ES 3022 546 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 3 022 546
GDint. Ci.;

A61K 31/427 (2006.01)
AG61P 7/02 (2006.01)
A61P 9/10 (2006.01)
A61K 45/06 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea: 24.02.2023  E 23382170 (1)
Fecha y numero de publicacion de la concesién europea: 26.03.2025  EP 4420661

Tl’tulo: Moléculas pequefias que tienen como diana la glicoproteina VI como agentes
antiplaquetarios, para uso en la prevencion y/o tratamiento de la trombosis y patologias

asociadas

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
28.05.2025

@ Titular/es:

UNIVERSIDADE DE SANTIAGO DE
COMPOSTELA (100.00%)

Avda. das Ciencias, 6 - 4°D

15782 Santiago de Compostela, ES

@ Inventor/es:

GARCIA ALONSO, ANGEL;

DOMINGUEZ MEDINA, EDUARDO;

LOZA GARCIA, MARIA ISABEL;

CARRACEDO ALVAREZ, ANGEL MARIA;
CORREIA PINTO CARVALHO DE MATOS, MARIA
JOAOYy

IZQUIERDO BERJANO, IRENE

Agente/Representante:
ILLESCAS TABOADA, Manuel

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES3022546 T3

DESCRIPCION

Moléculas pequefias que tienen como diana la glicoproteina VI como agentes antiplaquetarios, para uso en la
prevencion y/o tratamiento de la trombosis y patologias asociadas

Campo de la invencion

La presente invencion pertenece al sector farmacéutico y, mas particularmente, se refiere a una familia de moléculas
que actuan como ligandos de la glicoproteina VI (GPVI). Puesto que las moléculas descritas en presente invencion
bloquean la activacién plaquetaria mediada por GPVI, son dutiles, por tanto, como inhibidores de la agregacion
plaquetaria. Por consiguiente, la presente invencion se refiere a una familia de ligandos de GPVI, asi como a
composiciones que comprenden los mismos, para uso en la prevencion y/o el tratamiento de trombosis, asi como
patologias asociadas con la formacién de trombos, tales como ictus isquémico, ateroesclerosis, arteriopatia
coronaria o infarto de miocardio.

Antecedentes de la invencion

Las plaquetas o trombocitos son esenciales para la hemostasia o prevencion de la hemorragia y también
desempefian otros papeles en la inmunidad innata y participan en muchos procesos inflamatorios. La hemostasia es
el proceso mediante el cual se activan las plaquetas para formar agregados o grumos con los glébulos rojos y la
proteina fibrina, dando como resultado la formacién de trombos. En principio, un trombo es la respuesta apropiada
del organismo a una lesidon hemorragica, pero puede ser perjudicial cuando se forma en vasos sanguineos sanos,
obstruyendo el aparato circulatorio.

De hecho, la formacion de trombos en un endotelio intacto se previene mediante 6xido nitrico, prostaciclina y CD39.
Sin embargo, la hiperreactividad o el mal funcionamiento de las plaquetas representa un riesgo importante en el
desarrollo de trombosis y eventos isquémicos.

Los farmacos antiplaquetarios pueden inhibir el proceso implicado en la activacién plaquetaria, de manera reversible
o irreversible. A lo largo de las ultimas décadas, los farmacos antiplaquetarios han reducido significativamente la
morbimortalidad asociada con la trombosis arterial. Se han estudiado extensamente sus caracteristicas
farmacologicas, incluyendo los perfiles farmacocinéticos/farmacodinamicos, y un nimero significativo de ensayos
clinicos que evallan su eficacia y seguridad en diversos ambitos clinicos han establecido su eficacia antitrombotica.

Los farmacos antiplaquetarios disponibles actualmente actian previniendo la formaciéon de mensajeros secundarios
(inhibidor de COX-1), interaccionando con rutas de sefializacion intracelular (inhibidores de PDE y el analogo de
PGI2), o bloqueando los receptores de membrana (antagonistas del receptor P2Y12 y el antagonista de PAR1), o
inhibiendo la agregacion plaquetaria (inhibidores de GPlIb/llla) de por si.

Sin embargo, la administracion, a menudo prolongada, de terapias antiplaquetarias esta asociada con un riesgo
inherente de hemorragia. Dado que la hemorragia esta asociada con desenlaces cardiovasculares adversos y
mortalidad, existe una necesidad clinica no satisfecha de desarrollar nuevas terapias antiplaquetarias que inhiban la
trombosis mientras que mantienen la hemostasia y reducen los eventos hemorragicos adversos.

Muchos de los papeles de las plaquetas estan regulados por la glicoproteina VI (GPVI) y el receptor de lectina tipo C
2 (CLEC-2), que sefalizan a través de un motivo de activacion de inmunorreceptor basado en tirosina (ITAM). Los
receptores con un motivo de activaciéon de inmunorreceptor basado en tirosina (ITAM) son importantes para
respaldar la sefializacién y la activacion de las integrinas que son esenciales para la funcion plaquetaria. De hecho,
GPVI representa una diana atractiva para gestionar la funcién plaquetaria puesto que sélo se expresa en plaquetas y
células precursoras de plaquetas en médula ésea (megacariocitos). La union de GPVI al colageno, uno de los
componentes trombogénicos mas importantes, induce el agrupamiento de receptores y la posterior activacion
plaquetaria [Lockyer S. et al. (2006)].

La patente (KR 20190026154A) describe compuestos que van a usarse como inhibidores de la unién entre la
proteina TRAF4 y una o mas de GPIb y GPVI para tratar la trombosis.

Puesto que GPVI desempefia un papel critico en la activacion plaquetaria y la iniciacién de trombos, asi como en la
prevencion de hemorragia inducida por inflamacion, representa, por tanto, una diana atractiva con respecto a las
terapias antiplaquetarias actuales en las que la hemorragia puede suponer un problema.

Descripcion de la invencion
La presente invencion se refiere a una familia de compuestos de férmula (1) descritos en el presente documento que
actian como ligandos de GPVI y son utiles como inhibidores similares a farmacos de la movilizacion de Ca*? y la

agregacion plaquetaria tras la activacion de GPVI. En este sentido, dicha familia de compuestos de formula (1)
descritos en el presente documento son utiles, por consiguiente, como farmacos antiplaquetarios que previenen la
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agregacion plaquetaria y la formacion de trombos, para la prevencion y/o el tratamiento de trombosis y patologias
asociadas con la formacion de trombos, tales como ictus isquémico, ateroesclerosis, arteriopatia coronaria o infarto
de miocardio, mientras que previenen los eventos hemorragicos adversos, debido a su administracion. La familia de
compuestos de férmula (1) descritos en el presente documento también son utiles como herramienta farmacolégica,
tal como herramientas para estudios de inhibicién in vitro que interfieren con la activacion plaquetaria mediada por
GPVI. En particular, la presente invencién se refiere a un compuesto de formula (I), o una sal o un solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo:

R%N' NH
{\;}-J R
D s
0 J
No

o

0
en donde R’ se selecciona de un grupo que consiste en -CHz- 0 un grupo R%

0O

gt

S~

(R?),

en donde R? esta unido a la 2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioxina por el atomo de nitrégeno del anillo de pirrolidin-2-ona; y
en donde R3 se selecciona del grupo que consiste en un fenilo sustituido con uno o mas grupos R*, un grupo naftilo
sustituido con uno o mas grupos R*, un grupo 1,2,3,4-tetrahidronaft-6-ilo sustituido con uno o mas grupos R* y un
grupo 2-oxo-1,2,3,4-tetrahidroquinolin-6-ilo; y en donde R* es H o un halégeno; para uso como medicamento
antiplaquetario; o para uso como medicamento inhibidor de la agregacién plaquetaria; y, por tanto, para uso como
inhibidor de GPVI en la prevencion y/o el tratamiento de trombosis, asi como patologias asociadas con la formacion
de trombos, tales como ictus isquémico, ateroesclerosis, arteriopatia coronaria o infarto de miocardio, mientras que
previene los eventos hemorragicos adversos.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un compuesto de formula (1), tal como se describe en el presente
documento, para uso en la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades mediadas por ligandos de GPVI, asi
como enfermedades que responden a los inhibidores de la movilizacién de Ca*? y la agregacion plaquetaria tras la
activacion de GPVI. En este sentido, la presente invencion también se refiere a un compuesto de formula (1), tal
como se describe en el presente documento, para uso como farmaco antiplaquetario, que previene la agregacion
plaquetaria y la formacién de trombos, y, por tanto, para uso en la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades
que responden a los inhibidores de GPVI, en particular, trombosis, asi como patologias asociadas con la formacién
de trombos, tales como ictus isquémico, ateroesclerosis, arteriopatia coronaria o infarto de miocardio, mientras que
previene los eventos hemorragicos adversos. De manera adicional o alternativa, la presente invencion se refiere a
un uso in vitro de un compuesto de formula (I) como herramienta farmacolégica. Por ejemplo, el compuesto de
férmula (1), tal como se describe en el presente documento, puede usarse en estudios de inhibicion in vitro que
interfieren con la activacién plaquetaria mediada por GPVI.

El término “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a cualquier sal farmacéuticamente aceptable que, al
administrarse al paciente, es capaz de proporcionar (directa o indirectamente) un compuesto tal como se describe
en el presente documento. Tales sales son preferiblemente sales de adicién de acido con acidos organicos o
inorganicos fisiologicamente aceptables, o sales de adicion de alcali con bases organicas o inorganicas aceptables.
Los ejemplos de sales de adicidon de acido incluyen sales de adicion de acidos minerales tales como, por ejemplo,
clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, sulfato, nitrato, fosfato, y sales de adicion de acidos organicos tales como, por
ejemplo, lactato, acetato, trifluoroacetato, maleato, fumarato, citrato, oxalato, succinato, tartrato, malato, mandelato,
metanosulfonato y p-toluenosulfonato. Los ejemplos de sales de adicion de alcali incluyen sales inorganicas tales
como, por ejemplo, las sales de sodio, potasio, calcio y amonio, y sales de alcali organicas tales como, por ejemplo,
las sales de etilendiamina, etanolamina, N,N-dialquilenetanolamina, trietanolamina y aminoacidos basicos. Sin
embargo, se apreciara que las sales no farmacéuticamente aceptables también se encuentran dentro del alcance de
la invencion puesto que pueden ser Uutiles en la preparacidon de sales farmacéuticamente aceptables. Los
procedimientos para la formacién de sales son convencionales en la técnica.
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Debe entenderse que el término “solvato farmacéuticamente aceptable” segin esta invencion significa cualquier
forma del compuesto activo segun la invencion en la que dicho compuesto esta unido por un enlace no covalente a
otra molécula (normalmente un disolvente polar), incluyendo especialmente hidratos y alcoholatos.

Otro aspecto preferido de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende al menos
un compuesto de férmula (1), o una sal o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, tal como se da a
conocer en el presente documento; y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable, para uso como farmaco
antiplaquetario, que previene la agregacion plaquetaria y la formacion de trombos, y, por tanto, para uso como
inhibidor de GPVI en la prevencion y/o el tratamiento de trombosis, asi como patologias asociadas con la formacion
de trombos, tales como ictus isquémico, ateroesclerosis, arteriopatia coronaria o infarto de miocardio, mientras que
previene los eventos hemorragicos adversos.

Por consiguiente, las caracteristicas de los compuestos de férmula (I) como ligandos de GPVI los convierten en
inhibidores de la agregacion plaquetaria y, por tanto, hacen que sean utiles también en la prevencion y/o el
tratamiento de patologias asociadas con la formacidon de trombos, tales como ictus isquémico, ateroesclerosis,
arteriopatia coronaria o infarto de miocardio.

A los efectos de la presente invencion, el término “trombosis” se refiere a la formacion de un coagulo sanguineo
dentro de los vasos sanguineos que limita el flujo sanguineo en los mismos y que da como resultado un posible
dafo (rotura vascular, bajo suministro de oxigeno a un tejido u é6rgano, etc.). La formacion de trombos puede
producirse en venas (vasos sanguineos que transportan sangre desde diferentes partes del cuerpo al corazén) o
arterias (vasos sanguineos que suministran sangre rica en oxigeno desde el corazén a diferentes partes del cuerpo).
Por tanto, el término “trombosis”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a trombosis venosa y
trombosis arterial, preferiblemente trombosis arterial. La trombosis representa la causa mas comun de muerte en los
paises desarrollados. Esta mortalidad depende de la ubicacion y la gravedad del trombo formado, siendo el infarto
de miocardio y el ictus isquémico los que representan la mayor proporcion de muertes asociadas a trombosis
(Ashorobi et al., 2021).

A los efectos de la presente invencioén, el término “trombosis arterial” se usa de manera equivalente al término
“aterotrombosis” y se refiere a la formacion de un coagulo sanguineo en el interior de las arterias, lo que limita el
flujo sanguineo en las mismas. Las plaquetas desempefian un papel significativo en el desarrollo de la trombosis
arterial en comparacion con la trombosis venosa, y esto explica la importancia de los agentes antiplaquetarios en la
prevencion y el tratamiento de la trombosis arterial. La trombosis arterial, o aterotrombosis, puede iniciarse por la
acumulaciéon de placas lipidicas en la pared arterial, lo que provoca la activacién plaquetaria y de células de
inflamacién crénica, tal como puede observarse en la arteriopatia coronaria. Las placas lipidicas iniciales
evolucionan hasta convertirse en placas fibrosas que pueden romperse y conducir a la liberacion de factores
procoagulantes adicionales. Este proceso se denomina entonces “ateroesclerosis” a los efectos de la presente
invencion. La ateroesclerosis permite la activacion plaquetaria, provocando adhesién y agregacion, lo que conduce a
la formacidon de un coagulo. La oclusion vascular debida a la ateroesclerosis y la formacion de trombina en las
arterias coronarias del corazén puede conducir a cardiopatia isquémica e infarto de miocardio. Adicionalmente, a los
efectos de la presente invencion, el término “ictus isquémico” se refiere a la aparicidon de un ictus o accidente
cerebrovascular debido a un evento trombético que provoca una disminucion del flujo sanguineo al cerebro.

Finalmente, a los efectos de la presente invencion, el término “arteriopatia coronaria” se refiere a una patologia que
implica la formacion de placas ateroescleréticas en la luz vascular. Esto conduce a una insuficiencia del flujo
sanguineo y, por tanto, del suministro de oxigeno, en particular al miocardio, y puede dar como resultado un infarto
de miocardio, que se refiere, por consiguiente, a una disminucién o un cese completo del flujo sanguineo al
miocardio.

Por consiguiente, la presente invencion también se refiere a un compuesto de férmula (I), o una sal o un solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo, o a una composicién farmacéutica que comprende al menos un compuesto
de féormula (I), o una sal o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, tal como se da a conocer en el
presente documento, para uso en la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades que responden a los inhibidores
de GPVI, y, por consiguiente, para uso como inhibidor de GPVI en la prevencion y/o el tratamiento de trombosis
arterial y aterotrombosis, asi como patologias asociadas con la formacién de trombos, en donde dichas patologias
asociadas con la formaciéon de trombos son ictus isquémico, ateroesclerosis, arteriopatia coronaria o infarto de
miocardio.

Aun otro aspecto de la presente invencioén se refiere al uso de un compuesto de férmula (1), o una sal o un solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo, o al uso de una composiciéon farmacéutica que comprende al menos un
compuesto de formula (1), o una sal o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, tal como se da a conocer
en el presente documento, para fabricar un medicamento para prevenir la agregacion plaquetaria y la formacion de
trombos, en particular mediante la inhibicion de GPVI, y, por tanto, un medicamento para la prevencion y/o el
tratamiento de trombosis, asi como patologias asociadas con la formacion de trombos, tales como ictus isquémico,
ateroesclerosis, arteriopatia coronaria o infarto de miocardio, mientras que previene los eventos hemorragicos
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adversos.

Ademas, la presente invencion también se refiere al uso de un compuesto de formula (1), o una sal o un solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo, o al uso de una composiciéon farmacéutica que comprende al menos un
compuesto de formula (1), o una sal o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, tal como se da a conocer
en el presente documento, para fabricar un medicamento para prevenir y/o tratar ictus isquémico, ateroesclerosis,
arteriopatia coronaria o infarto de miocardio.

Aun otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso in vitro de un compuesto de férmula (I), o una sal o un
solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, o al uso in vitro de una composicién farmacéutica que comprende
al menos un compuesto de férmula (1), o una sal o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, tal como se
da a conocer en el presente documento, como herramienta farmacolégica. El término “herramienta farmacolégica” se
refiere a cualquier herramienta farmacoldgica adecuada. Especificamente, los compuestos de féormula (1), tal como
se describe en el presente documento, son inhibidores de GPVI. Mediante la inhibicién de GPVI, se interfiere con la
activacion plaquetaria. Por tanto, estos compuestos pueden usarse en sistemas de prueba in vitro para la deteccion
de la activacion plaquetaria mediada por GPVI. Por ejemplo, en un sistema de ensayo en el que se observa
activacion plaquetaria en ausencia de un compuesto de férmula (I) tal como se da a conocer en el presente
documento, si entonces se observa una reduccion de la activacion plaquetaria tras la adicién de un compuesto de
férmula (1) tal como se da a conocer en el presente documento, al menos parte de la activacion plaquetaria
observada es debida a GPVI. Por tanto, la herramienta puede ser una herramienta para estudiar la inhibicién in vitro
por interferencia con la activaciéon plaquetaria mediada por GPVI.

A los efectos de la presente invencion, el término “comprende” puede reemplazarse por cualquiera de los términos
“consiste en” o “consiste esencialmente en”. Por consiguiente, “comprende” puede referirse a un grupo de
caracteristicas A, B y C, que adicionalmente pueden incluir otras caracteristicas, tales como E y D, con la condiciéon
de que dichas caracteristicas no impidan la viabilidad de la reivindicacién, pero dicho término “comprende” también
incluye la situacion en la que el grupo de caracteristicas “consiste en” o “consiste esencialmente en” A, By C.

A los efectos de la presente invencion, una cantidad eficaz de los compuestos dados a conocer en el presente
documento, cuando dicha cantidad eficaz se refiere a un uso terapéutico de dichos compuestos, es aquella que
proporciona un efecto terapéutico en el sujeto o una mejora identificable objetivamente en el estado de salud de
dicho sujeto tal como constata un médico u otro observador cualificado.

En una realizacion preferida de la invencion, R' es -CH,- y R® se selecciona del grupo que consiste en un fenilo
sustituido con uno o mas grupos R* un grupo naftilo sustituido con uno o mas grupos R* un grupo 1,2,3,4-
tetrahidronaft-6-ilo sustituido con uno o mas grupos R* y un grupo 2-oxo-1,2,3,4-tetrahidroquinolin-6-ilo; y en donde
R* es H o un halégeno.

Mas preferiblemente, R' es -CH,- y R3 es un grupo fenilo no sustituido, un grupo fenilo sustituido con uno o mas
grupos halégeno, un grupo naftilo, un grupo 1,2,3,4-tetrahidronaft-6-ilo o un grupo 2-oxo-1,2,3,4-tetrahidroquinolin-6-
ilo. Incluso mas preferiblemente, R' es -CH,- y R3 es un grupo fenilo no sustituido, un grupo 4-clorofenilo, un grupo
4-bromofenilo, un grupo naftilo, un grupo 1,2,3,4-tetrahidronaft-6-ilo o un grupo 2-oxo-1,2,3,4-tetrahidroquinolin-6-ilo.

En otra realizacion preferida de la invencion, R' es un grupo R?:

gt

S~

(R?),

en donde R? esta unido a la 2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioxina por el atomo de nitrégeno del anillo de pirrolidin-2-ona; y
R? se selecciona del grupo que consiste en un fenilo sustituido con uno o mas grupos R*, un grupo naftilo sustituido
con uno o mas grupos R*, un grupo 1,2,3,4-tetrahidronaft-6-ilo sustituido con uno o mas grupos R* y un grupo 2-oxo-
1,2,3,4-tetrahidroquinolin-6-ilo; y en donde R* es H o un halégeno.

Mas preferiblemente, R es un grupo R?, tal como se da a conocer en el presente documento, y R3 es un grupo fenilo
no sustituido, un grupo fenilo sustituido con uno o mas grupos halégeno, un grupo naftilo, un grupo 1,2,3,4-
tetrahidronaft-6-ilo o un grupo 2-oxo-1,2,3,4-tetrahidroquinolin-6-ilo. Incluso mas preferiblemente, R' es un grupo R?,
tal como se da a conocer en el presente documento, y R® es un grupo 2-oxo-1,2,3,4-tetrahidroquinolin-6-ilo.

En una realizacion mas preferida de la invencion, el compuesto de formula (l) se selecciona del grupo que consiste
en |, lp, e, lg, le, sy In, 0 una sal o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo:
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(In).

Ventajosamente, R' es -CHy- y R3 es un grupo fenilo no sustituido y el compuesto de formula (1) es el compuesto (1),
o R'" es -CHz- y R3 es un grupo 4-clorofenilo y el compuesto de formula (1) es el compuesto (I,), 0 R' es -CH2- y R® es
un grupo 4-bromofenilo y el compuesto de férmula (1) es el compuesto (I), 0 R es -CHz- y R® es un grupo naftilo y el
compuesto de formula (I) es el compuesto (l), 0 R' es -CHx- y R® es un grupo 1,2,3,4-tetrahidronaft-6-ilo y el
compuesto de formula (1) es el compuesto (ls), 0 R! es -CH,- y R3 es un grupo 2-oxo-1,2,3,4-tetrahidroquinolin-6-ilo y
el compuesto de férmula (1) es el compuesto (), o R' es un grupo R?, tal como se da a conocer en el presente
documento, y R® es un grupo 2-oxo-1,2,3,4-tetrahidroquinolin-6-ilo y el compuesto de férmula (1) es el compuesto (In).
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Tal como se observa en los ejemplos que forman parte de la presente descripcion, y en particular en la figura 1 y la
tabla 1, los compuestos de férmula (1) dados a conocer en el presente documento actdan como ligandos de GPVI.
Por ejemplo, el compuesto (Ir) muestra una respuesta dependiente de la dosis robusta similar tras la interaccion con
GPVI, de una manera muy similar a su ligando natural, el péptido relacionado con colageno (CRP).

Ademas, tal como se observa en los ejemplos dados a conocer en el presente documento, los compuestos de
férmula () para uso segun la presente invencion son capaces de inhibir la agregacion plaquetaria al inhibir la
movilizaciéon de calcio (tal como se observa en la tabla 2 y la figura 2). Sin embargo, la inhibicién de la agregacion
plaquetaria proporcionada por los compuestos de formula (l) dados a conocer en el presente documento se induce
especificamente por el ligando natural de GPVI, CRP, mientras que la agregacion no se vio afectada cuando se
usaron otros agonistas tales como rodocitina o trombina (véase la figura 3).

Esta selectividad de los compuestos de formula (I) como ligandos de GPVI los convierte en inhibidores mas
especificos de la agregacion plaquetaria en comparacion con otros compuestos que pueden actuar como agentes
antitromboticos a través de otras dianas bioldgicas vy, por tanto, pueden provocar una gama mas amplia de efectos
adversos, tales como hemorragia. El perfil de seguridad mejorado de los compuestos de formula (1) relativo a los
eventos adversos, tales como hemorragia, permite potencialmente la administracion de dichos compuestos a un
grupo mas amplio de pacientes o en situaciones clinicas donde no pueden usarse otros agentes antiplaquetarios
debido a sus efectos adversos (por ejemplo, antes de una cirugia, o en pacientes donde la hemorragia da como
resultado problemas de salud importantes).

Preferiblemente, el compuesto de férmula () para uso segun la presente invencion, o las composiciones
farmacéuticas para uso segun la presente invencion, tal como se dan a conocer en el presente documento, pueden
administrarse antes de, en combinacién con, o posteriormente después de la administracion de un agente
terapéutico adicional para uso en la prevencion y/o el tratamiento de trombosis, asi como patologias asociadas con
la formacién de trombos, tales como ictus isquémico, ateroesclerosis, arteriopatia coronaria o infarto de miocardio,
que tiene actividades bioldgicas aditivas o sinérgicas.

Ademas, preferiblemente, las composiciones farmacéuticas dadas a conocer en el presente documento pueden
comprender opcionalmente al menos un segundo agente terapéutico para uso en la prevencion y/o el tratamiento de
trombosis tal como trombosis arterial, asi como patologias asociadas con la formacién de trombos, tales como ictus
isquémico, ateroesclerosis, arteriopatia coronaria o infarto de miocardio, que tiene actividades bioldgicas aditivas o
sinérgicas.

A los efectos de la presente invencion, el término “agente terapéutico” debe tomarse como sinénimo y significar una
entidad quimica que ejerce efectos terapéuticos cuando se administra a un paciente.

Mas preferiblemente, dicho agente terapéutico adicional para uso en la prevencion y/o el tratamiento de trombosis tal
como trombosis arterial, asi como patologias asociadas con la formacion de trombos, tales como ictus isquémico,
ateroesclerosis, arteriopatia coronaria o infarto de miocardio, es un farmaco antiplaquetario. Incluso mas
preferiblemente, dicho agente terapéutico adicional para uso en la prevencion y/o el tratamiento de trombosis tal
como trombosis arterial, asi como patologias asociadas con la formacion de trombos, tales como ictus isquémico,
ateroesclerosis, arteriopatia coronaria o infarto de miocardio, se selecciona del grupo que consiste en un inhibidor de
ciclooxigenasa, un inhibidor del receptor de difosfato de adenosina, un inhibidor de fosfodiesterasa, antagonista del
receptor activado por proteasa 1, un inhibidor de glicoproteina IIB/IIIA, un inhibidor de la recaptacién de adenosina y
un inhibidor de tromboxano.

Las composiciones para uso segun la invenciéon pueden formularse para proporcionar una liberacion rapida,
sostenida, o retardada de los compuestos para uso segun la presente invencion después de la administracion al
paciente empleando procedimientos bien conocidos en la técnica.

Pueden utilizarse sistemas de administracion de liberacion lenta o prolongada, incluyendo cualquiera de varios
biopolimeros (sistemas de base bioldgica), sistemas que emplean liposomas, coloides, resinas, y otros depdsitos
compartimentados o sistemas de administracion poliméricos, con las composiciones descritas en el presente
documento para proporcionar una fuente continua o duradera de los compuestos terapéuticos dados a conocer en el
presente documento.

Tal como se da a conocer en el presente documento, la via de administracion puede ser cualquier via que transporte
eficazmente los compuestos y las composiciones dados a conocer en la presente divulgacion al sitio de accion
apropiado o deseado, tal como oral, nasal, topica, pulmonar, transdérmica o parenteral, por ejemplo, rectal,
subcutanea, intravenosa, intrauretral, intramuscular, intranasal, disolucion oftalmica o pomada.

Preferiblemente, el compuesto de férmula () para uso segun la presente invencion, o las composiciones
farmacéuticas para uso segun la presente invencion, tal como se dan a conocer en el presente documento, pueden
administrarse por via oral, por via transdérmica o por via parenteral.
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A los efectos de la presente invencion, el excipiente incluido en las composiciones farmacéuticas para uso segun la
presente invencion se refiere a un componente inerte tal como, pero sin limitarse a, codisolventes, tensioactivos,
aceites, humectantes o agentes de humectacion, emulsionantes y agentes de suspension, agentes edulcorantes o
aromatizantes, conservantes, estabilizantes y antioxidantes.

Las cantidades eficaces de los excipientes son aquellas cantidades que son eficaces para obtener una formulacion
farmacéuticamente aceptable en cuanto a solubilidad, actividad bioldgica, etc.

Tales composiciones farmacéuticas para uso segun la presente invenciéon pueden incluirse en una capsula, un
sobre, un papel u otro recipiente. A la hora de preparar las composiciones, pueden usarse técnicas convencionales
para la preparacion de composiciones farmacéuticas. Por ejemplo, los compuestos para uso segun la presente
invencion pueden mezclarse con un excipiente, o diluirse con un excipiente, o incorporarse en el interior de un
excipiente. Cuando el excipiente sirve como diluyente, puede ser un material sélido, semisdlido, o liquido que actia
como vehiculo o medio para el compuesto activo. Los compuestos para uso segun la presente invencion pueden
adsorberse en un recipiente solido granular, por ejemplo, en un sobre. Dichas composiciones también pueden incluir
agentes de humectacién, agentes de emulsificacion y suspension, agentes conservantes, agentes edulcorantes o
agentes aromatizantes, conservantes, estabilizantes y antioxidantes.

Las composiciones farmacéuticas pueden esterilizarse y mezclarse, si se desea, con emulsionantes, sales para
influir en la presion osmética, tampones y/o sustancias colorantes, que no reaccionen de forma perjudicial con los
compuestos para uso segun la presente invencion. Puede usarse cualquier tampoén farmacolégicamente aceptable,
tal como los tampones Tris o fosfato.

Algunos ejemplos de excipientes adecuados son agua, soluciones salinas, alcoholes, polietilenglicoles, aceite de
ricino polihidroxietoxilado, aceite de cacahuete, aceite de oliva, lactosa, terra alba, sacarosa, ciclodextrina, amilosa,
estearato de magnesio, talco, gelatina, agar, pectina, goma arabiga, acido estearico o (alquil inferior)-éteres de
celulosa, acido silicico, acidos grasos, aminas de acidos grasos, monoglicéridos y diglicéridos de acidos grasos,
ésteres de acidos grasos de pentaeritritol, polioxietileno, hidroximetilcelulosa, y polivinilpirrolidona. De manera
similar, el excipiente o diluyente puede incluir cualquier material de liberacion sostenida conocido en la técnica, tal
como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo, solo o mezclado con una cera.

La dosificacion de los compuestos y las composiciones dados a conocer segun la invencion varia dependiendo del
compuesto y la afeccion que esté tratandose, por ejemplo, la edad, el peso, y el estado clinico del paciente receptor,
asi como su uso en combinacion con otros agentes terapéuticos. Otros factores incluyen: la via de administracion, el
paciente, el historial médico del paciente, la gravedad del proceso patoldgico, y la potencia del compuesto particular.
La dosis, o cantidad eficaz, debe ser suficiente para mejorar los sintomas o signos de la enfermedad tratada sin
producir una toxicidad inaceptable para el paciente.

Por consiguiente, otra realizacion preferida de la invencion es el esquema de dosificacion de los compuestos y las
composiciones para uso segun la presente invencion. El término “forma de dosificacion unitaria” se refiere a
unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para sujetos, conteniendo cada unidad una
cantidad predeterminada de material activo calculada para producir el efecto farmacéutico deseado en asociacion
con el excipiente farmacéutico requerido (diluyente, portador o vehiculo). Las especificaciones de las formas de
dosificacion unitarias de esta invencion vienen dictadas por, y dependen de, (a) las caracteristicas singulares de los
compuestos dados a conocer anteriormente en el presente documento y el efecto particular que va a lograrse y (b)
las limitaciones inherentes a la técnica en la que se usan dichos compuestos en un sujeto que lo necesita. Ejemplos
de formas de dosificacion unitarias son comprimidos, capsulas, pastillas, bolsitas de polvo, obleas, supositorios,
granulos, sellos, cucharaditas, cucharadas, goteros, ampollas, viales, aerosoles con dosificador, multiplos
segregados de cualquiera de los anteriores, y otras formas tal como se describen en el presente documento. Los
compuestos y las composiciones dados a conocer en el presente documento pueden incluirse en kits, que pueden
contener una o mas formas de dosificacion unitarias de las composiciones, asi como otras composiciones que
comprenden agentes terapéuticos adicionales, tal como se dan a conocer en el presente documento, e instrucciones
para su uso.

Por consiguiente, otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit de partes que comprende una o mas
formas de dosificaciéon unitarias de una composiciéon farmacéutica que comprende al menos un compuesto de
férmula (1), tal como se da a conocer en el presente documento, y al menos un excipiente farmacéuticamente
aceptable; y opcionalmente una o mas formas de dosificacion unitarias de otra composicion farmacéutica que
comprende uno o mas agentes terapéuticos adicionales para uso en la prevencion y/o el tratamiento de trombosis tal
como trombosis arterial, asi como patologias asociadas con la formacion de trombos, tales como ictus isquémico,
ateroesclerosis, arteriopatia coronaria o infarto de miocardio, tal como se da a conocer en el presente documento, e
instrucciones para su uso.

Las instrucciones se refieren al modo de administracién que indica que las formas de dosificacién unitarias descritas

en el presente documento, que comprenden los compuestos y las composiciones dados a conocer en la presente
invencioén, pueden administrarse una o mas veces al dia, a la semana, al mes, etc.

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES3022546 T3

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Interaccion entre GPVI y (A) péptido relacionado con colageno (CRP), el ligando natural de GPVI, o
(B) compuesto (lf), a diferentes concentraciones.

Figura 2. Efecto de (A) compuesto (lp); (B) compuesto (Ic) y (C) compuesto (le) a una concentracion 10 uM, en
agregacion inducida por CRP (1 pg/ml) en plaquetas humanas. Se usé DMSO al 0,5 % como control.

Figura 3. Inhibicion de la agregaciéon plaquetaria por el compuesto (lc) en plaquetas expuestas a (A) colageno,
(B) trombina y (C) rodocitina. Se us6 DMSO al 0,5 % como control.

Figura 4. Ensayos de extension de plaquetas. Imagenes de la forma de plaquetas proporcionada mediante tincion
con faloidina adquiridas mediante microscopia de fluorescencia confocal. Se proporciona la inhibicion de la
extension de plaquetas en CRP (1 uyg/ml) para los compuestos (Ip), (Ic), (Ir) y (In), en comparacién con un control
donde sélo estaba presente CRP con DMSO al 1 %. Se obtuvieron el nimero medio de plaquetas y el area media
por plagueta cuando se administré cada uno de los compuestos de prueba (lv), (Ic), (If) y (In) a una dosis de 10 pM,
respectivamente. (A1) Numero medio de plaquetas, area media por plaqueta y (A2) imagenes mostradas para un
primer ensayo llevado a cabo con los compuestos (I5) y (ln). (B1) Numero medio de plaquetas, area media por
plaqueta y (B2) imagenes mostradas para un segundo ensayo llevado a cabo con los compuestos (lp), (Ic) y (l7).

Figura 5. Porcentaje de inhibicion de las enzimas citocromo P450 (A) CYPA2, (B) CYP2C19, (C) CYP206,
(D) CYP2C9 y CYP3A4 con testosterona (E) y midazolam (F) como sondas, con el compuesto (ls) a diferentes
concentraciones molares (se muestra el logaritmo de la concentracion molar usada).

Ejemplos

Los ejemplos de la presente invencién descritos a continuacion tienen como objetivo ilustrar sus realizaciones
preferidas sin limitar su alcance de proteccion.

EJEMPLO 1: Modelo de unién de los compuestos de formula (1) a GPVI

Se realizd un estudio in silico para analizar las posibles interacciones de las moléculas de férmula (I) con GPVI
usando una simulacion de acoplamiento virtual. En este analisis se uso la estructura GPVI 2GI7 a partir de PDB,
siguiendo un protocolo previamente descrito [Alvarez-Coiradas et al., (2020)].

El compuesto (ln) interactia mejor con la diana en comparaciéon con el compuesto (lf): mejor compuesto conformero
(In): -9,5 kcal/mol frente a mejor compuesto conférmero (lf): -8,1 kcal/mol.

Las observaciones preliminares de los presentes inventores muestran que ningun residuo de cisteina esta implicado
en la interaccion y que los sitios de union para el mejor conférmero son diferentes, aunque las moléculas pueden
unirse al sitio de unién de ligandos enddgenos (no mostrado).

EJEMPLO 2: Ensayo de unién biofisico de los compuestos de formula (1) a GPVI

Se desarrolldé un ensayo biofisico para ensayar la interaccion directa con GPVI usando una metodologia sin
marcadores basada en la redistribucion dinamica de masa (DMR).

Este protocolo consiste en inmovilizar la proteina diana en una superficie mediante medios quimicos y luego medir el
indice de refraccion de una luz dirigida a la parte inferior de la superficie, que contiene un sensor. Se ha usado
previamente con otras dianas para determinar la potencia de ligandos tales como péptidos y moléculas [Akhter et al.,
(2017) y Alvarez-Coiradas et al., (2020)].

Brevemente, las placas de alta sensibilidad EnSpire LFB (PerkinElmer 6057460, EE. UU.) se activaron con EDC
(clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida) 400 mM (Sigma Aldrich, Reino Unido) y sulfo-NHS (sulfo-
N-hidroxisulfosuccinimida) 100 mM (Thermo Fisher, EE. UU.) diluidos en agua ultrapura durante 30 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, las microplacas se lavaron con agua ultrapura. La proteina GPVI se
inmovilizé (25 pg/ml) en tampdn acetato de sodio 20 mM, pH 5,5. Después de una incubacion durante la noche a
4 °C, la microplaca se lavé con PBS con Tween-20 al 0,005 %, pH 7,4 (tampo6n de ensayo). La lectura inicial se
realizo tres horas después en el lector de placas de multiples marcadores EnSpire™ 2300 (PerkinElmer, Singapur).
Se afiadieron los compuestos a la microplaca, se incubaron durante 1 h y se realizd la lectura final en el lector de
placas de multiples marcadores EnSpire™ 2300. Se emplearon CRP recombinante y tampén de ensayo como
control positivo y negativo, respectivamente.

Los compuestos se sometieron a ensayo por medio de curvas de concentracion-respuesta con concentraciones
entre 100 uM y 0,4 uM (diluciones en serie 1:3 por triplicado), mientras que CRP se sometié a ensayo de manera
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similar comenzando con una dosis maxima de 7 pg/ml y con un total de 6 concentraciones (diluciones en serie 1:2
por triplicado). La respuesta (pm) se obtuvo restando la medicién inicial de la lectura final.

Se hallo que el péptido relacionado con colageno (CRP), el ligando natural de GPVI, muestra una respuesta
dependiente de la dosis robusta al interactuar con la diana. Curiosamente, el compuesto de férmula (If) muestra un
perfil de interaccidon con molécula diana similar a CRP con GPVI (figura 1).

Ademas, los compuestos de férmula (la), (Ib), (Ic), (Ia) ¥ (le) también muestran (tabla 1 a continuacién) una respuesta
similar hacia la interaccion a dosis micromolares, lo que sugiere la uniéon a GPVI.

Por otro lado, se evaluaron dichos compuestos frente a otros compuestos con una estructura similar, tales como los
compuestos de referencia Ay B:

Cl
N
AR
N
N0
_ )
a
Compuesto de referencia A Compuesto de referencia B

Los compuestos de referencia A y B, que tienen una estructura similar a la de los compuestos de féormula (1), no
mostraron un buen perfil de interaccion (tabla 1 a continuaciéon) con GPVI, lo que indica que las caracteristicas
especificas de los compuestos de formula (l) permiten un buen perfil de interacciéon con GPVI.

Concentracion de compuesto (1 uM) Concentracion de compuesto (10 M)
Media DE Media DE
Compuesto (1) 10,8 8,08 19,81 2,89
Compuesto (Ip) 13,76 7,00 20,47 414
Compuesto (l¢) 12,37 5,72 25,42 3,51
Compuesto (lq) 17,38 6,66 28,66 4,52
Compuesto (le) 6,50 7,63 25,16 3,35
Compuesto de ref. A -9,78 3,60 1,91 12,48
Compuesto de ref. B 6,77 3,78 -16,01 14,48

Tabla 1: Interaccién de los compuestos de formula (I) con GPVI a diferentes concentraciones molares (1 uM y
10 uM).

EJEMPLO 3: Efecto de los compuestos de férmula (1) sobre los transitorios de calcio en plaquetas humanas

Se uso6 un ensayo de movilizacion de Ca*? intracelular para ensayar la actividad de los ligandos en plaquetas. Este
ensayo mide los cambios de calcio en tiempo real mediante el colorante fluoréforo Calcium 4, lo que proporciona una
forma util de caracterizar la activacion plaquetaria mediante la sefializacion de GPVI [Barrachina et al. (2021)].

Ensayos de movilizacion de Ca*2 intracelular:

Las plaquetas lavadas (5x10E6) se incubaron con el reactivo FLIPR Calcium 4 (Molecular Devices LLC, San José,
CA, EE. UU.) en una placa de fondo transparente de 384 pocillos (Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmiinster, Austria) y se complementaron con probenecid (Invitrogen™, Carlsbad, CA, EE. UU.) al 0,07 %
durante 1 h a 37 °C. Las plaquetas se incubaron conjuntamente durante 10 min con los compuestos ensayados e
inhibidores de mediadores secundarios (apirasa 2 U/ml e indometacina 10 uM (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EE.
UU.)) en condiciones de no agregacion (eptifibatida 9 yM (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, EE. UU.)). Luego, se
afadio el agonista especifico de GPVI, péptido relacionado con colageno (CRP), a la suspension de las plaquetas a
diferentes dosis. Tanto los posibles inhibidores de GPVI como CRP se dispensaron automaticamente mediante el
sistema de deteccion de farmacos funcionales FDSS7000EX (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japoén). Se
evaluo la movilizacion Ca*? intracelular midiendo los cambios de fluorescencia (longitudes de onda de emision a 480
nm y excitacion a 540 nm) en tiempo real durante 15 min después de la adicion del agonista. EI 100 % se expreso
como liberacion maxima de Ca*? en plaquetas tratadas con el agonista CRP. Para determinar la Clsg, los
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compuestos se ensayaron a 9 concentraciones diferentes por duplicado, comenzando desde 10 uM vy realizando
diluciones en serie 1:3. El andlisis de los datos se realizd con el software GraphPad Prism® (version 6.0e, marzo de
2014) (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.) realizando un ajuste de regresion no lineal para log(inhibidor)
frente a la actividad relativa de CRP usando una pendiente de Hill de -1, y restricciones superior e inferior de 100 y
0, respectivamente.

Los resultados (tabla 2) indican que los compuestos de férmula (I) ensayados son capaces de inhibir la movilizacion
de calcio a concentraciones micromolares tras la activaciéon de plaquetas humanas inducida por farmaco con CRP:

% de inhibicién del efecto de CRP a 1 yM
Media DE
Compuesto (1) 68,16 1,26
Compuesto (I5) 31,02 1,40
Compuesto (1) 53,74 7,20
Compuesto (1) 15,91 0,03
Compuesto (l¢) 34,05 43,13
Compuesto (lq) 35,97 4.44
Compuesto (le) 24,64 19,30

Tabla 2: Efecto de los compuestos de formula () sobre la movilizacién de calcio en plaquetas humanas.

EJEMPLO 4: Solubilidad de los compuestos de férmula (1) en agua

La solubilidad se determin6 mediante nefelometria para evaluar su posible impacto en los bioensayos a
concentraciones activas.

Se diluyeron disoluciones madre (102 M) de los compuestos de formula (I) ensayados en un intervalo de molaridad
de desde 300 uM hasta 0,1 uM en una placa transparente de 384 pocillos (Greiner 781801) en disoluciéon tampén de
DMSO al 1 %:PBS al 99 %. Luego, se incubaron dichos compuestos durante 2 horas a 37 °C y se leyeron en un
dispositivo NEPHELOstar Plus (BMG LABTECH).

Los resultados se ajustaron a una regresion segmentada para obtener la concentracion maxima a la que son
solubles los compuestos. La digoxina y la prazosina se incluyeron como referencia para farmacos de alta solubilidad,
mientras que la progesterona se ensayé como referencia para farmacos de baja solubilidad, y los datos obtenidos en
el experimento indican el perfil de solubilidad esperado. Los compuestos activos muestran una solubilidad global a
concentraciones superiores a 20 pM, lo que indica que los bioensayos pueden realizarse en intervalos micromolares
bajos (véase la tabla 3):

Compuesto de férmula (1) Solubilidad (uM) Solubilidad notificada (uM)
(Is) 61,5
(la) 54
(Ib) 50,0
(lc) 51,9
(la) 21,9
(le) 22,5
Digoxina 96,9 59,3*
Prazosina 77,2 26,3*
Progesterona 51 3,7F

Tabla 3: Solubilidad de los compuestos de formula (I). * Solubilidad de patrones a partir de [Dehring et al. (2004)].

EJEMPLO 5: Efecto de los compuestos de férmula (1) sobre la agregacién de plaquetas humanas

Se llevaron a cabo ensayos de agregacion plaquetaria para evaluar la potencia de los compuestos activos tal como
se describid previamente [Barrachina et al. (2021)].
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Brevemente, se aislaron plaquetas humanas de al menos 7 individuos sanos y se lavaron. Luego, se incubd la
suspension con los compuestos a 10 uM a 37 °C durante 4 min en un agregometro Chrono-log® 490-X (Chrono-log
Corporation, Havertown, PA, EE. UU.). Después de eso, se estimularon las plaquetas con el agonista CRP a 1 ug/ml
durante 5 min.

Los datos muestran una inhibicidon consistente de la agregacion plaquetaria para los compuestos de férmula (I): (Ip),
(Ie) y (le) (figuras 2A, 2B y 2C, respectivamente), aunque con menor potencia que el compuesto (In) y el compuesto
(If) (56 = 20 % de inhibicion para el compuesto (ln), y 70 £ 19 % para el compuesto (If)).

Ademas, se llevé a cabo una evaluacion de la selectividad del compuesto activo (Ic) a 10 uM basandose en ensayos
de agregacion. Brevemente, se aislaron plaquetas humanas de individuos sanos y se lavaron. Los agonistas usados
en este ensayo de selectividad fueron colageno, rodocitina y trombina.

Los datos muestran una inhibicion consistente de la agregacion plaquetaria por el compuesto (lc) en plaquetas
expuestas a colageno (figura 3A), mientras que la agregacion inducida por rodocitina y trombina permanece sin
cambios (figuras 3B y 3C, respectivamente).

EJEMPLO 6: Efecto de los compuestos de férmula (1) sobre |la extensién de plaguetas humanas

Se llevaron a cabo experimentos de extensién de plaquetas para evaluar la potencia de los compuestos de formula
(1), ejemplificados por los compuestos (ls) y (In).

Las plaquetas pueden cambiar de una forma redondeada y no adherente a una forma aplanada y adherente al
exponerse a ligandos. Este efecto de “extensiéon” puede conducir a la formacién de un reordenamiento de las
proteinas citoesqueléticas. La adhesién y el grado de extension (area cubierta) de plaquetas pueden cuantificarse.

Brevemente, se aislaron plaquetas humanas de individuos sanos y se lavaron. Luego, se incubaron las plaquetas
con los inhibidores a 10 yM durante 5 min a temperatura ambiente y luego durante 45 min a 37 °C en cubreobjetos
recubiertos con 1 pg/ml de agonista (CRP).

Las imagenes de la forma de plaquetas proporcionada mediante tincion con faloidina se adquirieron mediante
microscopia de fluorescencia confocal y el area se analizé mediante ImageJ [Onselaer ef al., (2020)]. Los datos
muestran inhibicion de la extension de plaquetas en CRP para los compuestos (lv), (Ic), (If) y (In), en consonancia con
el efecto inhibidor sobre la agregacion (véase el nimero medio y el area media de plaquetas).

EJEMPLO 7: Efecto de los compuestos de férmula (1) sobre |a viabilidad de plaguetas humanas

También se evalud la posible toxicidad de los compuestos de férmula (1). El ensayo usa calceina-AM como marcador
de la viabilidad de plaquetas. La calceina-AM es una molécula no fluorescente permeable a la membrana, que se
convierte en calceina fluorescente mediante esterasas intracelulares.

Ensayo de citometria de flujo de calceina-AM relacionado con la viabilidad

Para medir la posible toxicidad de los inhibidores, se realizd un ensayo de viabilidad basado en la unién de calceina-
AM, medida mediante citometria de flujo. Las plaquetas lavadas (2,5x10E8 plaquetas/ml) se incubaron durante
10 min con 10 uM de los compuestos que iban a ensayarse o DMSO al 0,1 % (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EE.
UU.) como vehiculo. Luego, se afiadié 1 ul de calceina-AM 0,1 mg/ml (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EE. UU.) a la
suspension y se incubd durante 20 min adicionales a temperatura ambiente. La union de calceina-AM se midié por
triplicado con un citometro de flujo Accuri C6 (BD Biosciences, San José, CA, EE. UU.). Los datos se analizaron
comparando el promedio del porcentaje de eventos positivos en presencia del inhibidor con el promedio del
porcentaje de eventos positivos en ausencia del inhibidor (vehiculo).

En general, los compuestos de formula (I) evaluados a 5 y 10 uM no afectan significativamente a la viabilidad.

EJEMPLO 8: Estabilidad plasmatica y metabdlica, unién a proteinas plasmaticas e inhibicion de CYP de los
compuestos de férmula (1)

1.- ESTABILIDAD PLASMATICA

En el ensayo se empled plasma de rata, ser humano, raton y perro extraido de donantes sanos en tubos con citrato.
Se incubaron las placas que contenian 5 pM de los compuestos en plasma (volumen total: 100 pl) a 37 °C en

diferentes tiempos (0, 60, 120 y 360 min). Luego, se afiadieron 300 ul de acetonitrilo para precipitar la proteina
plasmatica, y se centrifugd la placa a 4000 g durante 60 min a 4 °C.
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Fase estacionaria: ACQUITY BEH C18 1,7 uym 2,1x50 mm de fase inversa (Waters)

Fase movil: acido féormico al 0,1 % en agua/acido férmico al 0,1 % en acetonitrilo

Gradiente:

Flujo: 0,6 ml/min.

El equipo cromatografico empleado fue un dispositvo UPLC QSM Waters Acquity. Las concentraciones de

Tiempo Agua Acetonitrilo
0,0 95 % 5%
0,1 95 % 5%
1 0% 100 %
2 0% 100 %
21 95 % 5%
2,5 95 % 5%

Tabla 4: Gradiente de UPLC / ensayo de estabilidad plasmatica.

compuesto se calcularon a partir de las areas de pico de EM.

Resultados:
t (min)
0 60 120 360
Rata 100,0 105,5 105,4 81,6
Ser humano 100,0 101,0 101,7 101,4
(I) 10 uM
Ratén 100,0 67,8 41,6 5,6
Perro 100,0 89,2 85,1 83,5
Rata 100,0 88,8 95,1 65,7
Ser humano 100,0 104,3 107.,4 106,4
(Iy) 100 M
Ratén 100,0 77,6 57,5 9,6
Perro 100,0 101,4 106,5 102,4

Tal como se observa a partir de los resultados mostrados en la tabla 5, el compuesto de formula (lf) tiene una alta

Tabla 5: Estabilidad plasmatica de los compuestos de formula (I).

estabilidad plasmatica en ser humano (niveles maximos) y ratas, pero no en ratones.

2.- ESTABILIDAD METABOLICA

En el ensayo se emplearon microsomas de Tebu-bio Xenotech, que tenian un contenido de proteina de 20 mg/ml.

Se afiadieron las siguientes cantidades a cada pocillo de una microplaca de 96 pocillos.
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Rata (ul) | Raton (ul) Perro (ul) Ser humano (ul)

Tampon fosfato Na/K 50 mM pH 7,4 301 310 308 296
MgClz 30 mM
NADP 10 mM

COFACTORES 163 163 163 162,5

Glucosa 6-P 100 mM
Glucosa 6-PDH 40 U/ml

Microsomas de rata 31,4
Microsomas de ser humano 36,5
Microsomas de ratén 22,4
Microsomas de perro 24,5
Compuesto de ensayo 5 5 5 5
Volumen total (pl) 500 500 500 500

Tabla 6: Ensayo de estabilidad metabdlica.
Se incubaron las placas a 37 °C y se tomaron muestras de 75 pl a los 0, 10, 20, 40 y 60 minutos.
Se transfirieron las muestras a una microplaca y se afiadieron 75 ul de acetonitrilo + Pl (rolipram) para inactivar los
microsomas y 30 pl de HO con acido formico al 0,5 % para mejorar las condiciones cromatograficas y se
mantuvieron a 4 °C. Cuanto se tomaron todas las muestras, se centrifugd la placa a 46000 g durante 30 min a 15 °C.

Fase estacionaria: ACQUITY BEH C18 1,7 um 2,1x50 mm (Waters)

Fase movil: A: acido férmico al 0,1 %; B: acetonitrilo + acido féormico al 0,1 %

Gradiente:

Tiempo (min) A B
0,0 95 % 5%
0,1 95 % 5%
1,0 0% 100 %
2,0 0% 100 %
21 95 % 5%
2,5 95 % 5%

Tabla 7: Gradiente de UPLC / ensayo de estabilidad metabdlica.
Flujo: 0,6 ml/min
El equipo cromatografico empleado fue un dispositivo UPLC QSM Waters Acquity.

La estabilidad metabdlica se calculé a partir del logaritmo del compuesto restante en cada uno de los tiempos
evaluados.
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Rata Ratén
Compuesto % restante t1/2 l /mi(r:1|’1nr:1 de % restante t1/2 Clint
() (min) H prot )g () (min) | (pl/min* mg de prot.)
(If) 49,9 62,1 8,89 71,6 109 7,09
Testosterona 0,14 0,9 610 0,06 4,76 163
Perro Ser humano
Compuesto | % restante t1/2 Clint % restante t1/2 Clint
) (min) | (ul/min*mg de prot.) ) (min) | (pl/min* mg de prot.)
(Iy) 89,2 325 2,17 41,21 46,88 10,13
Testosterona 49,1 59,9 11,8 4,02 12,95 36,66

Tabla 8: Estabilidad metabdlica de los compuestos de formula (l) en ratas, ratones, perros y seres humanos / (*)
tiempo de muestreo de 60 min.

3.- UNION A PROTEINAS PLASMATICAS:

En el ensayo se empleo plasma de Seralab y se llevé a cabo mediante didlisis de equilibrio rapido (RED) de Thermo
Scientific.

Los compuestos se disolvieron a 5 yM en plasma y se afiadieron al inserto correspondiente del dispositivo de RED.
El tampdn de didlisis se afadié al inserto correspondiente del dispositivo de RED. La placa se incub6 durante 4 h a
37 °C.

Después del periodo de incubacion, se transfirieron alicuotas de 50 pl de cada camara a viales vacios. Se afadieron
50 pl de tampon de dialisis a las muestras de plasma y se afiadieron 50 pl de plasma a las muestras de tampén. Se
afnadieron 300 ul de acetonitrilo a todas las muestras y se centrifugaron a 4000 rpm. Se transfirieron alicuotas de
100 pl de los sobrenadantes a una placa de analisis de CL.

Las muestras se analizaron en un dispositivo UPLC/EM/EM.

Fase estacionaria: Acquity UPLC® BEHC18 1,7 um (2,1 mm x 50 mm) (Waters)

Gradiente: A (H2O + acido formico al 0,1 %); B (ACN + acido férmico al 0,1 %)

Flujo: 0,6 ml/min

Tiempo (min) A B
0,0 95 % 5%
0,1 95 % 5%
1,0 0% 100 %
2,0 0% 100 %
21 95 % 5%
2,5 95 % 5%

Tabla 9: Gradiente de UPLC / ensayo de unién a proteinas.

El equipo cromatografico empleado fue un sistema ACQUITY UPLC/Xevo TQD. Las concentraciones de compuesto
se calcularon a partir de las areas de pico de EM.
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Compuesto Up?;ir:nzt?ggle(i%s Fraccion no unida (%) In::)eprgac:g ?eenia:g?np;a(g/ioc';n,
RATA 99,90 0,10
SER HUMANO 99,89 0,11
) RATON* 99,54 0,46
PERRO 99,85 0,15
RATA 86,24 13,76 73,0-89,0
Fenitoina SER HUMANO 82,23 17,77 78,4-94 4
RATON 82,06 17,94 73,5-89,5
PERRO 81,06 18,94 70,4-86,4

Tabla 10: Unién a proteinas plasmaticas de los compuestos de formula (I) en ratas, ratones, perros y seres humanos
! (*) baja recuperacion.

Tal como se observa en la tabla 10, el compuesto (If) mostré una union a proteinas plasmaticas muy alta.

4.- INHIBICION DE CYP:

El citocromo P450 (CYP) es una familia de enzimas que desempefian un papel fundamental en el metabolismo de
los farmacos. Es importante evaluar el potencial de un compuesto para inhibir una enzima citocromo P450
especifica, ya que la coadministracion de compuestos puede dar como resultado que uno o ambos inhiban el
metabolismo del otro.

Todas las incubaciones se realizaron en 250 yl de medio de reaccién que contenia tampén fosfato de sodio/potasio
50 mM, pH 7,4, MgCl; 3 mM, un sistema de regeneracion de NADPH con NADP 1 mM, glucosa 6-fosfato 10 mM y
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa 1 U/ml, 0,5 mg de proteina/ml de microsomas hepaticos (HLM Xenotech), y un
coctel de sustrato compuesto por fenacetina para CYP1A2, diclofenaco para CYP2C9, S-mefenitoina para
CYP2C19, bufuralol para CYP2D6, midazolam para CYP3A4, y testosterona para CYP3A4. Las concentraciones
finales de sustrato en el medio de reaccion fueron: fenacetina 10 uM, diclofenaco 10 uyM, bufuralol 5 uM, S-
mefenitoina 100 pM, midazolam 5 yM y testosterona 50 yM. Tras la incubacién a 37 °C durante 25 min, las
reacciones se detuvieron mediante la adicioén de acetonitrilo helado y la placa se centrifugd a 4000 g durante 60 min
a4°C.

El compuesto de férmula (1) usado en el ensayo de inhibicion fue el compuesto (If) a diferentes concentraciones (la
figura 5 muestra el logaritmo de las diferentes concentraciones molares usadas frente al % de inhibicién de la
enzima CYP).

Se tomd el sobrenadante y se analizd mediante UPLC/EM/EM para la cuantificacion de muestras. El equipo
cromatografico empleado fue un dispositivo UPLC QSM Waters Acquity.

Fase estacionaria: Acquity UPLC® BEHC18 1,7 um (2,1 mm x 100 mm) de fase inversa (Waters)
Fase movil: acido féormico al 0,1 % en agua/acido férmico al 0,1 % en acetonitrilo

Flujo: 0,8 ml/min

Gradiente:
Tiempo Agua Acetonitrilo
0 100 % 0%
0,1 100 % 0%
0,5 2% 98 %
0,75 2% 98 %
1 100 % 0%

Tabla 11: Gradiente de UPLClensayo de inhibicién de CYP.
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Los resultados para el compuesto (If) se muestran en la tabla 12 a continuacion, asi como en las figuras 5A-F.

% de inhibicion (10 uM) Clso (M)
CYP1A2 -5,3 >10
CYP2C9 -0,7 >10
CYP2C19 -18,8 >10
CYP2D6 -2,9 >10
CYP3A4 (midazolam) -9,4 >10
CYP3A4 (testosterona) -12,8 >10

Tabla 12: Ensayo de inhibicion de CYP con los compuestos de férmula (1).
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REIVINDICACIONES

Compuesto de férmula (1), o sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo:

R? N
[ -NH g
TS% 7,/%

ey

0
en donde R’ se selecciona de un grupo que consiste en -CHz- 0 un grupo R%

0O

Yol

(R?),

en donde R? esta unido a la 2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioxina por el atomo de nitrégeno del anillo de pirrolidin-
2-ona; en donde R3 se selecciona del grupo que consiste en un fenilo sustituido con uno o mas grupos R?,
un grupo naftilo sustituido con uno o mas grupos R*, un grupo 1,2,3,4-tetrahidronaft-6-ilo sustituido con uno
0 mas grupos R*y un grupo 2-oxo-1,2,3,4-tetrahidroquinolin-6-ilo; y en donde R* es H o un haldgeno;

para uso como inhibidor de GPVI en la prevencion y/o el tratamiento de trombosis, asi como patologias
asociadas con la formacién de trombos seleccionadas de: ictus isquémico, ateroesclerosis, arteriopatia
coronaria o infarto de miocardio.

Compuesto de férmula (1) para uso segun la reivindicacion 1 seleccionado del grupo que consiste en I, Iy, I,
ld, le, Iy In:

(I) (lo)
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D_,,J
(le)
NH
Wo
o
(1)
O NH
8}
N
[ > [
5 g / N -0

(In).

Compuesto de formula (I) para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en donde dicho
compuesto de formula (l) se administra antes de, en combinacién con, o posteriormente después de la
administracion de un agente terapéutico adicional para uso en la prevencion y/o el tratamiento de
trombosis, asi como patologias asociadas con la formacion de trombos seleccionadas de: ictus isquémico,
ateroesclerosis, arteriopatia coronaria o infarto de miocardio.

Compuesto de formula (I) para uso segun la reivindicacion 3, en donde dicho agente terapéutico adicional
es un farmaco antiplaquetario.

Compuesto de férmula () para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 3 6 4, en donde dicho agente
terapéutico adicional se selecciona del grupo que consiste en un inhibidor de ciclooxigenasa, un inhibidor
del receptor de difosfato de adenosina, un inhibidor de fosfodiesterasa, antagonista del receptor activado
por proteasa 1, un inhibidor de glicoproteina IIB/IIIA, un inhibidor de la recaptacion de adenosina y un
inhibidor de tromboxano.

Composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto de formula (1), o una sal o un solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo:

R N
TS%N%Rj ) ]
g

U]
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en donde R' se selecciona de un grupo que consiste en -CHz- 0 un grupo R

0O

Yol

(R?),

en donde R? esta unido a la 2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioxina por el atomo de nitrégeno del anillo de pirrolidin-
2-ona; en donde R3 se selecciona del grupo que consiste en un fenilo sustituido con uno o mas grupos R?,
un grupo naftilo sustituido con uno o mas grupos R*, un grupo 1,2,3,4-tetrahidronaft-6-ilo sustituido con uno
0 mas grupos R*y un grupo 2-oxo-1,2,3,4-tetrahidroquinolin-6-ilo; y en donde R* es H o un haldgeno;
10

y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable, para uso como inhibidor de GPVI en la prevencion
y/o el tratamiento de trombosis, asi como patologias asociadas con la formacion de trombos seleccionadas
de: ictus isquémico, ateroesclerosis, arteriopatia coronaria o infarto de miocardio.

15 7. Composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 6, en donde dicho compuesto de formula (1) se
selecciona del grupo que consiste en |, I, I, lg, le, kY In:

Cl
@ N NH
AR

G

20 (Ic) (la)

(le)
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11.

12.

13.
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O NH
N
-9 W}’O
_ GJ
(In)
8] NH
e ‘ 0
T

(In).

Composicion farmacéutica para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 6 6 7, en donde dicha
composicion farmacéutica se administra antes de, junto con, o después de la administracién de un agente
terapéutico adicional para uso en la prevencion y/o el tratamiento de trombosis.

Composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 8, en donde dicha composicion farmacéutica
comprende ademas otro agente terapéutico adicional para uso en la prevencion y/o el tratamiento de
trombosis.

Composicion farmacéutica para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 8 6 9, en donde dicho agente
terapéutico adicional es un farmaco antiplaquetario.

Composicion farmacéutica para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en donde dicho agente
terapéutico adicional se selecciona del grupo que consiste en un inhibidor de ciclooxigenasa, un inhibidor
del receptor de difosfato de adenosina, un inhibidor de fosfodiesterasa, antagonista del receptor activado
por proteasa 1, un inhibidor de glicoproteina 1IB/IIIA, un inhibidor de la recaptacion de adenosina y un
inhibidor de tromboxano.

Composicion farmacéutica para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, en donde dicha
composicion farmacéutica se administra por via oral, por via transdérmica o por via parenteral.

Uso de un compuesto de féormula (I) en un sistema de ensayo in vitro para la detecciéon de la activacion
plaquetaria mediada por GPVI.
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FIGURA 2 (cont.)
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FIGURA 3 (Cont.)
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FIGURA 4
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FIGURA 4 (cont.)
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FIGURA 4 (cont.)
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FIGURA 4 (cont.)
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FIGURA 5 (cont.)
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FIGURA 5 (cont.)
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FIGURA 5 (cont.)
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