipeta de 12
canales. La cantidad restante de Xa cataliza la hidrélisis de
$-2222, cuya velocidad se mide fotométricamente después de
periodos de incubacién de 2 y 22 minutos, respectivamente, a
temperatura ambiente. La absorbancia de cada muestra se mide a
405 nm, usando una lectora Microelisa, modelo 310C (Organon
Teknika, Oss, Holanda) y se calcula el aumento de absorbancia
(AOD). Cada muestra de prueba es analizada en duplicado. Con

cada 10 muestras, se incluye un blanco (0,05 ml de tampdén TNP).

Curva de calibracién

A partir de una alicuota de la solucidén estandar de la
muestra de calibracién, se prepara una gama de diluciones

(factor de dilucién 1,4 para las muestras de Org 31540). Las
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muestras estadndar resultantes (aproximadamente 12 muestras)
deben contener entre 0,01 y 0,05 U anti-Xa/ml. Dentro de cada
corrida, 0,05 ml de cada muestra estindar se analiza al menos 3
veces, como se describe ?n "Determinacién de la actividad de
Xa". Se obtiene una curva de calibracién ajustando una 1linea

recta a

log AOD media (blanco) - AOD media (muestra estandar)

AOD media (muestra estandar)

contra log anti-Xa

valores en U/ml, usando el método de minimos cuadrados.

Evaluacién de las respuestas: Para cada muestra, se determina la

actividad anti-Xa media en U/ml, usando la curva de calibracién.

Actividad anti-factor Xa del compuesto del EJEMPLO 1: 1.012

U/umol.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto CARACTERIZADO porque tiene la

férmula (I)
CH,
H!
CH, NH,

(1),

donde R es independientemente SO3;~ & CHj;

el espaciador es un espaciador flexible de una longitud de 13-25
atomos;

la carga del residuo de pentasacdrido es compensada por
contraiones cargados positivamente;

y €l nimero total de grupos sulfato en el residuo d2

pentasacéirido es 4, 5 6 6;

0o una sal farmacéuticamente aceptable, /un profiarmaco o un

solvato'del mismo. ‘

2. El compuesto de la reinvindicacién 1,
CARACTERIZADO porque el residuo de pentasaclrido tiene la

estructura
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3. El compuesto de 1la reinvindicacién 1 6 2,
CARACTERIZADO porque el espaciador tiene una longitud de 16-22

Atomos.

4, El compuesto de cualquiera de las
reinvindicaciones 1-3, CARACTERIZADQ porque el espaciador tiene

una longitud de 19 Atomos.

S. El compuesto de cualquiera de las
reinvindicaciones 1-4, CARACTERIZADO porque el espaciador es
*— (CH2CH20) 3— (CH3) 2-NH-C (Q) - (CHz) 3-NH-C (0) -CH,-, estando el extremo

indicado con * unido al residuo de pentasacarido.

6. El compuesto de la reinvindicacién 1,

.

CARACTERIZADO porque tiene la estructura r

e -
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H'.l
CH, NH,
7. Un procedimiento para la preparacién del

compuesto de férmula I, CARACTERIZADO porque comprende una etapa

en que la porcién benzamidina estd en la forma de un precursorz)

que es el grupo 1,2,4-oxadlazolin-5-ona.
8. Una composicién farmacéutica CARACTERIZADA porque
comprende el compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a

6 y auxiliares farmacéuticamente adecuados.

9. El compuesto cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 6, CARACTERIZAingzifii_se usa en terapia. (17

10{.([]30) del compuesto de cualquiera de las
reivindicaci stz; a 6, CARACTERIZADO porque sirve para preparar

un medicamento para tratar o prevenir la trombosis u otras

enfermedades relacionadas con la trombina.—_js- -4/
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802.386
Resumen
~— La presente invencién se refiere a compuestos de la

férmula (I)

NH,

HyC NH (1),

donde R es independientemente SO3~ & CHi:

el espaciador es un espaciador flexible de una longitud de 13-25
atomos;

la carga del residuo de pentasacdrido es compensada por
contralones cargados positivamente;

y el namerc total de grupos sulfato en el residuo de
pentasacarido es 4, 5 6 6;

0 sales farmacéuticamente aceptables, profarmacos o solvatos de
los mismos.

Los compuestos de 1la invencidén tienen actividad
antitrombética y pueden wusarse para tratar o prevenir
enfermedades relacionadas con la trombina.

Titulo
Nuevos compuestos antitrombéticos y composiciones farmacéuticas

que los contienen.

v/
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REPRESENTACION Y PODER

industriales, marcas de fibrica, nombres
comerciales, ensefias, lemas comerciales. :
REPRESENTATION AND s Y
POWER OF ATTORNEY 153%

I (we), the underaigned /Yo (nosotros), abajo firmado (s)
AKZO NODEL N.V.

of/domiciliado (s) en _ Ve1perweg 76, 6824

BM Arnhem, THE NETHERLANDS

gor el pressnte nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
ONZALCO PERDOMO, tpa. B31: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ,
tpa. 29555 y GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciliados en la

ra 48 72-85, Colombls, en obedecimiento a lo
dispuesto en el 19 de! Articulo 543 del Cédigo de
Comarclo, el mero como princlpal y los demnis como
suplentes, en m1 orden, comu mis (nuestros) entantes en
0o los msuntos de propiedad industrial con facultad para
reclbir notificaclones y nombrar judiciales o
extr:_iludldnlm. El primer representante suplente reemplazark al
principal en caso de ausencla o lmpedimento temporal o

wﬂnlt!vo de aguél La misma regla se aplicari cuando el
O representante suplente

de reemplazar al primero,
o el tercero al segundo. En cnu,mpll representante
grl.ndpnl, ¢ el primero, o segundo suplents, an su caso, o ambos,

eclararin su intenclén de no ejercer In representacién
medlante declaracién autenticada por Notarlo "Pdblico en
Colombia, o por Notarlo u otro Funcionario Piiblico, o Cénsul
de Colombia, en ¢l extranjero; ¥ s se tratare de impedimento,
con el certificado respectivo. 5i de loa nombrados faltare

definitivamente, el sigulente tomard su lugar. Cuando cesare la
ausencia o lmpedimento del representante principal, o de su
grimern o segundo suplentes, en su caso, podrin ejeccer la

representacin, en su orden, uno u otros segiin ¢l caso,
asumiéndola por el solo hecho de rla, cesando en ese
momento el ejerciclo de la representacién por el primero,
segun<o o tercer suplente en su caso.

Ademis, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba
nombrados, hrn obtener la proteccién de mi (nuestra)
propiedad industrial y contra la competencia desieal, & cuyo
efecto mutorizo (amoa) a los dichos apoderados para que me
(nos) representen ante ulera entidades o personas,
ejerzan © no jurisdiccién, especialmente ants Ins del orden
administmtivo, contencioso-administmativo y judicial, asi como
los tribunales de arbitrumento, en todo lo concerniente a los
patentes de invenclén,
elos de utliidad, y disefios industriales; el registro de
marces de fibrica, colectivas, defersivas, de serviclo, lemas
comerciales, nombres comerciales, ensefias, variedades
vegetales y denominaclones de origen; su renovacién, traspaso,
cambio de nombre o domicilio, cancelacién voluntaria; y el
registro de licencias de uso de esos derechas; b) Las acciones de
competencla desleal, proteccitn del consumidor, oposiciones u
observaciones, cancelacién administrativa ¥ judicial, nulidad,
medidas cautelares, concesidn de licencias, lz tutela, la
proteccién de secretos industriales, v en general los juicios
civiles, perales, administrativos o contencioso-administrativos
relaclonadas con estos derechos; acciones rocesos que
promovamos o se nos promuevan. Y e en todos los
asuntos arriba determinados, puedan sustituir este mandato,
trenaigir, conciliar, admitir los hechos del proceso, desistir,
c:!nl._':e r, recibir, renunciar, y ratificar los actos de agentes
oficiosos.

)

Glven and sigrwed
F_‘I -

in due compliance with the terms of plnfn h 1st. of article 543
appoint

of the Commerelal Code, do hers! ILIO FERRERO,
31929; GONZALO FERDOM 831; LUZ CLEMENCIA
PAEZ, tpa 23555 and CA tpa. 832,
domiciled at Carrera 4* N°® 72-35, Colombia, the flrat as

principal and the others as alts , in the order of their
appuliniment, as our re tatives for all indusirial property
mattens with faculty to recelve notifications and to appoint
attorneys in and out of Court. The first alternate shall replace
the in case of his absence or of te or definitive
impediment. The same rule will lgplanwhen the second
alternate representative is to replace the first one, or when the
third is to replace the first or second alternates in their turn, or
both of them, second. In such cases, the principal
representative, or the first or second alternates in thelr tum, or
both of them, shall siate thelr intentlon not to act as

resentatives through a declaration given before a Notary
Public in Colombla, or before a Notary or another Public Official
or a Colombian Consul abroad; and in case of impediment, the
appropriate certificate shall suffice. If any of the appointees
were to be definitely absent, the following alternate s take
his place. When the absence or impediment of the pri
representative, or of the first or second alternste in their turn
ceases, the representation can be taken again in their sequence,
by the principal, the first or second alternate depending on casa,
and the mere fnct or Its exercise will suffice. The exercise of the
representation by the first, second or third alternates in their
turn shall end at such time.

In addition, we grant a Power of Attorney In favor of the
above-namad attormmeys-at-law so that they may obtain the
protecHon of my (our) industrisl prom against the
unfair competition, for which I'lwe) authorize the sald
attorneys to represent me (us) before any authorities or gemm,
with or without jurisdiction, specially those administrative,
administrative contentious and jud as well as before
Arbltmation Court, In all matters concerning tha following: a)
Obtainment of patents, utllity models and industrial deslgns;
the registration of trademarks, collective, defensive and service
marks, slogans, commercial names, trade emblems, vegetal
varieties and denominations of origin; its renewal, assignment,
change of name or domicile, voluntary cancellation; and the
reg'ls ation of licenses of use. of the above-xigifa i), Arfions of
unfair competition, prot ) #.1 0P ns or
observations, administrati SIS, gﬁiﬁm ity,
infringement, granting ¥ of (lifenge. the actlon fora writ
mandamus, the protectign.ol tradg.secretsMand=ii genefnl the
civil, penal, and administrative it thm rights;
actions and suits institued by g q.%fr nd
that in all the above matters th pabitifule-this Pdvier of
Attorney, compromise, conciliaty, ‘
desist, ‘cancel, receive, ires
representatives without a p!
TRF P e

infen_/ Directo

",'D%
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AKZO NOBEL Ny

CAVELIER ABOGADOS
WPPODERE-179 (MINUTA N*12.1.12.5)

TRADUCCION Nos/&. [/ log

MARIA ELVIRA MAS" 2.0
Traductora @ merarets Cficlal
inglés - Emofcl - Inglds
fles. No. Zv9 Min. Justicla
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El Seflor Cénsul de Colombia debe upodlr un «mﬁudo Thn Colombia Consul must issue a cons Fifeait, on (1,

consular sobre (1) Ia existencia legal d-hd.rnl- legal existence of the company . J 1 grans the
el poder, (2) que ésta ejerce su objeto & Powem-of-Attomy, @) that It is aci. .yercise of lts
personas que -l podlr estén mtomdls , and (3) that the persons who execute the
@ste efecto les sof quomuclmud&ﬂor(:émullu Poworofx hmwﬂudtodolo.Tothhefhct. ease
pmebuqueaundlhnmlndm(l),ﬂ.)yﬂ) show the Cmulthcnldem-bpmvethelbovefnch ), 2)

and (3).

Seen for legalization of the signatures

of Mr. F.G.M. Hermans and Mr, E.H. Reerink
by me, Mr. Martinus Petrus Maria Philips,
notary public at Oss, the Netherlands,
on-this 26tn day of August 1998.

TRADUCCION No.: [£ [/ ’??
MARIA ELVIFPA MARTELC
Traductora e interpreta Oficial
inglés ~ Espoiiol - Inglds
15499 Res, No. 279 Min. Justicle

[ CHAMBER OF COMMERCE AND (NOUSTRY
FOR 2OST-3R08. 0T {vEosriang)
Ll we -

' 2 S0 R GALIZATION OF
S duese SIGHATURELS)

i sah= dy ha dtekemng
van g inmw ...,

9 SEP 1998—

It 'hla. Vﬂh

=y ’ L1
Emmama.m n:sum.-'e ;
3% £E GOGOTA, 11AG0 CORBTAR GUE ESTA COPUA FO-
¥ TOSTATICA CURICIDE COM EL ORIGMAL GUE KE
A TENIOO A LAVIETA
[ y,:m\ww {

Bu a Zaka
) d’ qza. ,
LT )
'i‘ 15 NOV 2000 :: , \
' '5 *\?hﬂ-_:t% \)
,_H" 1}_;;_34:@&;? Leges f20,= W, \.ampgo Y
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NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE COLOMBIA: Segtin los art{culos 65 del C. de P.C. y 480 del C. de Co.,
si el poderdante es una sociedad, el Sefior Cénsul debe certificar que tuvo a la vista las pruebas de su
existencia, que ejerce su objeto social y que quien confiere el puder es su representante. ..



. CONSULADO DE COLOMBIA . 'r .

LY IR A e /'_.‘ T

El suscrito Consul de Colombia en La Haya, Holanda,
vistos los documentos presentados por los interesados,

CERTIFICA:

Que el Sefior Martinus Petrus Maria PHILIPS, quien como Notario Pablico de
Oss , Paises Bajos, autentico las firmas de los signatarios del poder precedente, ejercia en la
fecha las funciones indicadas, y su firma corresponde a la registrada en este Consulado.

Que la Compafiia AKZO NOBEL N.V. es una Sociedad constituida de acuerdo con las leyes
de los Paises Bajos, cumple su objeto conforme a las mismas y se halla registrada en la Camara
de Comercio y Fibricas de Centraal Gelderland, Amhem, bajo el nimero 09007809;

Que los Sefiores Franciscus Guilieimus Maria HERMANS y Engbert Harmen
REERINK. signatarios del presente documento, quienes en su caricter de Apoderados

de la Empresa AKZO NOBEL N.V., conjuntamente tienen facultad para ello, y cuyas
firmas fueron auytenticadas ante el Notario Publico de Oss, Sefior Martinus Petrus Maria
PHILIPS, son los representantes legales de la citada Empresa en este Pais.

El Consul de Colombia en La Haya, Paises Bajos, no asume responsabilidad
alguna por el contenido del documento.

Esta certificacion se expide en La Haya, Paises Bajos, a los seis (06) ""é.:.éo'iér.t\;’ gﬁMﬂ
dias del mes de Noviembre de mil novecientos noventa y ocho (1998)3 1o oo oo EL OMGMAL QUE

¥ mmu;n .
LAy pubes ) C A
. PS5 Nov 2000 5 &
Impuesto de Timbre US$  6.00. B ] m el |
Derechos Consulares  USS. 100.00 v Lk A
Costo Total Pagado USS. 106.00 %JUAH MANUEL ROTERO MEDINA
RN AT W ey, JE )
Certificacion No. 206
TRAaQUCCION No: [S: 1) |9Y
f | . MAR.A ELV'“A MA“TE'—O
Traductora @ Intercratd Oficial
Ingids - Espafol - Ingléa
Res. No. 2879 Man. lusticla
JOSE IGNACIO VILLEGAS LORT
C UL DE COLOMB

LA HAYA
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TRADUCCION OFICIAL No. 18.11/98 preparada por Maria Elvira
Martelo, Traductora O©Oficial debidamente aprobada por el
Ministerio de Justicia fde Colombia por Resolucién 2879 de 1995 y

reconocida por el Ministerio de Relaciones Exteriores.

(A continuacién se traducen los sellos Y legalizaciones de un
documento escrito en inglés y espafiol, por el cual AKZO NOBEL
N.V. otorga poder a EMILIO FERRERO, GONZALO PERDOMO, LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ Y GERMAN CAVELIER). Dado y firmado el 6 de
agosto de 1998. (Firma ilegible) F.G.M. Hermans, Director de
Patentes Farmacéuticas. (Firma ilegible} E.H. Reerink,
Subdirector de Asuntos Juridicos. (Sello Corporativo) AKZO NOBEL
N.V.

(Al dorso) Visto por mi, Sr. Martinus Petrus Maria Philips,
notario piblico en Oss, Paises Bajos, hoy 26 de agosto de 1998,
para legalizacién de las firmas de F.G.M. Hermans y E.H. Reerink.

(Firma ilegible).

T e T

(Legalizacibén) CAMARA DE INDUSTRIA Y COMER%:T
. [y

Juan sian¥L sore .
'57‘29.55“0 MEL -4 )

‘F.-F.-\‘;.i:n'.n'.} ol e b W e

.'-I-
la(s) firma(s) que antecede(n). Agosto ?"i;,;:de-
ilegible) J. Schellenkens.

(Sello en holandés) .
(En espafiol) Certificacién de las firmas que anteceden y de la
existencia legal de AXKZO NOBEL N.V. expedida por el Consulado de

Colombia en La Haya el dia 6 de noviembre de 1998, bajo el No.

v



206. Firmado JOSE IGNACIC VILLEGAS CORTES, Cénsul de Colombia, La
Haya. Pagado impuesto de timbre.

(Al dorso) Legalizaci6n de la firma que antecede expedida por el
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES bajo el No. 300803 del 19 de

NOVIEMBRE de 1998, firmado por el Jefe de Legalizaciones

Es traduccibén fiel y completa de la cual se deja copia en esta

oficina para su confrontaciém.

COLO 11214-801-001-3

1d. 6 TFIADUCCIDN No )5/
MARIA ELVIRA MAHTELO
Traduciora e Interprate Oficia)
Nov. 20/98

Inglés ~ EspaBol - inglés
Ros. No. 2879 Min. Ju:ngdu
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PATENTE DE INVENCION | )/ MODELO DE UTRIDAD | ]

Indicacion de que se solicita la concesidn de una patente

Datos de idenificacion del solicitante o de la persona que presenta fa solicitud
Descripcion de la invencion
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