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DESCRIPCION

Materiales y métodos para tratar trastornos de coagulacién.
Antecedentes de la invencion

La warfarina (cumarina) es un anticoagulante que actiia inhibiendo factores de coagulacion dependientes de la
vitamina K. Los compuestos a base de warfarina son, normalmente, derivados de 4-hidroxicumarina, tales como
3-(a-acetonilbencil)-4-hidroxicumarina (COUMADIN). COUMADIN y otros anticoagulantes de cumarina inhiben
la sintesis de factores de coagulacion dependientes de la vitamina K, que incluyen los factores II, VII, IX y X. Las
proteinas anticoagulantes C y S se inhiben también por anticoagulantes de warfarina. Se cree que la warfarina interfiere
con la sintesis de factores de coagulacién inhibiendo la vitamina K epdxido reductasa, inhibiendo de ese modo la
regeneracion de la vitamina K.

Generalmente se observa un efecto de anticoagulacién aproximadamente 24 horas tras la administracién de una
unica dosis de warfarina y es eficaz durante de 2 a 5 dias. Aunque los anticoagulantes no tienen un efecto directo sobre
un trombo creado y no invierten el dafio tisular isquémico, el tratamiento con anticoagulantes estd destinado a evitar
la extensioén de codgulos formados y/o evitar complicaciones tromboembdlicas secundarias. Estas complicaciones
pueden dar como resultado secuelas graves y posiblemente mortales.

La FDA ha aprobado la warfarina para las siguientes indicaciones: 1) el tratamiento o la profilaxis de trombosis
venosa y embolia pulmonar, 2) complicaciones tromboembdlicas asociadas con fibrilacién auricular y/o sustitucién de
valvula cardiaca, y 3) reduccion del riesgo de fallecimiento, infarto de miocardio recurrente y accidente cerebrovascu-
lar o embolia sistémica tras infarto de miocardio.

Varios efectos adversos estdn asociados con la administracién de warfarina. Estos incluyen hemorragia mortal o
no mortal de cualquier tejido u 6rgano y complicaciones hemorrdgicas tales como paralisis. Otros efectos adversos
incluyen parestesia que incluye sensacion de frio y escalofrios; cefalea; dolor de pecho, abdominal, articular, muscular
u otro dolor; mareo; disnea; dificultad para respirar o tragar; hipotensién, debilidad, sudoracién idiopdtica o choque
idiopdtico. Otras reacciones adversas notificadas incluyen reacciones de hipersensibilidad/alérgicas, microembolia de
colesterol sistémica, sindrome de dedos purpura, hepatitis, lesién hepatica colestdsica, ictericia, enzimas del higado
elevadas, vasculitis, edema, fiebre, exantema, dermatitis, incluyendo erupciones ampollosas, urticaria, dolor abdominal
incluyendo célicos, flatulencia/hinchazén, fatiga, letargo, malestar, astenia, nduseas, vomitos, diarrea, dolor, cefalea,
mareo, disgeusia, prurito, alopecia e hipersensibilidad al frio.

La toxicidad de farmacos es una consideracién importante en el tratamiento de seres humanos y animales. Los
efectos secundarios téxicos que resultan de la administracion de fairmacos incluyen una variedad de estados que van
desde febricula hasta la muerte. El tratamiento con farmacos se justifica s6lo cuando los beneficios del protocolo de
tratamiento son mayores que los posibles riesgos asociados con el tratamiento. Los factores sopesados por el médico
incluyen el impacto cualitativo y cuantitativo del farmaco que va a usarse asi como el desenlace resultante si no se
administra el farmaco al individuo. Otros factores considerados incluyen el estado fisico del paciente, el estadio de
enfermedad y su historial de progresion y cualquier efecto adverso conocido asociado con un farmaco.

La eliminacién del farmaco es el resultado de la actividad metabdlica sobre el farmaco y la posterior excrecién del
farmaco del organismo. La actividad metabdlica puede tener lugar dentro del suministro vascular y/o dentro de 6rga-
nos o compartimentos celulares. El higado es un sitio principal del metabolismo de farmacos. El proceso metabdlico
puede degradarse en metabolismo primario y secundario, también denominado metabolismo de fase 1 y de fase 2. En
el metabolismo de fase 1, el farmaco se altera quimicamente mediante oxidacion, reduccion, hidrdlisis o cualquier
combinacién de los procesos mencionados anteriormente y habitualmente proporciona un producto mas polar que el
farmaco original. En el metabolismo de fase 2, los productos de la reaccion de fase 1 se combinan con sustratos endé-
genos, por ejemplo, dcido glucurdnico, para proporcionar un producto de adicién o de conjugacién que es incluso mas
hidréfilo que el producto de fase 1 y que se elimina ficilmente en la bilis o en la orina. En algunos casos, un formaco
puede experimentar s6lo metabolismo de fase 2 (conjugacion), en otros casos un fairmaco puede eliminarse sin modi-
ficar. La primera etapa en tales reacciones sintéticas es con frecuencia una conjugacion oxidativa realizada mediante
el sistema citocromo (CYP450). Los metabolitos formados en reacciones de fase 2 son normalmente el producto de
una reaccién de conjugacion realizada mediante una enzima transferasa. Estas reacciones incluyen glucuronidacion,
conjugacioén de aminodcidos, acetilacion, sulfoconjugacién y metilacién.

Las enzimas citocromo P450 (CYP450) de mamifero, incluyendo CYP450 humano, son proteinas que contienen
un grupo hemo unidas a la membrana que se descubrieron originariamente en microsomas de higado de rata. Con el
fin de funcionar, las enzimas CYP450 necesitan una fuente de electrones. Existen dos clases diferentes de cadenas de
transferencia de electrones para los CYP450. Estas dependen de la ubicacién de la enzima en la célula. Algunos P450
se encuentran en la membrana interna mitocondrial y algunos se encuentran en el reticulo endoplasmaético (RE). La
proteina que dona electrones a los CYP450 en el RE se denomina NADPH citocromo P450 reductasa. La ferredoxina
es el donador inmediato de electrones para los CYP450 en la mitocondria (CYP11A1, CYP11B1, CYP11B2, CYP24,
CYP27A1, CYP27B1, CYP27C1). NADPH es la fuente de electrones que fluye desde la ferredoxina reductasa hasta
la ferredoxina y luego al CYP450. Algunos P450 pueden aceptar también electrones del citocromo b5.
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Polimorfismos (diferencias en la secuencia de ADN halladas en el 1% o superior de una poblacién) pueden condu-
cir a diferencias en el metabolismo de farmacos, de modo que son caracteristicas importantes de los genes de CYP450
en seres humanos. El CYP2C19 tiene un polimorfismo que cambia la capacidad de la enzima para metabolizar me-
fenitoina (un firmaco marcador). En personas caucdsicas, el polimorfismo para el fenotipo metabolizador lento s6lo
se observa en el 3% de la poblacién. Sin embargo, se observa en el 20% de la poblacién asidtica. Debido a esta dife-
rencia, es importante ser consciente de la raza de una persona cuando se administran firmacos que se metabolizan de
manera diferente por poblaciones diferentes. Algunos farmacos que tienen un intervalo estrecho de dosis eficaz antes
de volverse toxicos podrian sobredosificarse en un metabolizador lento.

El CYP2D6 es quizas el P450 mejor estudiado con un polimorfismo de metabolismo de farmacos. Esta enzima
es responsable de oxidaciones de mas de 70 farmacos diferentes. Puesto que puede que no haya otro modo de eli-
minar estos farmacos del sistema, los metabolizadores lentos pueden correr un grave riesgo de reacciones adversas
a farmacos. Los sustratos de CYP2D6 incluyen antiarritmicos (flecainida, mexiletina, propafenona), antidepresivos
(amitriptilina, paroxetina, venlafaxina, fluoxetina, trazadona), antipsicéticos (clorpromazina, haloperidol, tioridazina),
beta-bloqueantes (labetalol, timolol, propanolol, pindolol, metoprolol), analgésicos (codeina, fentanilo, meperidina,
oxicodona, propoxifeno) y muchos otros farmacos. El CYP2EI se induce en los alcohélicos. Existe un polimorfismo
asociado con este gen que es mds comun en los chinos.

La subfamilia CYP3A es una de las familias mds importantes de metabolizacién de fairmacos en seres humanos. El
CYP3A4 es “el CYP450 expresado mds abundantemente en el higado humano”. (Arch. Biochem. Biophys. 369, 11-
23 1999) Se sabe que el CYP3A4 metaboliza méas de 120 farmacos diferentes, por ejemplo, acetaminofeno, codeina,
ciclosporina A, diazepam, eritromicina, lidocaina, lovastatina, taxol, cisaprida, terfenadina y warfarina, por nombrar
algunos.

El ndmero de reacciones adversas a farmacos (ADR) en Los Estados Unidos ha ascendido drasticamente en los
dltimos afios y ahora representa un problema de salud nacional critico. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
define una ADR como “una respuesta a un farmaco que es nociva e imprevista y que se produce normalmente a dosis
usadas normalmente en el hombre para la profilaxis, el diagndstico y el tratamiento de una enfermedad, o para la
modificacién de una funcién fisiolégica”. Para destacar la importancia del error en el origen de las ADR y el hecho
de que la mayoria (30-80%) de las ADR pueden evitarse, una definicién mds reciente de una ADR es “una reaccién
perceptiblemente dafiina o desagradable, que resulta de una intervencién relacionada con el uso de una especialidad
farmacéutica, que predice el peligro de una futura administracién y garantiza la prevencion o el tratamiento especifico,
o la alteracién del régimen de dosificacion, o la retirada del producto”.

Debido a que las ADR son una fuente principal de morbilidad y mortalidad en nuestro sistema sanitario, reducir
la incidencia de las ADR se ha convertido en una prioridad nacional (FDA, Center for Drug Evaluation and Research
(Centro para la evaluacién e investigacion de farmacos)). Segin cdlculos formales, cada afio se producen mds de
2.5 millones de ADR en hospitales, unidades para pacientes en consulta externa y residencias de ancianos, dando
como resultado mas de 106.000 muertes y teniendo un coste para la economia estadounidense de 136 mil millones de
ddlares anuales en morbimortalidad relacionada con fairmacos. Este gasto es mayor que el coste anual de enfermedad
cardiovascular y diabetes en Los Estados Unidos. Ademas, la tasa de mortalidad calculada asociada con las ADR hace
de ellas la cuarta causa principal de muerte en este pais.

Muchas ADR surgen del hecho de que la mayoria de los farmacos desarrollados por la industria farmacéutica in-
teraccionan significativamente con componentes del sistema CYP, o bien basdndose en ellos para su metabolismo y/o
bien inhibiendo o induciendo diversas fracciones del CYP. En otras palabras, debido a que tantas clases de farmacos
importantes (por ejemplo, antihipertensores, antihistaminicos, antidepresivos, inmunosupresores, estatinas) interac-
cionan con el sistema CYP, éste puede actuar como “cuello de botella” para el metabolismo seguro y la eliminacién
de estos agentes y puede conducir a efectos téxicos. Con respecto al metabolismo de farmacos, dos fracciones del
sistema CYP merecen especial mencion: CYP3A4 y CYP2D6. Aproximadamente una mitad de todos los farmacos
conocidos interaccionan con CYP3A4. Asimismo CYP2D6, una fraccién enzimadtica cuya actividad depende mucho
de la genética (polimorfismos genéticos), metaboliza un tercio de los farmacos de uso clinico. Estas dos enzimas estdn
implicadas en el metabolismo de compuestos similares a warfarina.

La inmensa mayoria (70-90%) de las ADR se producen como extensiones de sus efectos farmacolégicos esperados
(farmacologia exagerada). Esto es particularmente relevante para el uso de warfarina puesto que la extension del efecto
farmacolégico de la warfarina es la hemorragia. Aunque muchos factores diferentes pueden contribuir al desarrollo
de las ADR, un metabolismo de firmacos alterado que conduce a niveles elevados del fairmaco, o bien debido a
interacciones del farmaco a nivel enzimaético, alteraciones genéticas en la actividad enzimatica, y/o bien disfuncién de
organos (higado, rifién), desempefia un papel particularmente importante en el origen de las ADR.

El tratamiento con farmacos usando warfarina es particularmente dificil debido a que el metabolismo de la warfa-
rina es complejo y estd sometido a interacciones con una gran cantidad de otros farmacos, incluyendo farmacos que
se recetan comiinmente en pacientes que padecen fibrilacién auricular, tal como amiodarona, por ejemplo. La war-
farina es una mezcla de enantiémeros que tienen diferentes actividades intrinsecas en la enzima vitamina K ep6xido
reductasa (VKER). Estos enantiémeros tienen diferentes rutas metabolicas que usan diferentes isoenzimas CYP450.
El sistema metabdlico CYP450 puede inducirse o reprimirse mucho mediante una gran cantidad de factores externos
tales como la dieta y otras medicaciones. Ademas, el sistema CYP450 estd sometido a muchas variaciones genéticas y
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tiene una baja capacidad y puede saturarse facilmente. Por estos motivos, el metabolismo de la warfarina esta someti-
do a variaciones impredecibles y cada enantidmero tiene un destino metabdlico diferente y diferentes potencias en la
enzima VKER.

Ademds, la actividad de warfarina en la enzima VKER da como resultado la inhibicién de los factores de coagu-
lacién I, VIL IX y X, que tienen diferentes semividas propias, que oscilan desde horas (factor VII) hasta dias (factor
X). Debido a esta compleja situacion, el efecto farmacoldgico (aumento del tiempo de coagulacién) de la warfarina
se vuelve evidente sélo de 5 a 10 dias tras una dosis. Por tanto es fécil entender porqué el tratamiento con warfari-
na es extremadamente dificil de predecir y porqué los pacientes corren el riesgo de complicaciones por hemorragia,
incluyendo la muerte. En el estado actual del tratamiento con warfarina, los pacientes que estan tomando warfarina
deben informar a un laboratorio de coagulacién una vez a la semana con el fin de monitorizarse y con el fin de detectar
cualquier riesgo temprano de complicaciones por hemorragia. Incluso con este estricto sistema de monitorizacion,
muchos pacientes que estdn tomando warfarina mueren cada afio de complicaciones por hemorragia.

Los posibles problemas clinicos y riesgo comercial asociados con farmacos en desarrollo, que deben pasar la
“prueba de fuego” del metabolismo de P450, ha aumentado notablemente en Los Estados Unidos por los dos hechos
siguientes: 1) el nimero de recetas encargadas en este pais ha aumentado hasta aproximadamente 3 mil millones al
afio o 10 por persona, y 2) pacientes, particularmente aquéllos con una vida mds larga y que tienen problemas médicos
mds complejos, tienden a tomar multiples medicaciones. La dltima cuestion es importante porque la incidencia de las
ADR aumenta exponencialmente cuando los sujetos toman mds de cuatro farmacos. Aunque es una buena practica
evitar la polifarmacia, en muchos casos esto no es posible porque los pacientes requieren diferentes clases de farmacos
para tratar eficazmente afecciones complejas.

El ambito de la investigacién y desarrollo de fairmacos estd plagado de farmacos que fallaron que se retiraron
por la FDA debido a que produjeron ADR mortales que implicaban el metabolismo de CYP. Estos fairmacos eran
clinicamente eficaces y en muchos casos comercialmente satisfactorios. FAirmacos notables que se retiraron debido a
muertes relacionadas con ADR que implicaban el metabolismo de CYP450 incluyen terfenadina (febrero de 1998),
astemizol (julio de 1999) y cisaprida (enero de 2000). En cada uno de estos casos, las interacciones de los farmacos que
implicaban CYP3A4 hicieron que las concentraciones del agente farmacéutico aumentaran hasta tal punto que inhibian
significativamente un tipo particular de canal de potasio en el corazén denominado Ii,, que, a su vez, prolongaba el
intervalo QT y producia una forma potencialmente mortal de taquiarritmia ventricular denominada torsade de pointes
(taquicardia ventricular en entorchado).

Por tanto, es altamente deseable un andlogo de warfarina que tenga un destino metabdlico controlable y predecible,
que no dependa de CYP450, y serfa una incorporacion importante al arsenal de firmacos disponibles para tratar a los
pacientes con fibrilacion auricular. Anteriormente se han notificado ciertos andlogos de warfarina. Véase, por ejemplo,
el documento WO 02/085882, que se incorpora al presente documento como referencia.

Sumario de la invencion

La presente invencidn proporciona compuestos y composiciones farmacéuticas que son ttiles como anticoagulan-
tes o utiles en el tratamiento con anticoagulantes.

Segtin un primer aspecto de la presente invencioén se proporciona un compuesto de férmula:

(J
odend
OH

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo, en el que
R es alquilo C,-C; sustituido con al menos un halégeno;
R es alquilo C,-C; sustituido con al menos un halégeno;
R es alquilo C;-C; sustituido con al menos un halégeno; o

R es alquilo C;-Cy sustituido con al menos un halégeno.
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Segtin un segundo aspecto de la presente invencidn se proporciona un compuesto segtin la reivindicacién 1, en el
que:

R es alquilo C;-C; sustituido con al menos un grupo cloro;
R es alquilo C,-C; sustituido con al menos un grupo cloro;
R es alquilo C;-C; sustituido con al menos un grupo cloro; o

R es alquilo C;-Cy sustituido con al menos un grupo cloro;

Estos compuestos interaccionan con VKER y/o son ttiles como anticoagulantes y/o en el tratamiento con anticoa-
gulantes. La invencién también abarca composiciones farmacéuticas que contienen estos compuestos y el uso de tales
compuestos 0 composiciones en el tratamiento de trastornos de coagulacion.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la actividad inhibidora VKER de 4cido 3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-3-(4-trifluorome-
toxi-fenil)-propidnico.

La figura 2 muestra la actividad inhibidora VKER de éster 2,2,3,3,3-pentafluoro-propilico del 4cido 4-(4-hidroxi-
2-0x0-2H-cromen-3-ilmetil)-benzoico.

La figura 3 muestra la actividad inhibidora VKER de éster 3,3,3-trifluoro-propilico del dcido 4-(4-hidroxi-2-oxo-
2H-cromen-3-ilmetil)-benzoico.

La figura 4 muestra la actividad inhibidora VKER de éster 2,2,3,3,3-pentafluoro-1-metil-propilico del acido 4-(4-
hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-ilmetil)-benzoico.

La figura 5 muestra la actividad inhibidora VKER de éster 4-fluoro-bencilico del 4cido 4-(4-hidroxi-2-oxo-2H-
cromen-3-ilmetil)-benzoico.

La figura 6 muestra la actividad inhibidora VKER de éster 2-(4-fluoro-fenoxi)-etilico del acido 4-(4-hidroxi-2-
0x0-2H-cromen-3-ilmetil)-benzoico.

La figura 7 muestra la actividad inhibidora VKER de éster 2,2,2-trifluoro-1-metil-etilico del dcido 4-(4-hidroxi-2-
ox0-2H-cromen-3-ilmetil)-benzoico.

La figura 8 muestra la actividad inhibidora VKER de éster 2,2,2-trifluoro-1-trifluorometil-etilico del 4cido 4-(4-
hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-ilmetil)-benzoico.

La figura 9 muestra la actividad inhibidora VKER de éster 2,2,2-trifluoro-1-metil- 1 -trifluorometil-etilico del dcido
4-(4-hidroxi-2-ox0-2H-cromen-3-ilmetil)-benzoico.

La figura 10 muestra la actividad inhibidora VKER de warfarina.
La figura 11 muestra la actividad inhibidora VKER de é4cido 4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]Jbenzoico.

La figura 12 muestra el efecto de la fluoracién sobre el metabolismo por el citocromo P450 y esterasa en microso-
mas humanos combinados. Se muestran razones de drea pico para incubaciones de microsomas en presencia (barras
en negro) o ausencia (barras en blanco) de NADPH. Las barras en negro representan CYP450 + esterasa y las barras
en blanco representan esterasa sola.

La figura 13 muestra el efecto de la fluoracidon sobre el metabolismo por el citocromo P450 y la esterasa en
microsomas humanos combinados. Se muestran razones de drea pico para incubaciones de microsomas en presencia
(barras en negro) o ausencia (barras en blanco) de NADPH. Las barras en negro representan CYP450 + esterasa y las
barras abiertas representan esterasa sola.

La figura 14 muestra la desaparicién de un compuesto original en microsomas humanos combinados que contienen
NADPH, en ausencia (barras en negro) de paraoxdn, o en presencia (barras en blando) de paraoxén, un inhibidor de
esterasa conocido.

Siempre que cualquier compuesto identificado en las figuras no esté dentro del alcance de las reivindicaciones, lo
estd para informacion.
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Descripcion detallada

La invencién proporciona compuestos de férmula:

5
10
H
15
y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos; en los que R es alquilo C,;-C; sustituido con al menos un
halégeno.
20 Todavia en otro aspecto, la invencién proporciona compuestos en los que R es alquilo C,-Cy sustituido con al
menos un halégeno.
Aln todavia en otro aspecto, la invencion proporciona compuestos en los que R es alquilo C;-C; sustituido con al
menos un halégeno.
25

Todavia en otro aspecto, la invencién proporciona compuestos en los que R es alquilo C;-Cq sustituido con al
menos un halégeno.

Todavia en otro aspecto, la invencién proporciona compuestos en los que R es alquilo C;-Cq sustituido con al
30 menos un grupo fldor.

Aln en otro aspecto, la invencién proporciona compuestos en los que R es alquilo C;-C¢ sustituido con al menos
dos grupos fldor.

35 Todavia en otro aspecto, la invencién proporciona compuestos en los que R es un grupo terc-butilo sustituido con
seis grupos fldor.

Todavia en otro aspecto, la invencién proporciona compuestos en los que R es

40
CFs
F—-cH,
4s CF,

Todavia en otro aspecto, la invencién proporciona 4-((4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil)benzoato de 1,1,1,3,

3,3-hexafluoro-2-metilpropan-2-ilo, o sales farmacéuticamente aceptables del mismo.
50

Todavia en otro aspecto, la invencién proporciona 4-((4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil)benzoato de 1,1,1,3,
3,3-hexafluoro-2-metilpropan-2-ilo.

Todavia en otro aspecto, la invencién proporciona la sal de sodio o de potasio de 4-((4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-
55 3-il)metil)benzoato de 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-metilpropan-2-ilo, prefiriéndose la sal de sodio.

Realizaciones especificas de la presente invencion incluyen los siguientes compuestos:

60 o F

S r

OH
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Por “alquilo” se quiere decir un hidrocarburo no ciclico lineal o ramificado. Los ejemplos de grupos alquilo inclu-
yen metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, 2-pentilo, isopentilo, neopentilo, hexilo,
2-hexilo, 3-hexilo, 3-metilpentilo, heptilo y octilo. “Alquilo C;-C¢” indica grupos alquilo no ciclicos lineales o rami-
ficados que tienen de 1-6 dtomos de carbono. Asimismo, “alquilo C,-C,” indica grupos alquilo no ciclicos lineales o
ramificados que tienen de 1-4 4tomos de carbono.

Los términos “hal6geno” o “halo” indican fldor, cloro, bromo y yodo.

La presente invencién proporciona materiales y métodos para el tratamiento con anticoagulantes. De manera ven-
tajosa, los compuestos terapéuticos de la presente invencidn son estables en almacenamiento pero tienen una semivida
mds corta en el entorno fisiolégico que otros farmacos que estan disponibles para el tratamiento con anticoagulantes;
por tanto, los compuestos de la presente invencién pueden usarse con una menor incidencia de efectos secundarios y
toxicidad. En una realizacién preferida, la presente invencién proporciona compuestos anticoagulantes terapéuticos.
Los compuestos de la presente invencidén pueden usarse para tratar poblaciones que corren riesgo, proporcionando
de ese modo alivio de los sintomas, mejorando la calidad de vida, evitando complicaciones agudas y a largo plazo,
reduciendo la mortalidad y tratando trastornos que los acompaiian.

De manera ventajosa, la presente invencién proporciona compuestos que se metabolizan facilmente por los siste-
mas de desintoxicacién de farmacos metabdlica fisioldgica. Especificamente, en una realizacion preferida, los com-
puestos terapéuticos de la presente invencién contienen un grupo éster halogenado, que no perjudica la capacidad
de estos compuestos para proporcionar un beneficio terapéutico, sino que hace a estos compuestos mds susceptibles
frente a la degradacion por hidrolasas, particularmente esterasas séricas y/o citosdlicas. De manera ventajosa, se ha
encontrado que los compuestos inhiben la enzima vitamina K epéxido reductasa (VKER).

Ademds de su actividad en la enzima VKER, la presencia de al menos un dtomo de halégeno en el resto éster
proporciona a estos compuestos ciertas propiedades ventajosas. Especificamente, la adicién de halégeno a estos com-
puestos reduce o elimina enormemente su metabolismo por CYP450, mientras que al mismo tiempo aumenta enorme-
mente la hidrdlisis mediada por esterasa. Por tanto, la halogenacién confiere de manera inesperada una predileccién
por el metabolismo de esterasa cuando en ausencia de tal halogenacién existe una predileccién por el metabolismo
de CYP450. Esta propiedad proporciona a los compuestos de éster halogenados importantes ventajas terapéuticas con
respecto a andlogos no halogenados.

Debido a que los compuestos halogenados de la presente invencién no dependen de las enzimas CYP450 para su
metabolismo, no es probable que interaccionen con otros farmacos en el sitio de CYP450 y por tanto son seguros
para su uso en pacientes que ya estan tomando otras medicaciones, a diferencia de sus andlogos no halogenados. Los
compuestos de la presente invencidn son ttiles en métodos de tratamiento que comprenden la administracién de estos
compuestos a individuos que necesitan un tratamiento con anticoagulantes.

En una realizacién adicional, la presente invencién se refiere a productos de degradacién que se forman cuando
esterasas actdan sobre los compuestos terapéuticos de la presente invencion. Estos productos de degradacion pueden
usarse, por ejemplo, tal como se describe en el presente documento, para monitorizar la eliminacién de los compuestos
terapéuticos de un paciente.
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Los compuestos de la presente invencién son ttiles en métodos para el tratamiento de trastornos de coagulacién.
Especificamente, la presente invencién proporciona compuestos que se metabolizan facilmente por los sistemas de de-
sintoxicacion de farmacos hidrolitica preferiblemente con respecto al sistema de desintoxicacién de farmacos oxidati-
va. Especificamente, esta invencion proporciona compuestos que son sensibles frente a la degradacién por hidrolasas,
particularmente esterasas séricas y/o citosdlicas.

Esta invencidn se refiere a compuestos que se metabolizan mds facilmente por los sistemas de desintoxicacién de
farmacos hidrolitica. Especificamente, esta invencién proporciona andlogos de farmacos que se han disefiado para ser
mads sensibles frente a la degradacién por hidrolasas, particularmente esterasas séricas y/o citosélicas y métodos de
tratamiento que comprenden la administracién de estos andlogos a individuos.

De manera ventajosa, el uso de los compuestos de la presente invencién puede dar como resultado una reduccién
de las interacciones metabdlicas clinicamente relevantes que implican el sistema CYP (particularmente la fraccién
CYP3A4) y ayuda a evitar las ADR. Estos compuestos no se basan en el sistema de la enzima CYP450, sino que, en
su lugar, explotan esterasas ampliamente distribuidas para el metabolismo y la generacién de un metabolito que sus-
tancialmente es farmacoldgicamente inactivo. Este enfoque hace a los agentes anticoagulantes mds seguros mientras
mantiene la eficacia, y también reduce significativamente el riesgo econdémico del desarrollo de farmacos.

En una realizacion preferida de la presente invencidn, se proporcionan compuestos terapéuticos que son ttiles para
proporcionar un tratamiento con anticoagulantes y que contienen un grupo éster halogenado sobre el que actdan en-
zimas hidroliticas, degradando de ese modo el compuesto para dar un metabolito sustancialmente inactivo y soluble
en agua y facilitando su eliminacidn eficaz del individuo tratado. Tal como se hace referencia en el presente docu-
mento, un metabolito “sustancialmente inactivo” puede mostrar, por ejemplo, menos de o igual a aproximadamente
el 10% (y mas preferiblemente menos de o igual a aproximadamente el 5%; incluso mds preferiblemente menos de
o igual a aproximadamente el 2%; y lo mas preferiblemente menos de o igual a aproximadamente el 1%) de la acti-
vidad del compuesto original. En una realizacién preferida, los compuestos terapéuticos se metabolizan por esterasas
plasmaticas, esterasas tisulares y/o esterasas microsémicas no oxidativas/hidroliticas.

Un aspecto adicional de la presente invencioén se refiere a los productos de degradacién que se producen cuando
esterasas actian sobre los compuestos terapéuticos de la presente invencién. La presencia de estos productos de de-
gradacion en la orina o el suero puede usarse para monitorizar la tasa de eliminacién del compuesto terapéutico de un
paciente.

El enlace éster puede introducirse en el compuesto en un sitio que sea conveniente en el proceso de fabricacion para
el farmaco objetivo. Adicionalmente, la sensibilidad del enlace éster puede manipularse mediante la adicion de grupos
laterales que impiden o promueven la actividad hidrolitica de las hidrolasas o esterasas responsables de la escisién
del farmaco en el sitio del éster. El experto conoce bien métodos de adicidn de tales grupos laterales, asi como los
propios grupos laterales, y pueden llevarse a cabo facilmente utilizando la orientacién proporcionada en el presente
documento.

Los compuestos de la presente invencion son titiles en el tratamiento con anticoagulantes que comprende la admi-
nistracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de compuestos de éster halogenados a un individuo que necesita
tratamiento. Por consiguiente, la presente invencidn proporciona ésteres halogenados y composiciones farmacéuticas
de estos compuestos de éster. En una realizacién preferida, el paciente es un ser humano; sin embargo, también pueden
tratarse animales no humanos.

Las interacciones farmaco-farmaco (DDI) adversas, el aumento de los valores de las pruebas funcionales hepdticas
(LFT) y la prolongacién del QT que conduce a torsades de pointes (TDP) son los tres motivos principales de porqué
candidatos de farmaco no obtienen la aprobacion de la FDA. Todas estas causas se basan, hasta cierto punto, en el
metabolismo. En la industria farmacéutica se desea mucho un firmaco que tenga dos rutas metabdlicas, una oxidativa
y una no oxidativa, incorporadas en su estructura. Una ruta metabdlica no oxidativa alternativa le proporciona al sujeto
tratado una ruta de desintoxicacién de fairmacos alternativa (una ruta de escape) cuando una de las rutas metabdlicas
oxidativas se satura o se vuelve no funcional. Aunque se desea un ruta metabdlica dual y es necesaria con el fin
de proporcionar una ruta metabdlica de escape en el caso de que la ruta primaria esté bloqueada, en el caso de los
inhibidores de VKER tales como los compuestos dados a conocer de la presente invencién, es muy importante que
la ruta de metabolismo primaria sea no oxidativa, debido a que el metabolismo oxidativo es especialmente sensible
a interacciones farmaco-farmaco. Los ésteres halogenados de esta invencién se metabolizan principalmente, si no
solamente, por esterasas, un sistema enzimdtico no oxidativo y, por tanto, son especialmente ttiles para tratar pacientes
que estan tomando otras medicaciones.

Los expertos en la técnica pueden realizar facilmente modificaciones adicionales de los compuestos dados a co-
nocer en el presente documento. Por tanto, los andlogos y las sales de los compuestos mostrados a modo de ejemplo
estan dentro del alcance de la presente invencién. Con el conocimiento de los compuestos de la presente invencién, los
quimicos expertos pueden usar procedimientos conocidos para sintetizar estos compuestos a partir de sustratos dispo-
nibles. Tal como se usa en esta solicitud, el término “andlogos” se refiere a compuestos que son sustancialmente iguales
que otro compuesto pero que se han modificado mediante, por ejemplo, la adiciéon de grupos laterales adicionales. El
término “andlogos” tal como se usa en esta solicitud puede referirse también a compuestos que son sustancialmente
iguales a otro compuesto pero que tienen sustituciones atémicas o moleculares en ciertas ubicaciones en el compuesto.
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Pueden prepararse facilmente andlogos de los compuestos mostrados a modo de ejemplo usando reacciones con-
vencionales, comtinmente conocidas. Estas reacciones convencionales incluyen, pero no se limitan a, reacciones de
hidrogenacién, metilacién, acilacion, halogenacién y acidificacion. Por ejemplo, pueden prepararse nuevas sales den-
tro del alcance de la invencién afladiendo bases minerales, por ejemplo, NaOH, etc., o bases organicas fuertes, por
ejemplo, trietanolamina, etc., en cantidades apropiadas para formar la sal del compuesto original o su derivado. Ade-
mas, pueden usarse reacciones de tipo sintesis de conformidad con procedimientos conocidos para afiadir o modificar
diversos grupos en los compuestos mostrados a modo de ejemplo para producir otros compuestos dentro del alcance
de la invencion.

Las sales farmacéuticamente aceptables no téxicas incluyen, pero no se limitan a sales de dcidos inorganicos
tales como dcido clorhidrico, sulfirico, fosférico, difosférico, bromhidrico y nitrico, o sales de dcidos orgdnicos tales
como 4cido férmico, citrico, mélico, maleico, fumadrico, tartdrico, succinico, acético, lactico, metanosulfénico, p-
toluenosulfénico, 2-hidroxietilsulfénico, salicilico y estedrico. De manera similar, los cationes farmacéuticamente
aceptables incluyen, pero no se limitan a sodio, potasio, calcio, aluminio, litio y amonio. Los expertos en la técnica
reconocerdn una amplia variedad de sales de adicién farmacéuticamente aceptables no téxicas. La presente invencién
abarca también profarmacos de los compuestos de la presente invencion.

De manera ventajosa, los compuestos halogenados son sustratos menos favorables para el citocromo CYP450 que
sus andlogos no halogenados. Por tanto, es mds probable que se metabolicen por esterasas, 1o que es deseable para
eliminar interacciones fairmaco-farmaco segun la presente invencion.

La sintesis de los compuestos de la presente invencién puede conseguirse tal como se muestra en el esquema 1.

Esquema 1
0. 20
B ArCHO
P N TEAF

En el esquema 1, se calientan 4-hidroxicumarina y un aldehido aromético opcionalmente sustituido en una mez-
cla de trietilamina y dcido férmico (razén molar 2:5) para dar la 3-bencil-4-hidroxicumarina sustituida de manera
correspondiente en la que R se define tal como anteriormente.

La presente invencion se refiere ademds a compuestos enantioméricamente enriquecidos, y a composiciones que
comprenden los compuestos, ttiles para el tratamiento de trastornos de coagulacién. Las formas enantioméricas ais-
ladas de los compuestos de la invencion estdn sustancialmente libres una de otra (es decir, en exceso enantiomérico).
En otras palabras, las formas “R” de los compuestos estan sustancialmente libres de las formas “S” de los compuestos
y estdn, por tanto, en exceso enantiomérico de las formas “S”. A la inversa, las formas “S” de los compuestos estdn
sustancialmente libres de formas “R” de los compuestos y estdn, por tanto, en exceso enantiomérico de las formas
“R”. En una realizacién de la invencién, los compuestos enantioméricos aislados estdn al menos aproximadamente en
el 80% de exceso enantiomérico. En una realizacién preferida, los compuestos estdn en al menos aproximadamente el
90% de exceso enantiomérico. En una realizacién mas preferida, los compuestos estan en al menos aproximadamente
el 95% de exceso enantiomérico. En una realizacion incluso mds preferida, los compuestos estdn en al menos aproxi-
madamente el 97,5% de exceso enantiomérico. En una realizacién lo mas preferida, los compuestos estdn en al menos
el 99% de exceso enantiomérico.

Los compuestos de la presente invencidn son Utiles en métodos para tratar trastornos de coagulacién que com-
prenden la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de los ésteres halogenados de esta invencion a un
individuo que necesita tratamiento. Los compuestos terapéuticos de esta invencion tienen aplicabilidad en contextos
clinicos tanto veterinarios como humanos. Ademads, los compuestos de esta invencidn tienen propiedades terapéuticas
similares a las del compuesto original no modificado (COUMADIN). Por consiguiente, las tasas de dosificacién y las
vias de administracién de los compuestos dados a conocer son similares a las ya usadas en la técnica y conocidas por
el experto (véase, por ejemplo, Physicians’ Desk Reference, 54* Ed., Medical Economics Company, Montvale, NJ,
2000 o patente estadounidense 5.856.525).

Los compuestos de la presente invencidon pueden administrarse por via oral, por via tdpica, por via parenteral,
mediante inhalacién o pulverizacién o por via rectal en formulaciones unitarias de dosificacién que contienen adyu-
vantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables no toxicos convencionales. El término parenteral tal como se usa en
el presente documento incluye técnicas de infusién e inyeccién percutdnea, subcutinea, intravascular (por ejemplo,
intravenosa), intramuscular o intratecal y similares. Ademds, se proporciona una formulacién farmacéutica que com-
prende un compuesto de la presente invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Uno o mds compuestos
de la presente invencion pueden estar presentes en asociacién con uno o mds vehiculos y/o diluyentes y/o adyuvantes
farmacéuticamente aceptables no t6xicos y, si se desea, otros principios activos. Las composiciones farmacéuticas que
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contienen compuestos de la presente invencién pueden estar en una forma adecuada para su uso oral, por ejemplo,
como comprimidos, trociscos, pastillas para chupar, suspensiones acuosas u oleosas, granulos o polvos dispersables,
emulsion, capsulas duras o blandas, o jarabes o elixires.

Las formulaciones se describen en detalle en varias fuentes que son muy conocidas y que estian facilmente dis-
ponibles para los expertos en la técnica. Por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Science de E. W. Martin describe
formulaciones que pueden usarse en relacion con la presente invencion. En general, las composiciones de la presente
invencién se formulardn de manera que se combina una cantidad eficaz del/de los compuesto(s) bioactivo(s) con al
menos un vehiculo, disolvente, excipiente y/o adyuvante adecuado con el fin de facilitar una administracion eficaz de
la composicién.

Segtn la invencién, composiciones farmacéuticas que comprenden, como principio activo, una cantidad eficaz de
uno o mds de los compuestos de la invencién y uno o mds vehiculo(s) y/o diluyente(s) farmacéuticamente aceptable(s)
no téxico(s). Ejemplos de tales vehiculos para su uso en la invencién incluyen etanol, dimetilsulf6xido, glicerol, silice,
alimina, almiddn, y vehiculos y diluyentes equivalentes.

Ademds, los vehiculos aceptables pueden ser o bien sélidos o bien liquidos. Las preparaciones en forma sélida
incluyen polvos, comprimidos, pildoras, cdpsulas, obleas, supositorios y granulos dispersables. Un vehiculo sélido
puede ser una o mds sustancias que pueden actuar como diluyentes, agentes aromatizantes, solubilizantes, lubricantes,
agentes de suspension, aglutinantes, conservantes, agentes disgregantes de comprimidos o un material de encapsula-
cién.

Las composiciones farmacéuticas dadas a conocer pueden subdividirse en dosis unitarias que contienen cantidades
apropiadas del componente activo. La forma de dosificacién unitaria puede ser una preparacién envasada, tal como
comprimidos, cdpsulas y polvos envasados en recipientes de papel o de plastico o en viales o ampollas. Ademas, la
dosificacién unitaria puede ser una preparacion a base de liquido o puede formularse para incorporarse en productos
alimenticios sé6lidos, goma de mascar o pastilla para chupar.

El término “individuo(s)” se define como un tnico mamifero al que se le administra un compuesto de la presente
invencién. El mamifero puede ser un roedor, por ejemplo un ratén o una rata, o un no roedor, por ejemplo un cerdo, un
caballo, un conejo, una cabra, una vaca, un gato, un perro, o puede ser un ser humano. En una realizacién preferida, el
individuo es un ser humano.

A continuacién se encuentran ejemplos que ilustran procedimientos para poner en practica la invencién. Estos
ejemplos no deben interpretarse como limitativos. Todos los porcentajes son en peso y todas las proporciones de mez-
clas de disolventes son en volumen a menos que se indique de otro modo. Las reacciones se realizaron en disolventes
anhidros bajo una atmdsfera de nitrégeno a menos que se especifique de otro modo, y se siguieron mediante croma-
tografia de capa fina (CCF) sobre placas de gel de silice prerrecubiertas empaquetadas de vidrio Analtech (0,25 mm)
que se visualizaron mediante luz UV de onda corta o en una cdmara de yodo. La expresion “tratamiento convencio-
nal” se refiere a la adicion de agua a la mezcla de reaccidn, extraccién con EtOAc (3x), lavado de las fases organicas
combinadas sucesivamente con agua y salmuera, secado sobre Na,SO, anhidro, filtrado y concentrado en un rotavapor
Buchi R-114. Las separaciones cromatograficas se realizaron sobre columnas de gel de silice (gel de silice Aldrich 70-
230 de malla, 60 A) o sobre un manipulador de liquidos Gilson que usa una columna C18 Polaris de fase inversa (5 ,
100x212). Los espectros de 'H RMN se registraron en un espectrémetro Nicolet/GE NT 300.

Ejemplo 1

Preparacion de éster 2,2,2-trifluoro-1-metil-1-trifluorometil-etilico del dcido 4-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-ilme-
til)-benzoico

Se prepara formato de trietilamonio (TEAF) afiadiendo TEA (20,0 ml) a dcido férmico (16,5 ml) con enfriamiento
con hielo. A TEAF se le afiade 4-(2,2,2-trifluoro-1-metil-1-trifluorometil-etoxicarbonil)benzaldehido (3,78 ml) y 4-
hidroxi-cromen-2-ona (6,0 g) y se calienta la mezcla resultante hasta 130-140°C durante 3 horas, se enfria hasta
temperatura ambiente, se diluye con agua y se extrae con EtOAc.
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Se lava la fase orgdnica con salmuera, se seca sobre MgSO4 y se concentra a vacio para dar un sélido amarillo
claro. Se recristaliza el sélido bruto en EtOH para dar éster 2,2,2-trifluoro-1-metil-1-trifluorometil-etilico del acido
4-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-ilmetil)-benzoico (1,95 g).

Ejemplo de informacién 2

Preparacion de 4-hidroxi-3-(3-oxo-1,3-dihidro-isobenzofuran- 1-il)-cromen-2-ona

Se calienta a reflujo una disolucién de 4-hidroxi-cromen-2-ona (650 mg) y 2-carboxibencilaldehido (300 mg) en
EtOH durante 4 horas, se enfria hasta temperatura ambiente, luego se concentra a vacio para dar un aceite bruto, que
se diluye con agua.

Se recoge la 4-hidroxi-cromen-2-ona precipitada mediante filtraciéon (490 mg). Se recoge una segunda tanda de
sdlido de las aguas madre y se tritura con EtOAc caliente y se filtra para proporcionar 4-hidroxi-3-(3-o0xo-1,3-dihidro-
isobenzofuran-1-il)-cromen-2-ona como un sélido blanco.

Ejemplo de informacién 3

Preparacion de éster clorometilico del dcido 2-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-ilmetil)-benzoico

OH P~ ™a

A una disolucién de 4-hidroxi-3-(3-oxo-1,3-dihidro-isobenzofuran- 1-il)-cromen-2-ona (60 mg) en etanol se le
afiade Pd al 10%/C (10 mg), luego se agita bajo un globo de hidrégeno durante 12 horas. Se filtra la mezcla de
reaccion a través de una almohadilla de Celite y se concentra el filtrado a vacio para dar 4cido 2-(4-hidroxi-2-oxo-2H-
cromen-3-ilmetil)-benzoico como un sé6lido blanco (50 mg). EM: 295[M-H].

Se afiade una disolucién de acido 2-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-ilmetil)-benzoico en una disolucién de bicar-
bonato de sodio al 5% a una disolucién de 1,5 equivalentes de clorosulfato de clorometilo en cloruro de metileno. Se
afiade hidrogensulfato de tetrabutilamonio (cantidad catalitica), y se agita la mezcla enérgicamente durante 5 horas. Se
seca la fase orgédnica sobre MgSO4 y se concentra a vacio para dar éster clorometilico del acido 2-(4-hidroxi-2-oxo-
2H-cromen-3-ilmetil)-benzoico como un sélido blanco.

Ejemplo 4
Preparacion de 4-((4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil)benzoato de 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-metilpropan-2-ilo

Etapa 1

La preparacion de 4-formilbenzoato de 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-metilpropan-2-ilo

OH CFs 0O CFs

H
CFy CFy

CHO RO
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Se agité una mezcla de 41,1 g (274 mmoles) de 4-carboxibenzaldehido, 50 g (274 mmoles) de 1,1,1,3,3,3-hexa-
fluoro-2-metil-2-propanol y 33,4 g (274 mmoles) de DMAP en 700 ml de DCM hasta que fue homogénea (aproxi-
madamente 0,5 h). Se enfri6 la disolucién sobre un bafio de hielo, bajo Ar, y se afiadieron en porciones 52,3 g (274
mmoles) de EDCI. Se agit6 la reaccion a t.a. durante 48 h. y se concentrd hasta obtener un aceite en el rotavapor. Se
llevé el aceite a AE y se lavé con agua, 2X con 4cido citrico diluido, 2X con bicarbonato de sodio diluido, y salmuera.
Se seco la fase orgénica sobre sulfato de sodio y se concentr6 para dar 25,5 g de s6lido amarillo palido.

Etapa 2

Preparacion del compuesto del titulo

O
O 3 (\/i;:f O CFs
CF3 » /1“CF3
=

0 o
P
OH
O

Se calentd una mezcla de 22 g (70 mmoles) del benzaldehido, 11,3 g (70 mmoles) de 4-hidroxicumarina y 70 ml
de 1,2:1 (v/v) TEA/4cido férmico hasta 140°C bajo nitrégeno durante 2 h. (3 h hubiera sido mejor). Se monitorizé el
progreso de la reaccién mediante CCF usando 1:1 (HOAc al 1%/AE)/hexano. Se dej6 enfriar la mezcla brevemente y
se traté con 50 ml de THF (para inhibir la cristalizacién) y se vertié en 500 ml de AE. Se lavé la capa de AE 3X con
agua, una vez con salmuera y luego se sec6 sobre sulfato de sodio. La filtracién y la concentracién proporcionaron un
s6lido blanco que puede recristalizarse en AE o acetona.

Si se desea, puede convertirse el compuesto del titulo en una sal farmacéuticamente aceptable, tal como la sal de
sodio.
Ejemplo 5
Preparacion de 4-((4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil )benzoato de 3,3,4,4,4-pentafluorobutan-2-ilo

Etapa 1

Preparacion de 4-formilbenzoato de 3,3,4,4,4-pentafluorobutan-2-ilo (3)

FF
HO_ O 0 CFs
' o &cp, DMF, EDC, DMAP
FF
H Y0
3

H o
1 2

Se disolvié una mezcla de 4-carboxibenzaldehido (21,9 g, 145,9 mmoles), 3,3.4,4,4-pentafluoro-2-butanol (24,1
g, 146,9 mmoles), EDC (33,5 g, 174,8 mmoles) y DMAP (18,1 g, 148,1 mmoles) en DMF (60 ml) a t.a. Se agit6
durante 36 h a t.a. Se afiadi6é hexano, se lavé con HCl 1 N, NaHCO; saturado y salmuera. Se extrajeron las fases
acuosas tres veces con hexano. Se sec6 sobre Na,SQOy, se filtrd, se concentrd, y se purifico el residuo mediante croma-
tografia en gel de silice (acetato de etilo:hexano 1:10) para proporcionar el aldehido deseado como un aceite amarillo

(67%).
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Etapa 2

Preparacion del compuesto del titulo

R F

o] O%CFg 0
0. O TEA, HCOOH, 0.0 o CF,
———
@J + t40C O P Q F F
OH
OH H

o
4 3

Se afiadi6 4cido férmico (35,8 ml) a 4-hidroxicumarina (15,8 g, 97,5 mmoles) y el aldehido 3 (28,9 g, 97,6 mmo-
les). Se afiadi6 trietilamina (43 ml) (exotérmica) a 0°C. Se calentd hasta 140°C y se agit6 durante 4 h a esta temperatura.
Se enfrié la disolucion amarilla hasta ta, se afiadi6 acetato de etilo, se lavé con HCI 1 N y salmuera, se secé sobre
Na,SO, y se eliminé el disolvente. Se recristalizé el sélido ligeramente amarillo en acetato de etilo proporcionando el
compuesto del titulo como un s6lido blanco con una pureza del 98% (rendimiento del 60%).

Se prepard la sal de sodio tal como sigue: se disolvieron el 4cido libre (21,39 g, 48,35 mmoles) y NaHCO; (4,06 g,
48,30 mmoles) en acetonitrilo (400 ml) y agua (100 ml) y se liofilizaron proporcionando la sal de Na, como un sélido
blanco.

Ejemplo 6
Preparacion de 2-(6-metoxinaftalen-2-il)propanoato de (S)-((R)-3,3,4,4,4-pentafluorobutan-2-ilo)
Etapa 1

Preparacion de 2-(6-metoxinaftalen-2-il)propanoato de (25)-3,3,4,4,4-pentafluorobutan-2-ilo (mezcla de diaste-
reomeros) (6)

: H RS
: ”OJS(CF’ DMF CFs
- —_— le)
~ FF E0C, DMAP
s 2 6

Se disolvié una mezcla de (S)-naproxeno (9,23 g, 40,1 mmoles), 3,3,4,4,4-pentafluoro-2-butanol racémico (6,58 g,
40,1 mmoles), EDC (9,20 g, 48,0 mmoles) y DMAP (4,89 g, 40,0 mmoles) en CH,Cl, (40 ml) a temperatura ambiente.
Tras agitar durante 8 h a temperatura ambiente, se diluy6 la mezcla con CH,Cl,, luego se lavé sucesivamente con HCI 1
N, NaHCOs; saturado y salmuera. Tras secar sobre Na,SO, y concentrar, se obtuvo una mezcla de ésteres de naproxeno
diastereoméricos como un sélido blanco.

Etapa 2

Se separaron pequefias cantidades de los diastereémeros por medio de HPLC de fase inversa (columna C,g, con
CH;CN del 50% al 70%/agua).

Ester de (S,S)-naproxeno (diastereémero individual) "H RMN (CDCl;, 400 MHz) 6 7,70 (d, J= 8,8 Hz, 2H), 7,65
(d,J=1,2Hz, 1H), 7,37 (dd J=1,8,8,6 Hz, 1H), 7,15 (dd, J = 2,8, 8,8 Hz, 1H), 7,12 (d, J= 2,4 Hz, 1H), 5,35-5,42 (m,
1H), 3,92 (s, 3H), 3,90 (q, J= 7,2 Hz, 1H), 1,60 (d, J= 7,2 Hz, 3H), 1,39 (d, J= 6,0 Hz, 3H); "F RMN (CDCl;, 376
MHz) 6 -82,0 (s, 3F), -122,7 (dd, J=7,0,278,2 Hz, 1F), -128,6 (dd, J= 16,0, 278,9 Hz, 1F).

Ester de (S,R)-naproxeno (diastereémero individual) '"H RMN (CDCls;, 400 MHz) 6 7,71 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,66
(d,J=1,2Hz, 1H), 7,38 (dd, J = 1,8, 8,6 Hz, 1H), 7,15 (dd, ] = 2,4, 8,8 Hz, 1H), 7,12 (d, ] = 2,4 Hz, 1H), 5,39-5,47
(m, 1H), 3,92 (s, 3H), 3,90 (q, J = 7,2 Hz, 1H), 1,59 (d, J= 7,2 Hz, 3H), 1,27 (d, J= 6,4 Hz, 3H); ’"F RMN (CDCl;,
376 MHz) 6 -82.0 (s, 3F), -122,7 (dd, J=7,0,278,2 Hz, 1F), -128,6 (dd, J= 16,0, 279,1 Hz, 1F).
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Etapa 3

Se eliminé hidroliticamente el agente de resolucién del naproxeno.

H H,,
fs KOH (ac.). THF . HO” Fs
— i ~ F
s

[
7 (diastereomero S.5) {lsémaro 8,

Se trat6 el éster de (S,S)-naproxeno (3,83 g, 10,18 mmoles) de la etapa 2 con KOH 1 N (19 ml) y THF (19,5 ml)
a temperatura ambiente. Se agité la emulsion a temperatura ambiente y se volvié una disolucién transparente tras 3
h. Tras agitar durante una hora adicional, se afiadié6 CH,Cl, (50 ml) y se lavé la disolucién con NaHCOj; saturado
(cuatro veces) y se seco sobre Na,SO, y se filtré proporcionando una disolucién del isémero S del alcohol. Se usé la
disolucién directamente en la etapa siguiente, sin purificacion.

Etapa 4

Se forma el éster.

F

H
% G)><¢ _DMF, EDC, DMAP
H Y0

8 (isomero S) @ (isomero S)

Fa

A una disolucién del isémero S del alcohol de la etapa 3) se le afiadié 4-carboxibenzaldehido (3,35 g, 22,3 mmoles),
EDC (5,14 g, 26,8 mmoles) y DMAP (2,70 g, 22,1 mmoles). Se agit6 la mezcla de reaccidon durante 16 h a temperatura
ambiente. Se afiadid acetato de etilo y se lavé la fase orgédnica sucesivamente con NaHCO; (ac) saturado y salmuera.
Tras secar sobre Na,SO,, filtrar y concentrar, se purificé el residuo mediante cromatografia en gel de silice (acetato de
etilo:hexano 1:10) proporcionando éster 2,2,3,3,3-pentafluoro-1-metil-propilico del dcido (S)-4-formil-benzoico como
un aceite amarillo (82%).

Etapa 5

El acoplamiento final - preparacion de 4-((4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil)benzoato de (S)-3,3,4,4,4-pen-
tafluorobutan-2-ilo

[
Oa 0
o H
+
P
OH H O
4 9 (isdmero S)
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Se disolvieron 4-hidroxicumarina (1,367 g, 8,44 mmoles) y éster 2,2,3,3,3-pentafluoro-1-metil-propilico del dcido
(S)-4-formil-benzoico (2,505 g, 8,46 mmoles) en 4cido férmico (3,0 ml) y Et;N (3,6 ml) a 0°C. Tras agitar a 140°C
durante 4 h, se enfri6 la disolucién amarilla hasta ta, se afadié EtOAc y se lavé la fase orgdnica sucesivamente con
HCI 1 N y salmuera. Tras secar sobre Na,SO, y concentrar, se purificé el s6lido amarillo pdlido dos veces mediante
cromatografia en gel de silice (DCM:MeOH 100:6 y DCM:MeOH 100:5) proporcionando el compuesto del titulo con
el 92,5% de ee tal como se determiné mediante HPLC quiral.

Se preparo la sal de sodio tal como sigue: Se disolvieron el 4cido libre (1,60 g, 3,62 mmoles) y NaHCOj; (303 mg,
3,62 mmoles) en acetonitrilo (25 ml) y agua (5 ml), y luego se liofilizaron proporcionando la sal de Na deseada, como
un sélido blanco. EM m/e 465 (MNa*), 441 (M-H); 'H RMN (DMSO-d¢) 6 7,76-7,80 (m, 3H), 7,43 (d, J = 8,3 Hz,
2H), 7,31 (dt, 1H), 7,02-7,08 (m, 2H), 5,71-5,79 (m, 1H), 3,70 (s, 2H), 1,48 (d, J= 6,9 Hz, 3H); "F RMN (DMSO-d,)
6 -81,3 (s, 3F), -121,2 (dd, J = 7,0,276,7 Hz, 1F), -128,2 (d, J= 17,1, 276,7 Hz, 1F).

Ejemplo 7
Preparacion de 4-((4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil)benzoato de (R)-3,3,4,4,4-pentafluorobutan-2-ilo

Usando métodos y procedimientos esencialmente andlogos a los del ejemplo 6, se hidroliz6 el diastereémero
(S,R) del ejemplo 6, etapa 2 proporcionando el isomero (R) deseado del alcohol, que luego se acoplé con 4-carboxi-
benzaldehido proporcionando 4-formilbenzoato de (R)-3,3,4,4,4-pentafluorobutan-2-ilo, que luego se acoplé con 4-
hidroxicumarina proporcionando el compuesto del titulo.

Se prepard la sal de sodio tal como sigue: se disolvieron el 4dcido libre (1,605 g, 3,63 mmoles) y NaHCO; (303
mg, 3,62 mmoles) en acetonitrilo (20 ml), agua (5 ml), y luego se liofilizaron proporcionando la sal de Na, como
un sélido blanco. EM m/e 465 (MNa*), 441 (M-H); '"H RMN (DMSO-dg) ¢ 7,81 (dd, J= 1,1, 7,9 Hz, 1H), 7,77-
7,80 (m, 2H), 7,43 (d, J= 8,3 Hz, 2H), 7,32-7,36 (m, 1H), 7,05-7,11 (m, 2H), 5,71-5,80 (m, 1H), 3,72 (s, 2H), 1,49
(d, J = 6,1 Hz, 3H); ’F RMN (DMSO-dy) ¢ -81,3 (s, 3F), -121,2 (dd, J = 6,0, 265,6 Hz, 1F), -128,2 (dd, J= 16,2,
265,8 Hz, 1F).

Ejemplo 8

Se prepararon los siguientes compuestos esencialmente segtin los métodos y esquemas descritos en el presente
documento.

Se prepararon los siguientes compuestos esencialmente segtin los métodos y esquemas descritos en el presente
documento. Cualquier compuesto que no entre dentro del alcance de las reivindicaciones se proporciona para fines de
informacidn.

Nombre

dcido 3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-3-fenilpropanoico

3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-3-fenilpropanoato de

metilo

3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il1)-3~fenilpropanocato de

etilo
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3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il1)-3-fenilpropanamida

3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-3-fenilpropanoato de 2-

hidroxietilo

3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-3-fenilpropanoato de

2,2,3,3,3-pentafluoropropilo

3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-3-fenilpropanoato de

3,3,3-trifluoropropilo

3-(4-hidroxi-2-oxo0-2H-cromen-3-il)-3-fenilpropanocato de 2-

(fenilsulfonil)etilo

3-(4-hidroxi-2-o0x0o-2H-cromen-3-il)~-3-fenilpropanoato de 2-

(metilsulfonil)etilo

3-(4-hidroxi-2-0x0-2H-cromen-3-il)-3-fenilpropanoato de 2-

(4-fluorofenil)etilo

3-(4-hidroxi-2-oxo-2H~cromen-3-il)-3-fenilpropanocato de

2,2,2-trifluoro-1,1l-dimetiletilo

3-(4-hidroxi-2-oxo0-2H-cromen-3-il)-3-fenilpropanocato de

2,2,2-trifluoro-1-feniletilo

adcido 2-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metillbenzoico

adcido {4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen—-3-

il)metil]fenil}acético

adcido {(4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen—-3-

il)metil]fenil) }acético

2-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato de metilo

acido 3-{2-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-

il)metil] fenil]propanoico

3-{2-[(4-hidroxi-2~-oxo-2H-cromen-3-—

il)metil) fenil}propanoato de etilo

&dcido 3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen—-3-11)-3-(4-

metoxifenil)propanoico

3-{3-etoxi-1-(4-metoxifenil)-3-oxopropil]-2-oxo-2H~cromen-

4-olato de sodio

4dcido 3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)butanoico

3-(4-hidroxi-2-oxc-2H-cromen-3-il)butancato de etilo
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adcido 4-[3-etoxi-1-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)=-3-

oxopropil]lbenzoico

4-[3-etoxi-1-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-3-

oxopropil]lbenzoato de etilo

dcido 3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)hexanoico

3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)hexanocato de etilo

4cido 3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-5-metilhexanoico

3-(4-hidroxi-2-ox0o-2H-cromen-3-il)-5-metilhexanoato de

etilo

dcido 3-(4-clorofenil)-3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-

il)propanoico

dcido 3-(3,4-diclorofenil)-3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen—-3-

il)propanocico

dcido 3-(2,3-dihidro-1, 4-benzodioxin-6-11)-3-(4-hidroxi-2-

oxo-2H-cromen-3-il)propanoico

3-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-11)-3-(4-hidroxi-2-oxo-2H~

cromen-3-il)propancato de etilo

dcido 4-[bis(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoico

dcido 3-(4-hidroxi-2-oxo-2H~cromen-3-il)propanoico

3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)propanoato de etilo

3-(4-hidroxi-2-0xo0-2H-cromen-3-il)proanocato de ciclohexilo

4-[bis(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato de

metilo

4dcido 5-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]-2-

metoxibenzoico

5-[(4-hidroxi-2-oxo0-2H~-cromen-3-il)metil] -2-metoxibenzoato

de metilo

dcido 5-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]-2-

isopropoxibenzoico

5-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]-2-

isopropoxibenzoato de metilo

5-[(4-hidroxi-2-oxc-2H-cromen-3-il)metil]-2-

isopropoxibenzoato de isopropilo
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2-{4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3~-il)metil] fenoxi}-2-

metilpropanocato de etilo

N-{4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoil}-L-

valinato de metilo

N-{4-[ (4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-

il)metil]benzoil}glicinato de metilo

N-{4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoil}-N-

metilglicinato de metilo

adcido 3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen—-3-il)-3-[4-

(trifluorometoxi) fenil]propanoico

CoX QO
F
OH DES
0

3-(6-fluoro-4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-11) -3~

fenilpropanoato de etilo

N-[3-(4-hidroxi-2-oxo0-2H-cromen-3-il)-3- (4-

metoxifenil)propanoil]lglicinato de metilo

adcido {4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-

il)metil]) fenoxi}acético

{4-[ (4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil] fenoxi}lacetato de

metilo

2-[bis(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato de

etilo

4-[(6-fluoro-4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato

de etilo

dcido 3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il1)-3-(1-

naftil)propanoico

3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-i1)-3-(1l-naftil)propanoato

de metilo
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adcido 3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-3-(2-

naftil)propanoico

3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-3-(2-naftil)propanoato

de metilo

acido 3-{4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-

il)metil] fenil}propanoico

3-{4-[(4-hidroxi-2-0xXo-2H-cromen—-3-

il)metil]fenil}propanoato de metilo

4-hidroxi-3-(4-hidroxibencil)-2H-cromen-2-cna

propionato de 4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-

il)metil] fenilo

pivalato de 4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]fenilo

benzoato de 4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]fenilo

2,6-dimetilbenzoato de 4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-

il)metil] fenilo

2-metilbenzoato de 4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-

il)metil]fenilo

acido 6-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]-2-naftoico

6-[ (4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil}-2-naftoatoc de

etilo

3-(bencilamino)-4-hidroxi-2H-cromen-2-ona

dcido 3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-3-[4-

(trifluorometoxi) fenil]propanoico

4-hidroxi-3-(3-oxo0-1,3-dihidro-2-benzofuran-1-il)-2H-

cromen-2-ona

3-bencil-4-hidroxi-2H-cromen-2-ona

4-hidroxi-3-(3-hidroxi-1-fenilpropil)-2H-cromen-2-ona

adcido 3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-1i1)-3-[4-

(trifluorometoxi) fenil]propanoico

dcido (38)-3-(3,4-diclorofenil)-3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-

cromen-3-il)propanoico

adcido (3R)-3-(3,4-diclorofenil)-3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-

cromen-3-il)propanoico

acido 2-bencil-3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)propanoico
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2-bencil-3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)propanoato de

etilo

acido 3-ciclohexil-3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-

il)propanoico

3-ciclohexil-3-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)propanoato

de etilo

2-(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)butancato de etilo

4dcido (4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il) (fenil)acético

(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il) (fenil)acetato de etilo

adcido 4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen—-3-il)metillbenzoico

4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato de metilo

4-[ (4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]lbenzoato de etilo

4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato de butilo

3-{4-[(2-hidroxietoxi)carbonil]bencil}-2-0xo-2H-cromen-4-

olato de sodio

4-[ (4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato de

isopropilo

4-[ (4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato de 2,2-

dimetilpropilo

4-[ (4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato de 2-

metoxietilo

4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen~3-il)metil]benzoato de 2-

pirrolidin-1-iletilo

4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato de

2,2,3,3,3-pentafluoropropilo

4-[ (4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato de 2-

(metilsulfonil)etilo

4-[ (4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato de 3,3,3-

trifluoropropilo

4-[ (4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato de

2,2,3,3,3-pentafluoro-1-metilpropilo

4-[ (4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato de 4-

fluorobencilo

20




20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 340 690 T3

4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato

fluorofenoxi)etilo

de

4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato

(fenilsulfonil)etilo

de

4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato

ciclopropilmetilo

de

4-[ (4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato

fluoro-1- (fluorometil)etilo

de

4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato

trifluoro-l-metiletilo

de

2,2,2-

4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato

trifluoro-1-(trifluorometil)etilo

de

2,2,2-

4-[(4-hidroxi-2-oxo0-2H-cromen—-3-il)metil]benzoato

de

fenilo

4-[ (4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metillbenzoato

dimetilfenilo

de

2,3-

4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato

metilfenilo

de

4-[ (4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen—-3-il)metil]benzoato

trifluoro-l-metil-1-(trifluorometil)etilo

de

4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato

dimetilfenilo

de

4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]lbenzoato

(fenilsulfinil)etilo

de

4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato

fluoro-2-metilfenilo

de

4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen—-3-il)metil]benzoato

2,2,3,3,3-pentafluoro~l-metilpropilo

de

4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato

2,2,3,3,3-pentafluoro-1l-metilpropilo

de

4-[ (4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato

2,2,2-trifluoro~-1-hidroxietilo

de

4-[ (4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]lbenzoato

2,2,2-trifluoro-1-hidroxietilo

de

4-hidroxi-3-(3-oxo-1-fenilbutil)-2H-cromen-2-ona
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Ejemplo 9
Efectos de los compuestos sobre la actividad vitamina K epoxido reductasa
Se sometieron a prueba los compuestos de la presente invencién frente a la vitamina K epdxido reductasa.

En resumen: se incubaron concentraciones crecientes de los compuestos en presencia de vitamina K epdxido y
en presencia de una preparacién microsémica de bovino que contenia vitamina K epdxido reductasa. La cantidad de
vitamina K ep6xido residual al final del periodo de incubacidn era directamente proporcional a la actividad inhibidora
de los compuestos de prueba sobre la enzima.

Las pruebas se realizaron tal como sigue:

Se prepararon microsomas a partir de higado de vaca fresco segiin el método descrito en: “Purification of gamma-
glutamyl carboxilase from bovine liver. Wu SM, Mutucumarana VP, y Stafford DW. Methods in Enzymology (1997)
282:346-57".

Se prepararon diluciones en serie de los compuestos de prueba tal como sigue: disolver los compuestos de prueba
hasta una dilucién final de 10 mM o bien en agua o bien en DMSO (si no es soluble en agua). A partir de esta
disolucidon madre, preparar 2 diluciones adicionales diluyéndola con agua: una disolucién 200 M y una disolucién 5
mM. Preparar una serie de tubos tal como sigue:

TABLA 1
n.° de tubo Sustrato Agua (ul)
1 30 pl de disolucién 200 pM 0
2 20 pl de disolucién 200 puM 10
3 10 pl de disolucién 200 pM 20
4 45 pl de disolucidén 5 pM -
5 30
6 30
7 30
8 30
9 30

Retirar 15 yul del tubo 4 y afiadir al tubo 5, agitar con vortex, luego retirar 15 ul del tubo 5 y afiadir al tubo 6, agitar
con vortex, etc... hasta que se afiaden 15 ul al tubo 9. Agitar con vértex y luego retirar 15 ul del tubo 9.

Preparar otro conjunto de 4 tubos y afiadir 30 ul de agua.

Se prepar6 una mezcla de reaccion que consistia en 600 ul de tampén (NaCl 2,5 M, MOPS 0,125 M, pH 7.5), 520
ul de agua'y 150 ul de CHAPS al 10%. Se mantuvieron los tubos sobre hielo durante 5 minutos y luego se afiadieron
500 ul de preparacion microsémica. Se mezcld la mezcla mediante agitacién con vértex y se mantuvo sobre hielo
durante 10 min. para una solubilizacion suficiente. A esto se le afiadieron 150 ul de disolucién de vitamina K epéxido
(1,5 mg/ml en isopropanol), luego se agit6 con vortex de nuevo y se mantuvo sobre hielo durante 5 minutos. Se afadié
una alicuota (70 ul) de esta mezcla de reaccion a cada una de las series de tubos preparada tal como anteriormente y
que contenia diluciones en serie de los compuestos de prueba en 30 ul de agua. Luego se agitaron con vértex los tubos
y luego se mantuvieron sobre hielo durante 5 min. A 2 de los tubos que contenian agua se les afiadieron 500 1 de un
reactivo de parada que consistia en 5 volimenes de AgNO; 50 mM y 5 volimenes de isopropanol. Se usaron estos 2
tubos para medir un valor cero.

Se colocaron los tubos en una mezcladora 30C durante 3 min. y se afladieron 5 ul de disolucién de DTT 100 mM

en agua. Luego se agitaron los tubos con vértex y se mantuvieron en la oscuridad sin agitacién durante otros 20 min.,
al final de los cuales se afladieron 500 ul del reactivo de parada.
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Luego se afiadieron a cada tubo 600 ul de una disolucién 100 ug/ml de vitamina E en hexano, se taparon los tubos
y luego se agitaron con vortex durante 1 minuto. Luego se centrifugaron los tubos durante 5 min. a 5.000 g, y se
transfiri6 la fase superior (la fase de hexano) a una serie series de tubos recientes. Se evapor6 el hexano a temperatura
ambiente en la oscuridad usando un aparato SpeedVac, y se resuspendi6 el sedimento resultante en 100 u1 de metanol.

Luego se midi6 la cantidad de vitamina K epdxido en cada muestra usando un método de determinacién mediante
HPLC. Luego se represent6 graficamente la vitamina K epdxido residual frente a la concentracién de los compuestos
de prueba. Los resultados se muestran en las figuras 1-9.

Ejemplo 10
Metabolismo en microsomas humanos combinados

Se usaron microsomas de higado humano combinados como modelo in vitro del metabolismo de farmacos. Estos
microsomas contienen enzimas de metabolizacién de farmacos esterasas y CYP450. Se suspendieron microsomas
humanos combinados en tampén Tris (50 mM, pH 7,4) a una concentracién final de 1 mg/ml de proteina microsémica.
Se afiadieron los compuestos de prueba disueltos en acetonitrilo:DMSO (1:99) hasta una concentracién final de 2
M. Se realizaron incubaciones a 37°C y se recogieron muestras (50 ul) tras 5, 15, 30, 60 y 90 minutos y luego se
precipitaron mediante la adicién de 100 ul de patrén interno que contenia acetonitrilo y se centrifugaron a 14.000
rpm durante 15 min. a 4°C. Se analizaron las muestras mediante CL/EM/EM para determinar el contenido en farmaco
original.

Para determinar el papel de CYP450 en el metabolismo, se realizaron incubaciones o bien con o bien sin un sistema
de regeneraciéon de NADPH (NADPH es cofactor estricto para enzimas CYP450). Las incubaciones que incluian el
cofactor NADPH representan el metabolismo total por CYP450 + esterasa. Las incubaciones que no contienen ningtin
NADPH representan el metabolismo por esterasa sola. Por tanto, cuando la disminucion relativa del farmaco original
observada es mayor en presencia de NADPH, el metabolismo estd mediado por CYP450. Cuando la disminucién
relativa es equivalente en presencia y ausencia de cofactor, el metabolismo estd mediado por esterasa.

Se realizé un conjunto adicional de incubaciones como control: estas incubaciones no contenian microsomas y
establecieron la estabilidad del compuesto en el sistema de prueba. Todos los compuestos eran estables.

Los compuestos de prueba tenfan la férmula general:

en la que R representa un grupo que puede formar un resto éster. Se sometieron a prueba estructuras similares de
manera que la tnica diferencia era la presencia o la ausencia de un dtomo de halégeno en el grupo éster. Los resultados
se muestran en las figuras 12-14.

De manera similar, se sometieron a prueba compuestos en los que R es CH;, CH,-CHj;, (CH,);CH;, CH,-CH,-OH,
CHz-C(CH3)3, CHz-CHz-O-CH3, 1-pirr0hdinﬂeti10, CHz-CHz-SOQ-CHj,, bencilo, CHz-CHz-O-feHﬂO, CHQ-CHz-SOQ-
fenilo, CH,-ciclopropilo, fenilo, fenilo sustituido. En todos los casos CYP450 era o bien el inico agente metabdlico,
o bien si se encontraban presentes esterasas, CYP450 era la ruta principal. Se sometieron a prueba otros ésteres
halogenados tales como compuestos en los que R es CH(CH,F),, C(CH;)(CF;),, ciclohexilo polifluorado. En cada
caso el metabolismo era principalmente por esterasa.

En un conjunto separado de incubaciones se sometieron a prueba los efectos de paraoxoén, un inhibidor de esterasas
conocido, con el fin de confirmar que el metabolismo observado se debia a esterasa. Paraox6n, a una concentracién
final de 320 ug/ml, inhibia eficazmente el metabolismo de los ésteres halogenados, tal como se muestra en la figura
15, confirmando que la esterasa era la principal enzima implicada en el metabolismo de compuestos halogenados.

A continuacion aparecen datos adicionales generados usando esencialmente el protocolo de ensayo descrito ante-
riormente.
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Estabilidad de varios compuestos (a concentracion final 2 uM) en microsomas humanos combinados

CYP+ Esterasa Tampén
Esterasa
Egtructura CIs, de % de % de % de
VKER estabilidad | estabilidad | estabilidad
(M) a los 90 a los 90 a los 90
min. min. min.
(Est. TV?) (Est. T''?) (Est. T'?)
>30,00 101% ND 99%
(>90 min.) (>90 min.)
3,38 69%** TOg** 108%
{>90 min.) (>90 min.) (>90 min.)
5,07 91g** 96%** 92%**
(>90 min.) (>90 min.) (>90 min.)
4,02 70% 86% 123%
0 cFy . .
o (>90 min.) (>90 min.) (>90 min.)
[
Isémero S
4,15 24% 27% 113%
(~30 min.) (~30 min.) (>90 min.)
F F
o
Isémero R
Warfarina 3,00,8%

* es el promedio de 3 experimentos realizados en 3 dias

separados.

Los resultados indican que la incorporacién de un enlace éster hace posible desplazar el metabolismo desde la
degradacién mediada por CYP hasta rutas mediadas por caboxilesterasa.

Ejemplo 11
Estudio de células HEK-293

Se realizaron registros electrofisiolégicos de I, en células HEK-293 transfectadas de manera estable en la configu-
racion de célula completa de la técnica de registro electrofisiologico de fijacion de voltaje (Hamill et al, 1981) usando

un amplificador Axopatch 200B (Axon Instruments, Foster City, CA). Se extrajeron microelectrodos de voltaje desde
tubos de vidrio de borosilicato de 1,5 mm usando un extractor de pipeta vertical de dos fases (Narishige, East Meadow,
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NY). Cuando se llenaron con disolucién de registro, los microelectrodos de voltaje tenfan una resistencia de 3-5 MQ.
Se sembraron en placa células HEK-293 en placas de cultivo tisular y de células de plastico de 35 mm durante 2-3 dias.
Para la aplicacién de disoluciones que contenian farmaco a las células, se usé el sistema SF-77B (Warner Instrument
Corp, Hamden, CT). Los intercambios de disolucién se completaron en el plazo de 20 ms. Los datos de corriente se di-
gitalizaron en linea usando un cuadro analdgico a digital DigiData 1200A (Axon Instruments) y se almacenaron en el
disco duro de un ordenador Pentium compatible con IBM (GP7-600 MHz, Gateway Computer, Sioux City, ND). Los
protocolos experimentales de fijacion de voltaje y el andlisis de datos fuera de linea se realizaron usando el programa
informatico pPCLAMP7 (Axon Instruments). Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (22-23°C).

La composicion de la disolucion control extracelular se describe en la tabla a continuacién. Su pH se ajusté a 7,4
usando NaOH.

La disolucién para llenar los electrodos de voltaje se describe en la tabla a continuacién y su pH se ajust6 a 7,4
usando KOH.

Registros electrofisiolégicos de Ik,

Fuente Células HEK-293 de mamifero que expresan
el gen hERG
Potencial -80 mv

Despolarizacién +10 mV durante 20 s

Repolarizacién -50 mM durante 5 s

Temperatura de 22-23°C

incubacidn

Disoluciédn NaCl 140 mM, KCl1 4 mM, CaCl, 2 mM, MgCl,
extracelular 1 mM, 4cido 4-(2~-hidroxietil)-1-

piperazinetanosulfénico (HEPES) 10 mM, y
glucosa 11 mM
Tampén de Gluconato de potasio 135 mM, MgCl, 1 mM,
electrodo acido etilenglicoltetraacético (EGTA) 5

mM, HEPES 10 mM, MgATP 5 mM

Se estudio el efecto de warfarina, 4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil|benzoato de 2,2,2-trifluoro-1-metil-1-
(trifluorometil)etilo y su metabolito dcido correspondiente, dcido 4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoico
sobre Ig, en una linea de células HEK-293 transfectada de manera estable usando un protocolo de dos pulsos. Se
sometieron las células a fijacién a un potencial de retencidn de -80 mV y se despolarizé hasta +10 mV durante un
periodo de 20 s para activar I, y luego se aplicé una etapa de repolarizacion hasta -50 mV durante 5 s para provocar
una corriente de cola desactivadora de salida (Ik, de cola). Se aplicé el protocolo de dos pulsos cada 45 s. Se midi6
la amplitud de la I, de cola como la diferencia entre la corriente pico y la corriente de linea de base a -50 mV en el
control y en presencia de compuestos de ATI cuando se obtuvo un bloque en estado estacionario.

El estudio mostrd que 4-[(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil]benzoato de 2,2,2-trifluoro-1-metil-1-(trifluoro-
metil)etilo y su metabolito dcido correspondiente, dcido 4-[(4-hidroxi-2-ox0-2H-cromen-3-il)metil]benzoico, no te-
nian un efecto inhibidor sobre la Iy, humana (CIs, > 100 y >1000 M, respectivamente). Ninguno de los compuestos
mostré una actividad significativa en un amplio ensayo de seleccion de receptores bioquimicos o celulares, a concen-
traciones de hasta 10 uM.

Los expertos en la técnica pueden realizarse facilmente modificaciones de los compuestos dados a conocer en el
presente documento. Por tanto, andlogos, derivados, enantiémeros y sales de los compuestos mostrados a modo de
ejemplo estdn dentro del alcance de la presente invencién. Conociendo los compuestos de la presente invencion y sus
estructuras, los quimicos expertos pueden usar procedimientos conocidos para sintetizar estos compuestos a partir de
sustratos disponibles.
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Debe entenderse que los ejemplos y las realizaciones descritos en el presente documento son sélo para fines ilus-
trativos y que se sugerird diversas modificaciones o cambios a la luz de los mismos a los expertos en la técnica y han
de incluirse dentro del espiritu y el &mbito de esta solicitud.

La invencién y la manera y el procedimiento de realizarla y usarla, se describen ahora en términos completos,
claros, concisos y exactos tales que permiten que cualquier experto en la técnica a la que pertenece, realice y use
la misma. Ha de entenderse que lo anterior describe realizaciones preferidas de la invencién y que puede realizarse
modificaciones en la misma sin apartarse del alcance de la invencién tal como se expone en las reivindicaciones. Para
sefialar particularmente y reivindicar con claridad el presente contenido considerado como invencién, las siguientes
concluyen esta memoria descriptiva.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula:

/

OH

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo, en el que

R es alquilo C;-C; sustituido con al menos un halégeno;

R es alquilo C,-C; sustituido con al menos un halégeno;

R es alquilo C;-C; sustituido con al menos un halégeno; o

R es alquilo C;-Cy sustituido con al menos un halégeno.

2. Compuesto segtin la reivindicacién 1, en el que

R es alquilo C;-Cg sustituido con al menos un grupo fldor;

R es alquilo C;-Cq sustituido con al menos dos grupos fltor;

R es un grupo terc-butilo sustituido con seis grupos fldor; o

CF,

o

Res CFy

3. Compuesto segtin la reivindicacién 1, en el que:

R es alquilo C,-C; sustituido con al menos un grupo cloro;

R es alquilo C,-C; sustituido con al menos un grupo cloro;

R es alquilo C;-C; sustituido con al menos un grupo cloro; o

R es alquilo C;-Cy sustituido con al menos un grupo cloro.

4. Compuestos o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, que son
4-((4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil)benzoato de (R)-3,3,4,4,4-pentafluorobutan-2-ilo; o

4-((4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil)benzoato de (S)-3,3,4,4,4-pentafluorobutan-2-ilo.

60

65

5. Compuesto de férmula:
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6. Compuesto segtn la reivindicacién 1 que es:

4-((4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil)benzoato de 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-metilpropan-2-ilo, o sales farma-
céuticamente aceptables del mismo;

4-((4-hidroxi-2-0x0-2H-cromen-3-il)metil)benzoato de 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-metilpropan-2-ilo; o

la sal de sodio o de potasio de 4-((4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)metil)benzoato de 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-
metilpropan-2-ilo.

7. Composicion que comprende un compuesto o una sal segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o la
reivindicacion 6 y al menos un deslizante, disolvente, adyuvante, diluyente, lubricante, excipiente farmacéuticamente
aceptable, o una combinacién de los mismos.

8. Composicién o sal farmacéutica aceptable segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o la reivindicacién
6 6 7 para su uso como medicamento.

9. Composicion segtn la reivindicacion 8, en la que el medicamento es adecuado para su uso en el tratamiento de
trastornos de coagulacién o es adecuado para su uso en pacientes que corren €l riesgo de desarrollar un trastorno.
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Figura 1: Adtividad inhibidora VEKR de dcido 34-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-)-3-4-
trifluorometoxi-fenil)-propionico
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Figura 2. Adtividad inhibidora VEKR de éster 2,2,3,3,3-pentafluoro-propilico de!
dcido 4-(4-hidroxi-2-oxo-ZH-cromen-3-iimetil)-benzoico
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Eigura 3: Actividad infibidora VKER de ester 3,3,3-trifluoro-propflico def dcido
4(4-hidroxi-2-oxo-Z2H-cromen-3-imetil)-benzoico
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Figura 4: Actividad inhibidora VKER de éster 2,2,3,3,3-pentafluoro- 1-mefif propflico
def gcido 4(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-imetil)-benzoico
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Figura 9. Actividad inhibidora VKER de esfer 4-fluoro-bencilico del dcido
4-(4-hidroxi-2-oxo-ZH-cromen-3-lmetil)-benzoico
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Figura 6; Actividad inhibikiora VKER de éster 2(4-fluoro-fenoxi)-etflico del dcido
4(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-iimetil)-benzcico
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Figura 7: Adtividad infibidora VKER de éster 2.2,2-frifluoro- 1-mnetil-etilico
de! acido 4~4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-iImetif)-benzaico
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Figura 8; Actividad inhibidora VKER de éster 2.2,2-tfriflucro- 1-triflucrometif-etilico
del acido 4-{4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-iimetil)-benzoico
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Figura 9. Adtividad inhibidora VKER de éster 2.2,2-trifluoro- 1-metil-1-trifluorometil-
efflico def dcido 4-(4-hidroxi-Z-oxo-ZH-cromen-3-ifmetil)-benzoico
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Figura 10. Actividad inhibidora VKER de warfarina
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Figura 11: Actividad inhibidora VKER de dcido 4-{(4-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-
ihmetilj-benzoico
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Figura 12: Efecto de fa fluoracion sobre el metabolismo por citocromo P450 y esterasa
en microsomas humanos combinados
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Figura 13: Efecto de fa fluoracién sobre el metabolismo por citocromo P450 y esterasa

en microsomas humanos combinados o
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Figura 14: Controf que demuestra el metabolismo de compuestos por esterasa
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