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Traduccién oficial del inglés por Marlén Neira Castro, resolucién

2117 del Ministerio de Justicia de Colombia.

PODER DE PFIZER INC.
CONSULADO DE COLOMBIA EN LONDRES

Fechado el 22 enero, 200l certifica que Kenneth Greenwood. ejerce
funciones de notario de Egham, Surrey Inglaterra, cuya firma fue
reconocida por J.M.A. Mason, de Legallzaciones del Ministerio de
Relaciones de Gran Bretafia; Que J. Trevor Lumb es el asesor de
patentes de Pflzer Inc. sociedad establecida en Nueva York, Estados
Unidos. Firma del cénsul: Jairo Berrio.

CERTIFICACION NOTARIAL
El B de enero del 2001 el Notario Pablico da fe:
1.compareclé J. Trevor Lumb, domiciliado en Estados Unidos. quien
suscribi6 el anterior documento. 2. Conozco al otorg;nte y tiene
capacidad para el otorgamiento 3. ha suscrito el documento en su
carfcter de Asesor General Asesor de Patentes de Pfizer Inc, con
sede en Nueva York, NY, 4. compaiiia legalmente constituida, con
existencia legal aétual y que el acto para el cual se otorgd el
poder estd dentro del objeto social. 5. El otorgante tiene la
representaciétn que ostenta y es legitima. 6. Baso las

certificaciones 3, 4 y 5 en estos documentos.

Sello:

Kenneth Greenwood

Surrey el 8 enero, 2001,

Horne Engall & Freedam- sello notarlal en aljto re®
Al reverso:
Reino Unido de Gran Bretafia € Irlanda del No
No. D653465 - Fecha: B enero, 2001

Este documento 1lleva la firma/sello de K. Greenwood, ejerciendo
funciones de Notario Piblico, firmado por J.M.A. Mason.

Por el Secretario de Estado Principal de su Majestad para Asuntos

exteriores y de la Mancomunidad. Sello redondo: Londres.

Ha liss \eve C
MARLENM NEIRA CASTRO
Treducior e Intérprete Oficiat

nenlde . FarmnBal _ lanlis
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PODER DE REPRESENTACION #"

Poder de representacién otorgado por PFIZER INC.,compafiia
domiciliada en el nimero 235 Este Calle 42 Nueva York, Estado de
Nueva York, Estados Unidos, a Carlos Reinaldo Olarte.

Dado y firmado en Nueva York, el 2 de enero de 2001 por:

Trevor Lumb
Asesor General Consejero Patentes.
Sello en espaifiol:

Ministerio de Relaciones Exteriores No0.407609_ certifica las
funciones del J. Berrio a la fecha. Bogoté, febrero 2, 2001. Firma
el Jefe de Legalizaciones.

Traduccién certificada, con copia en archivo para confrontacién,

f
olwileve.
MARLEN NEIRA CASTRO
Traductor o Imérprete Olicig!
Inglés - Esponol - Inglis
Resolucién No, 21 17 del 7 Qct 142"

fechada el 6- 2-2001.







CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA

3RD FLOOR 15190 GREAT TITCHFIELD STREET LONDCON W1W BHZ
TELEPHONE D20 7837 8883 TELEFAX 020 783T 5304
E-MAIL.CONSULCOECONSULCO DEMON CO UK

El suscrito Cénsul General de Colombia en Londres, vistos los documentos
presentados ante este despacho,

CERTIFICA:

Que el Sefior KENNETH GREENWOOD, quien autenticd el documento precedente,
ejercia en la fecha las funciones de Notario Pdblico de Egham, Surrey, Inglaterra, y
que su firma fue debidamente reconocida por J. M. A. MASON, Funcionario del
Departamento de Legalizaciones del Ministerio de Relaciones de la Gran Bretaiia,
cuya firma se encuentra registrada en este Consulado General.

Que PFIZER INC. es una Sociedad debidamente constituida, organizada y existente
en New York, N.Y., Estados Unidos de América, y que cumple con su objeto social
de acuerdo con las leyes de ese pais.

Que el Sefior J. TREVOR LUMB, en su calidad de Asesor de Patentes Generales de la
mencionada Sociedad, otorga el Poder precedente y su firma ha sido autenticada por
el Notario KENNETH GREENWOOD.

El Cénsul General no asume responsabilidad por el mencionado documento.

Dado en Londres, Reino Unido de la Gran Bretaiia, a los veintidos (22) dias del mes
de enero del ano dos mil uno (2001).

Certificacién No. 01/0181
Derechos: US$106.00, CAN
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Raispeck. LAra, Ropricuez & Rueba g
Mambers of the Firm

BAKER & McKENZIE

ATTORNEYS AT LAW
APARTADO AERED 3748

TELEFONO: 238-1400

SANTAFE DE BOGOTA, D.C.

COLOMBIA

NOTARIAL CERTIFICATION

dayot January

- Onthis

19. 2001 . the undersigned Notary
CERTIFIES

1.Thal  J, Trevor Lumb

d domiciled |
o oo ol s,

sot his hand on the foregoing documant.

2. That the grantor Is to ma persanally known and that ha/she has
legal capadly to execute the Insirument.

3. That tha granitor has executed the foregolng document as

Assistant General Patent Counsel

of the Juridical person

Pfizer Inc

4T @ juridical person
Pf1 Inc
having Iis home offica in
New York, NY.
Is duly orpanized, has present legal exisiance and that the purposes for

which the power ofaunrnoylsgmnht_larawlwnmaseopoolilumrponh
purpases.

5. That the grantor has In fact he referred to authority and that his/her
nepresentation Is legal.

6. That | have based certifications J, 4 and 5 ab on tha following authentic
documents for such purposs exhibitad hg_ﬂu_r:i which | mention spacifically,
w

giving their dates and thalr nnua %@ﬂé “ﬂc\;

o8 g !
\ T XZ%/”/"O

SITCARREG
ggwh&" Public
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CERTIFICACION NOTARIAL

Alos dlaa del mes de
de 18 . suscrito Notarlo
DA FE
1. Que
mayor y domiciiado en

suscriblo de su pufio y leira sl documento gue antecada.

2. Que conczco al otorgante y que dale tiene capacidad legal
para el olorgamiento,

3. Que el olorpanta ha suscrito el referido documento en su
caricter de

da la persona Juridica

4, Que la parsona Juridica

con sede en

janeifios 3, 4 y 5 anterloraa en o8
WS auténticos qus al efecto se ma
axhibleron y que menciono edpecificaments con expresidn dae
sus fechas y da su origen o procadencia:

E! Notarlo Piblico
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UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND

No. D653465

Date 8 January, 2001

This document bears
the signature / seal of K Greenwood

Acting in the copacity of Notary Public

Signed by: J. M. A. Mason

%

For Her Majejty's Principal Secreta




POWER OF ATTORNEY

The undersignad.

PFIZER INC.

located in
235 East 42™ Street, New York
Estado de New York, Estados Unidos de

América
declares that it hereby grants to

CARLOS R. OLARTE

a full and sufficient power of attorney to apply to the
proper national officers and authorities for the lssue of:

Latters Patent, mergers,changes of nama,
assignments, flling and prosecution of oppositions,
changes of address

to which end it empowera them fo lake all steps
necassary before said authorities for the oblects stated,
o flle petiions, prepare descriptions, make protests,
declarations, appeals and objections, pay imposts,
apply for caerifications. recelve documents and
securities, abandon applications and collect refunds.
To the said mandatories sufficient power Is granted
heraby to recsive notifications for and on behalf of the
Company, to confer powers on thosa who are to
reprasent the company Judiclally and extrajudicially, to
answer In court in the matter of all claims and demands
that may be presented In connaction with the patents,
and to do everything that may be required, before
administrative or judiclal officers of any claas giving
them likewise powar to substitute these presents and
revoke such substitutions if nacessary._

Done and subscribed in New York, New York,
United States of America.

On the and day of j—moc'_*fb ool

)

% J. Trevor Lumb

Raisseck, Lawa, Rooricuez & Ruepa
Membars of the Firm

BAKER & McKENZIE

ATTORNEYS AT LAW
APARTADO AEREO 3748
TELEFONO: 203-1400
SANTAFE DE BOGOTA, D.C.
COLOMBIA

La abajo firmada,

PFIZER INC.

domidcllada en
235 East 42™ Street, New York
Estado de New York, Estados Unidos de

América
declara por e presante oforger a

CARLOS R. OLARTE

poder especial amplio y bastante para recabar de Ilas
oficinas y autoridades nacionales que correspondan, Ia
obtancidn de :

Solicitudes de Patentes de Invancién, camblos de
nombre, ceslones, presentacidn y tramitacidn de
oposiclonas, cambios de nombra

a cuyo efeclo los faculta para dar ante dichas
autoridades, todos los pasos necesarios al objelo
indicado, elevar solicitudes, formular descripciones ,
protestas, declaraciones, apelaclones y reclamos,
oblar impuestos, solicitar teslimonios, racibir
documentos y valores, dasistir y percibir. Se concede a
los expresados mandaterios poder bastants para
recibir notificaciones a nombre de la compafifa, otorgar
poderes a quienes vayan a reprasentar a la compafila
judiclal y extrejudiciaiments, responder en juiclo a
todas las reclamaclones o damandas que por motivo

facultad para sustituir el RNl
revocar dichas sustituciongp.

Dado y firmado en

Alos dias de! mas de

9
Assistant General Patent Counsel

dde}
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ﬁ' UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE

1
&
s d United States Patent and Trademark Office

.....

December 14, 2000

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED HERETO IS A TRUE COPY FROM
THE RECORDS OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK
OFFICE OF THOSE PAPERS OF THE BELOW IDENTIFIED PATENT

APPLICATION THAT MET THE REQUIREMENTS TO BE GRANTED A
FILING DATE UNDER 35 USC 111.

APPLICATION NUMBER: 60/200,432
FILING DATE: April 28, 2000

By Authority of the
COMMISSIONER OF PATENTS AND TRADEMARKS

Certifying Officer
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Dodnt Number | PC10866A00 | Typeaphs sign () bukotis |
bex

INVENTOR(VAPPLICANT()
MIDLE INITIAL | RBSIDENCE (CITY AND HITHER STATE Ol FOREIGH OOUNTRY)
“Waicheo _George Old Seybrook, CT
Eric D. Groton, CT
Cuwrman-Porex Stonington, CT

‘——ﬁ — =
TITLE OF THE INVENTION (280 characters
Sodiom- 1 Inhibitor

CORRESPONDENCE ADDRESS
Gragg C. Bansan

Pitzer Inc
Patent Department, M3 4518
* Eastem Point Road, Groton, CT 08340

'4

o

40675 U. 8.
60/2004

ENCLOSED APPLICATION PARTS (chack ail thet apply)
XSpecifiation NumberofPages 29  [RICim{s)  NumberofPages 3
"Il CIDeawings)  Number of Sheets [R0ther (specify) Abstract 1 pagn

METHOD OF PAYMENT (chack ony)
[0 A checkormonoy arder is enciosed 10 cover the Provisioml filing fies PROVISIONAL
&  The Commissioner Is heroby suthorized to change all roquired - FILING FEE $150.00

filing foes fo, and credit eny overpayment w Deposit Acconnt Namber: AMOUNT(S)
16-1445. Two coples of this page are enclosed. ]

mm‘ﬁb-wﬂﬁlhwwﬁl—nﬂ-“dhwhm
No.
O Yes, the name of the U.S. Govermment agency and fhe Government contract mumber are:

Réspectililly submitted,
s M . Yfarfeom

TYPED or PRINTED NAME A. Desn Olaon REGIBTRATIONNO 31,185
(V ppropriay)
O Additional inventors sre being ramed on separately rumbered sheets aftached hervts,

PROVISIONAL APPLICATION FILING ONLY

Express Mail No. EJ248205785US

wfjlegal/ 10808 provisional cover.doo
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SODIUM-HYDROGEN EXCHANGER TYPE 1 INHIBITOR
BACKGROUND OF INVENTION

This invention rejates to a sodium-hydrogen exchanger type 1 (NHE-1)
Inhibitor.

Myocardial lschemic Injury can oceur In out-patiant as well as in
perioperative settings and can lead to the devalopment of sudden death,
myocardial infarction or congestive heart failure. There is an unmet medical need
to prevent or minimize myocardial lschemic injury, particularly perioperative
myocardial infarction. Such e therapy is anficipated to be Efe-saving and can
raduce hospitallzationa, enhance quality of ife and reduce overall health care costs
of high risk patients.

Pharmacological cardioprotection would reduce the Incidence and
progression of myocandial infarction and dysfunction occurring In these surgical
settings (parioperatively). In addition to redkicing myocardial damage and
improving post-ischemic myocardial funciion in palisnts with lschemic heart
M.uwmmmmunhmamcmmw
and mortality due o myocardial infarction and dysfunction In patients “at risi¢" (such
as graater than 85 ysars, exarcise intolerant, coronary artery diseass, diabetsa
melitus, hypertansion) that require non-cardiac surgary.

The mechaniam(s) responsible for the myocardial Injury observed after
ischemia and reperfusion is not fully understood,

A variaty of publications have disclosed the use of guanidine derivatives as i

ussful for the trestment of, for axample, arrtythmias.

A recent published patent application, PCTABS86/00208 published aa WO
£8/43883 on September 2, 1909, the disclosure of which is hereby Incorporated by
referance, discioses a variety of NHE-1 inhibitors including [5-cycloprapyl-1-
(quinofin-5-yl)-1H-pyrazole-4-carbonyljguanidine. The publication further statea
that “preferred salts of the immediatsly precading compound are the mono- or di-
mesylate saita.” Ona group of prefarred compounds, which include
hydroxyquinoline compounds, s described in claim 102 of the publishad
application. Of course, some of thess hydroxyquinoline compounds can exist in
several tautomeric forms such as the quinoione form as dascribed In that patent
application, In addition, commeonly assignad U8, provisional application serfal no,

EXPRESS MAIL NO. £T 248 2057557 us

P S LY W R - = . - . PR bl b i,
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80/162,374 was filed on October 29, 1889 and ia directed to crystal forms of the
above described NHE-1 inhibitor.

PCT/JPB7/04850 application publishad on June 25, 1998 discloses N-
[(substituted five-membered heterveryl)iguankiine compounds to be useful as
inhibitors of Na'/H" exchange and consaquently affective for the treatment of
various dissases such as hypertension, arrhythmia, angina pactoris, myocardial
infarct, arteriosclerosls, and complications of diabetes.

Thus, thers is clearly a need and a continuing search In this field of art for
compouncis for the traatment of perioperative myocardial ischemia.

SUMMARY OF THE INVENTION

Thia invention is directad to a compound of Formuia |

ﬁiﬁ
I

\N
X
Formula 1

a prodrug w.ornplunnamuﬂunnmphhloultofuldmorof
sald prodrug, with the provieo that [S-cyclopropyt-1-{quinolin-6-y1)-1H-pyrazole—4-
carbonyfljguanidine is not included.

nwmmmammm.u-mmm
acceptable salt of saki compound or of aald prodrug” Includes the provieo that {5-
cyciopropyt-1-(quinolin-S-yi)-1H-pyrazois-4-carbonyfjguanidine Is not included.

This Invention ls also diractsd to substantially pure [S-cydopropyl-1-(2-
qulon-s-mJlemImmm.ouphammwm
sak of sald compound.
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Altematively, the sbove compound ls named [5-cyclopropyl-1-(2-quinolon-5-
yi)-1H-pyrazole-4-carbonyllguanidine. A preferred salt is the hydrochioride salt, and
most prefarably, the monohydrochloride salt.

Ancther aspact of this Invention ls a method of treating a mammal (e.g..
human) having a disease or condltion mediated by NHE-1 by administering a
therapeutically effective amount of the Formula | compound, a prodrug thereof, or a
Pharmaceutically acceptable sait of aakd compound or of sald prodrug to the
mammal.

Another aspact of this invention is directed to a method of reducing tissue
damage (e.g., substantially preventing tissus damage, inducing tissue protection)
resulting from lachemia comprising administaring to a mammal (e.g., a female or
mals human) in need of such treatment a therapsutically effective amount of the
Formuia | compound, a prodrug thereaf, or a pharmaceutically sccepiable salt of
said compound or of sald prodrug.

Prefetred lschemic tissuea taken Individually or as a group are cardiac,
brain, liver, kidney, lung, gut, skeletal muscle, spleen, pancregs, nerve, spinal cord,
retina tissve, the vasculature, or intestinal tissua.

An especially praferred ischemic tissue is cardlac issue.

it ls sspecially preferred that the Formula | compound, a prodrug thereef, or
aphannmuﬂallynmphblua!ofuldwmpowﬂaruruidwndmb
admlnlttamdtomntpaﬂopuuﬂvnmwwdlﬂlldmnhlrdw.

Preferably, the Formula | compound, a prodrug thereof, or a
phmadedlyneuphhbaaﬁohaﬂempuﬂorofnddpmduuh
administerad prophylactically.

The lschemic damage may occur during organ transplantation elther to the *
organ or the patient.

Preferably, the Formula | compound, a prodrug thereof, or a
pharmacsutically acceptable salt of ssid compound or of said prodrug is
administered prior to, during and/or shortly after cardiac surgery or non-cardiac
surgery.

InmoupndoftﬂslnvunﬂunﬂmFunndalmpomd.amw.
or a phanmaceutically acceptable salt of sald compound or of said prodrug s
edministered locally.
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A prefarred dosage Is about 0.01 to 100 mg/kg/day of the Formula |
compound, a prodrug thersof, or a pharmaceutically accepiable salt of sald
compound or of sald prodrug. An sspacially preferred dosage ta about 0.01 to 50
mg/kg/day of the Formula | compotind, a prodrug thereof, or a pharmaceutically
acceptable salt of sald compound or of said prodrug.

Ancther aspect of this invention is directed to a method of reducing
myocardial fissue damage (e.g., substantially preventing tissue damage, inducing
tissue protection) during surgery (e.g., coronary artery bypass grafting (CABG)
surgeriea, vascular surgeries, percutaneous transiuminal coronary angioplasty
(PTCA), organ transplantation, or other non-cardiac surgeries) comprising
administering to a mammal (0.g., a female or male human) a therapeutically
sifective amount of the Formule | compound, a prodrug thereof, or a
pharmaceutically acceptable salt of sald compound or of said prodrug.

Another aspact of this invention Is directad to a method of reducing
myocardial issue damage (e.g., substantially preventing tissus damage, Inducing
tissus protection) In patients presenting with ongoing cardiac (acute caronary
syndromes, e.g. myocardial Infarction or unetable angina) or cerebral ischemic
evanis (e.g., stroke) comprising administering to 8 mammal (e.g., a female or male
human} a therapeutically effective amount of the Formula | compound, a prodrug
thereof, or a pharmaceutically acceptable salt of said compound or of sald prodrug.

Ancther aspact of this invention is directed to a chronic method of reducing
myocardial icsue damage (e.g., substantially preventing tissue damage, inducing
tissue protaction) In a patient with diagnosed coronary heart disease (e.g., previous
wiyocardial infarciion or unstable angina) or patients who are at high risk for _
myocardial Infarction (e.g., 2ge > 85 and two or more risk factors for coronary heart
diseass) comprising administering to a mammal (e.g.. & female or male human) &
therapsutically effective amount of the Formula | compound, a prodrug thereof, or a
pharmaceutically acceplable salt of sald compound or of sald prodrug.

Anocther aspect of this invantion is directed to a mathod of preventing
lschemic damage comprising the chronic oral administration to a mammal In
need of such treatment a therapeutically effective amount of the Formula |
compound, a prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt of sald
compound or of sald prodrug.
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Another aspect of this invention is directed to a method for treating
cardiovascular diseases comprising adminiatering to 8 mammal (e.g., & female or
male human) a therapeutically effective amount of the Formula | compound, a
prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt of said compound or of said
prodrug.

Another aspect of this invention |s directed to a method for treating
arterioacierosis comprising administering to a mammal (s.g., 2 femals or male
human) a therapeutically effective amount of the Formula | compound, a prodrug
thereof, or a pharmaceutically acceptable aalt of sald compound or of aald prodrug.

Ancther aspect of this invention is directed to a method for treating
hypertension comprising administering to a mammal (e.g.. a female or maie
human) a therapeutically effeciive amount of tha Formula | compound, a prodrug
thereot, or a pharmaceutically accepisble salt of sald compound or of sald prodrug.

Ancther aspect of this invention Is directed to a method for treating
arhythmia comprising administering to a mammal (e.g., a femals or male human) a

therapautically effective amount of the Formula | compound, a prodrug thereof, ora .

pharmaceutically accaptable salt of sakd compound or of sald prodrug.

Ancther aspact of this lnvention Is directed to a method for treating angina
pectoris comprising administering to a mammal (e.g., a female or male human) a
therapeutically effoctive amount of the Formula | compound, a prodrug thereof, or a
pharmaceutically acceptabls ealt of sald compound or of sald prodrug.

Another aspect of this Invention is directad to a msthod for treating cardiac
hyperirophy comprising administering to a mammal (e.g., a female or male human)
a therapeutically effective amount of the Formula | compound, a ;'aroclugw. or
a pharmaceutically acceptable sak of sald compound or of sald prodrug.

Another aspect of this invention Is directed to a method for treating renal
diseases comprising administering to a mammal (a.g., @ female or male human) a
therapedtically effeciive amount of the Formula | compound, a prodrug thereof, or a
pharmaceutically acceptable salt of sald compound or of sald prodrug.

Ancther aspect of this invention Is directad to a method for treating diabstic
complications comprising administering to a mammal {e.g., a female or male
human) a therapeuticaily effective amount of the Formula | compound, & prodrug
thersof, or a pharmaceutically acceptable salt of sald compound or of said prodrug.

R T SR X W PR X Iﬁ' 'Hi'.
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Another espect of this invention la directed to a method for treating
, restenosia compriaing administering to @ mammal {(e.g., a female or male human) a
therapsutically effective amount of the Formula | compeund, a prodrug thersof, or a
phamacsutically scceptable salt of sald compound or of said prodrug.

Another aspect of this invention Is diracted to a method for treating diseases
of cell profiferation comprising administaring to @ mammal (e.g., a female or male
human) a therapeutically effective amount of the Formula | compound, a prodrug
thereof, or a pharmaceutically acceptable aalt of sald compound or of said prodrug.

Another aspect of this invention Is directad {0 a method for treating
cancerous diseases comprising administering to 2 mammal (e.g., a female or male
human) a therapeutically effective amount of the Formula | compound, a prodrug
thereof, or a pharmaceutically acceptable sait of sald compound or of sald prodrug.

Anothar aspect of this Invention s diracted to a method for treating fibrotic
diesases comprising adminlstering to a mammal (e.g., a female or mala human) a
therapeutically effective amount of the Formula | compound, a prodrug thereof, or &
pharmaceutically acceptable salt of sald compound or of sald prodrug.

Another aspect of this Invention Is directed to a method for treating
glomerular nephrosclerosis comprising administering to a mammal (e.g., a female
or male human) a therapeutically effective amount of the Formula | compound, &
prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable ealt of sald compound or of sald
prodrug.

Another aspect of this Invention Is directed to a matheod for treating
pulmanary fibrosls comprising administering to a mammai (e-g., a female or male
human) a therapeutically effective amount of the Formula | compéund, a prodrug
thereod, or a phamaceutically acceptable salt of sald compaund or of said prodrug.

Another aspsct of this invention Is diracted to a method for treating cersbro
Ischemic disorders comprising administering to a mammal {e.g., a female or male
human) a therapsutically sflective amount of the Formula | compound, a prodrug
thereof, or a pharmaceutically acceptable aalt of sald compound or of said prodrug.

Ancther aspact of this invention ls directed to a method for treating
myocardial stunning comprising admintstering to a mammal (e.g.. a famale or male
human) a therapeutically effective amount of a the Formula | compound, a prodrug
thereof, or a pharmaceutically acceptable salt of sald compound or of said prodrug.
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Ancther aspect of this invantion is directed to @ method for treating
myocardial dysfunciion comptiaing administaring to & mammal (e.g., a famale or
male human) a therapsutically effectiva amount of the Formula | compound, a
prodrug thereof, or a pharmaceutically ecceptable salt of sald compound or of sald
prodrug.

Another aspact of thia invention Ia directed to a mathod for treating
cerebrovascular diseases comprising administering to a mammal (e.g., a female or
mala human) a therapeutically effective amount of the Formula | compound, a
prodrug thereof, or a pharmacsutically acceptable salt of sald compound or of said
prodrug.

Ancthar aspact of this invention la directed to a method for treating organ
hyperirophles or hyperplasias comprising administering te @ mammal (e.g., a
female or male human) a therapeutically effective amount of the Formula |
compound, a predrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt of sald
compound or of sald prodrug.

This invention Is also directed to pharmaceutical compositions which
comprise an amount of the Formula | compound, & prodrug theraof, or a
pharmaceutically acceptable salt of said compound or of eaid prodrug and a
pharmaceutically acceptabie carler, vahicle or diiuent.

This invention s aleo directed to pharmaceutical compositions for the
reduction of tissue damage resulting from ischemia which comprise a
therapautically effective amount of the Formula | compound, a prodrug thereof, or a
pharmacettically acceptable salt of sald compound or of said prodmg anda
pharmaceutically acceptable carrler, vahicie or diuent. .

The term “reduction” is intended to include partial prevention or prevention
which, although greater than that which would result from taking no compound or
from taking a placebo, Is less than 100%, In addition to substanfially total
prevention.

'ﬂnhnn'dnmagemulﬂmﬁmnhdunh'nempbyudhammh
canditions directly assoclated with reduced biood flow to tissue, for example due to
a clot or obstruction of bload vessels which supply biood 1o the subject tissue and
which resutt, |nfer alig, In lowered oxygen tranaport to such tissue, impaired tissue
parformance, tissus dysfunction and/or necrosis. Altematively, whers blood flow or
organ perfusion may be quantitatively adequate, the oxygen carrying capacity of
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the blood or organ perfusion medium may be reduced, e.g., In hypoxic
environment, such that axygen supply to the tiasus ia lowered, and impaired tissus
performance, tissue dysfunction, and/or tissue necrosis ensues.

The term "treating”, "reat” or “treatment” as used herein inchudes
preventative {e.g., prophyiactic) and palllative treatment.

The expreasion "pharmaceutically-acceptable sait® refers to nontoxic anlonic
salts containing anions such as (but not imited to) chioride, bromide, lodide, sulfats,
bisuifate, phoaphate, acetats, maleste, fumarate, axalate, lactate, tartrate, clirats,
gluconate, methanesulfonete (mesylate) and 4-tolusne-sulfonate. Since more then
one basic molsty exists the expression may include muttiple saits (0.g., d-sall). The
expression also refers to nontodc cationic salts such as (but not limited to) sodium,
potassium, calclum, magnesium, ammonium or protonated banzethine (N.N'-
dibenzylethylenediamine), choline, ethanclamine, disthanclamine, ethylsnediamine,
meglamine (N-methyl-ghicamine), benethamina (N-benzyiphenetiwiamine),
ﬂpuulmorwlnnlna(z-nmlm-a-hydwnm1m

The expression "prodrug” refers to compounds that are drug pracursors which
hnmmmmmmummmmWww
pracsss (e.g., & prodrug on being brought to the physiolagical pH or through enzyme
action is converted to the desired drug form). Again, there s a proviso that [5-
cyclopropyk1-{quinolin-5-yi}-1H-pyraxale-4-carbonyijguanidine s not included.

By "pharmacautically acceptabls” it is meant the carier, diluent, excipients,
and/or salt must be compatible with the other Ingrediants of the formulation, and
not deleterious to the reciplent thereof,

Aa used hersin, memwmwwmw
Mamhaadvuﬂormh:h.nulwmuswmdldoumtlnhndwlﬂuhm
mmnmmmm«mmmammmmuﬁm
the yieki of the desired product.

it will be recognized that the compound of this imention can axdst In
radiolabellad form, Le., the compound may contain one or more atoms containing
an stomic maas or mass number diffarent from the atomic mass or mess number
ordinarfy found in nature. Radioisotopes of hydrogen and carbon Include *H, *H,
and *C respectively. A compound of this invention, which contains those
radicleotopas and/or other radicisotopes of other atoms are within the scopes of thia
Invention. Tritiated, i.e., *H, and carbon-14, Le., *C, radiolsotopes are particularty

20
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prefamed for their sase of preparation and detectabliity. A radiolabelled Formula |
compound can generally be prepared by methods well known to thosa akilled in the
art. Corwanlently, such radiolabslied compounds can be prepared by camying out
the procedures discloaed in the Schames and/or in the Examples below by
substituting a readily available radiotabelied reagent for a non-radiolabelied
reagent.

Other featurss and advantages will be apparent from the specification and
claima which describe the invention.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The compound of Formula | is a human metabolite of 5-cyclopropyl-1-
(quinolin-5-yi)-1H-pyrazole-4-carbonyljguenidine. i wae ldentified from samples of
human plasma obiained after intravenous administration of 5-cyclopropyt-1-
(quinolin-5-yi)-1H-pyrazole-4-carbonyfjguanidine to human subjects. The structure
of this compound was indepsndently verifiled by chemical synthesis. in another
aspect of this invention [S-cyclopropyl-1-(2-quinolon-5-yi)-1H-pyrazole-4-
carbonyllguanidine may be prepared by administering [S-cyclopropy-1-(quinolin-5-
yi)-1H-pyrazole-4-carbonyljguankiine to a human and isolating the desired
metabolite from the plasma. Altematively, the metabolite need not be lsclated from
the human since it Is produced In vivo.

in general the compound of this invention can be made by processas which
include processes analogous to those known In the chemical arts, particularly In
light of tha description contalned herein. Caertain processes for the manufacture of
the compound of this Invantion are provided as further features of the Invention and
are iiiuatratad by the following reaction scheme. Other processes are described in
the experimental section.

A detalled deacription of the synthétic aspect of the invention follows:
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According to the scheme above, the formuia IA compound (prepared as
described in Capps, J. D.; Hamilton, C. 8. J. Am. Chem. Soc. 1838, 80, 2104) s
dissoived In a protic solvent such as ethanol and treated with an appropriate
reducing agent such as stannous chiorids diydrate. The resulting mbdure is
stimed at a temperature of about 0 °C to about 115 *C for about 30 minutes to
about 24 hours. The resulting mixturs is cooled to about 23 °C and fitered. The
resulting aofid material is purified In a sultable way, such aa by triturating with
Iydrochioric acld (for example, 1 M aqueous) at about 100 °C for about 1 haur,
cooling to about 23 °C and filtering to provide the formula Il compound es Its
hydrochioride salt. Alternatively, the formula If cempound can be Isclated from the
reaction mixiure a3 the free base by basifying with an inorganic bass, and
extracting with an appropriate organic solvent. The formula i compound can also
be Isolated as other salts. Other raduction mathods that will perform this reduction
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are known to those skiiled in the art, such as for example catalytic hydrogenation.

The formula Il compound Is diazotized In hydrochioric acid and water using
sodium nitrite at about 0 *C for ebout 15 minutes to about 2 hours, The resulting
diazonium sakt solution is reduced with an appropriate reducing agent, such as
stannous chioride dihydrate In hydrochlaric acid and water at about 0 °C to about
23 °C for about 30 minutes to about 8 hours. The resuiting solkd Is collectad by
filtration and purified In a sultable manner, such as by trituration with hydrochloric
acid (for example, 1 M aqueous) at about 23 °C for about 30 minttes. The
compound of formula Il is collected by fiitration as its hydrochloride salt.
Alternatively, the formula Iil compound can be isolated from the reaction mixture as
the free base by basifying, with an inorganic bass, and extracting with an
appropriate organic solvent. The farmula Il compound can also be lsolated as
other aalts. Other reducing agents that will pesform this transformation are known
to thase skilled in the art.

The formula IV compound s prepared by methods known to thesa skillad In
the art, such as by the reaction of an N,N-dialkyiformamide dialkylacstai, for
example, N,N-dimsthytformamide dimethylacetal with an ester of 3-cyclopropyl-3-
oxopropanoic acid at a tamperature of about 23 °C to about 115 *C for about 1
hour to about 4 haurs with or without an acid catalyst. The group R and R? are
conveniently any alkyl, cycloalkyl, cycloatkytalkyl, or arylafky! group. Furthermors,
the two R groups may be tethered togethar to form a cyciic entlty.

The formula IV compound Is reacted with the formuta Il compound In an
alcaholic soivent such aa ethanol at a temperature of about 23 *C to about 115 °C
for about 15 minutes to about 12 hours. When the formaula [Hl compound s used as
hhmmmnhmnhgmhuwmﬂumcﬂmhﬂmmd
&h excess of a non-nuclecphilic bass, such as triethylamine. The formula V :
compound s collectad by fliration. Altsmatively, the formula V compound may be
Isolated by other methods such as concantraticn followed by addiion of water and
extraction with a sultable organic solvent. Altemnatively, the formula V compound
maybapraplnduimhfomdalllmpcmdandoﬂmmdshﬂmof
the formula IV compound, such as a compound in which the (R%).N group is
replaced by a R'0 group.

The formula V campound Is hydrolyzed with a base such as sodium or
Ithium hydroxde in a solvent such as water, and/or mathanol, and/or THF
wnmienﬂyutnbouti&'Cordandwahdhmpemﬁnauchualnﬂm
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terperature for about 30 minutes to about 12 hours. The formula VI acid s then
Isolated by, for example, removing the organic solvents, acidifying and filtering.
Alternatively, the formuls VI compound can be [solated from the reaction mbdure by
removing the organic solveris, ackilfying and extracting with an appropriate organic
solvent.

The Formula V1 acid is coupled with guanidine In the presence of a sultable
coupling agent. A sultabls coupling agent is one which transforms a carbaxylic acid
into a reactive spacies which forms an amide linkage on reaction with an amine.

The coupling agent may be a reagent which affects this condanaation in a
ona pot process whan mbred together with the carboxylic acld and guanidine.
Exemplary coupling reagents are 1-{3-dimethylaminopropyf)-3-athyicarbodlimide
hydrochloride-hydroxybenzotriazole (EDC/HBT), dicyciohexyicarbodimids
(DCC)hydroxybenzotriazole(HBT), 2-ethaxy-1-ethaxycarbonyl-1,2-dihydroquinoline
(EEDQ), and disthyiphoaphoryicyanide. The coupling is performed In an nert
eolvent, preferably an aprotic solvent at a temperature of about -20°C to sbout
50°C for about 1 to about 48 hours, in the presence of excess guanidine as base.
Exempiary soivents Include acetonitrile, dichloromathane, dimethylsulfoxide,
dimethylformamide, chioroform and mixiures theraof.

The coupling agent may also be that agent which converis the carboxylic
acd to an activated intermediate which is laoclated and/or formed in a first atep and
allowed to react with guanidine in a sacond step. Exampies of such coupling
agents and activated intermediates are thionyl chiorida or oxalyl chioride to form
the ackd chioride, cyanurie fluoride to form an acid fluorida or an alkyl chioroformats
such as lsobutyl or Isoproperyl chioroformate or propanephosphonic anhydride
{propanephosphonic acld anhydride, PPA) with a tertiary amine base to form a
mbxad anhydride of the carboxylic acld, or carbonyldimidazole to form an
acylimkiazole. If the coupling agent is coalyl chiaride, i Is adventageous to employ
& small amount of dimethyiformamide as coscivent with another solvent (such as
dichloromethane) to catalyze the formation of the acld chioride. This acfivated acld
derivative may be coupled by mbdng with the Intermediate in an appropriate soivent
together with an appropriate bass. Appropriate solvent/bass combinations are for
example, dichlaromethane, dimethylformamide or acetonitrile or mbdures thereof In
the presencs of excess guanidine as bass, Other appropriate solvent/base
combinations include water or a {(C+-Cs)uicohol) or a mbdure thereof togathar with
a cosolvent such as dichioromethane, tetrahydrofuran or dioxane and a base such

Tme - oaa ..-_..-.. - IR—— T LT 1 DR O
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as sodlum, potassium or lithium hydroxide in sufficient quantity to consuma the acld
ifberated in the reaction. Use of thesa coupling agents and appropriate sslection of
solvents and temperatures are known to thosa skilled in the art or can be readiy
determined from the Merature in light of this disclosure. Thesa and other
exemplary conditions usefid for coupling carboxylic acids are described In Houben-
Wevl, Vol XV, part I, E. Wunsch, Ed., G. Thelme Verlag, 1974, Stutigart; M.
Bodansky, Principles of Peptide Synthesis, Springer-Verlag, Berlin 1984; and The
Peptides, Analysls, Synthesis and Blology (ed. E. Groas and J. Melenhofer), vols 1-
5 (Academic Presa, NY 1979-1983),

In one embodimant, the formula V1 acid Is activated with exceas thionyl
chioride at a temperatura of abotrt reflux temperature for about 15 minutes to about
3 hours and the excess thionyl chiaride is removed by concentrafion. The resuiting
acld chiorida ls combined with excess guanidine hydrochioride and an Inorganic
base, such as sodium hydrendde In tstrahydrofuran and water. The reaction ls
stirred convenlently at 23 *C or at an elevated temperature, such as refis:
temperature, for about 30 minutes to about 8 hours. The formula | compound is
isolated form this reaction mixture in a variety of ways. For example, the reaction
mbdure is concentrated to remove the THF: the aqueous layer Is acidified to pH 8,
and the solld Is collectad by filtration. Altsmatively, the formula | compound may be
Isolated by extraction with an organic solvent. The formula | compound may be
transformed to tha comresponding hydrochloride satt by treating a solution of it In
methanol with hydrogen chioride in ether, and collection of the resulfing salld by

fittration or concentration. Othar salts may be prepared by analogous methods. .
Those skillad in the art will recognize that It is also poasible to transform the

fonntﬂaVeompomthhfonnuhlcommdbyMﬁghfnmmv
mpwﬂwhmgmnhhmlmﬂmhntwﬁammmum'
for example ethanol, or in the abssnce of a solvent, st about 80 *C to about 160 °C.

Those skilled In the ast will recognize that tha Formula | compound can exist.
in severa! tautomeric forms. All such tautomeric forms are considered as part of
this Invention. For example, all of the tautomeric forms of the carbonyiguanidine
molety of the Formula | compound are included In this invention. All tautomeric
fonmofﬂuz-quimlummalotycthonnuhleumpound. such as the 2-
hydroxyquinoline form, are also included In this invantion,

The atarting materials and reagents for the above described compounds,
are also.reedily availabla or. can be sasily synthesized by those skilled n. the_art_ —

R ....-..-.---n--- - - I . ..-._—-M-.-mmm
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using conventional methods of organic synthesis.

In addition, when the compound of this invention forms mebaboli@s.
hydrates or solvates they are also within the scape of the invention.

Some of tha compounds (e.g., prodrugs) of this Inventlon are acidic and they
form a aalt with a pharmacautically acceptable cation. Most of the compounds of this
invention are basic and they form a sait with'a pharmaceutically acceptable anion. All
such salts, including di- salts are within the scope of this invention and they can be
prepared by conventional methods. For example, they can be prepared simply by
contacting the acidic and basic entities, in either an aqueous, norl-aqueous or
partially aqueous medium. The salts are recovered elther by filtration, by precipitation
with a solvent followed by filtration, by evaporation of the solvent, or, In the case of
aqueous solutions, by lyaphllization, as appropriate. '

The Formula | compound, a prodrug thereof, or a pharmaceutically
acceptable salt of sald compound or of sald prodrug inhibits the sadium/proton
{Na+/H+) exchange fransport system and hence Is useful as a therapeutic or
prophylactic agent for diseases caused by the acceleration of the sodlum/protan
{Na+/H+) exchange transport system, for example, cardiovascular diseases [e.g.,
arteriosclerosis, hypertension, arrhythmia (e.g., ischemic arrhythmia, arrhythmia
due to myocardial infarction, arrhythmia after PTCA or after thrombolysis, etc.),
angina pectoris, cardiac hypertrophy, myocardial Infarction, heart failure (e.g.,
congestive heart failure, acute heart failure, cardiac hypertrophy, etc.), restencsis

- after PTCA, shock (e.g. hemorrhagic shock, endotoxin shock, stc.)], renal diseases

(e.0., diabetes mellitus, diabstic nephropathy, ischemic acute renai failure, etc.)
organ disarders associated with ischemia or ischemic reperfusion [(e.g., heart
muscle ischoemic reperfusion associated disorders, acute renal fallure, or disorders
induced by surgical treatment such as coronary antery bypass grafiing (CABG)
surgeries, vascular surgeries, organ transplantation, non-cardlac surgeries or
percutansous transiuminal nnrbnary angioplasfy (FTCA)], cerebrovastuiar
diseases (e.g., Ischamic stroke, hemorrhagic stroke, etc.), cerebro Ischemlc
disorders {e.g., disorders assoclated with cerebral infarction, disorders caused after
carebral apoplexy as sequelas, or cerebral edema). The Formula | compound, a
prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt of said compound or of sald
prodrug can also be used as an agent for myocardial protection during caronary

artery bypass-grafting (CABGY} surgeries, vascular surgeries; Percutan@oug—— -« -« =i oo e
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transluminat coronary angioplasty {FTCA), organ transpiantation, or non-cardiac
surgerles.

Preferably, the Formuta | campound, a prodrug thereof, or a
pharmaceutically acceptable salt of said compound or of sald prodrug can be used
as agents for myocardial protection before, during, or after coronary artary bypass
grafting (CABG) surgeries, vascular surgeries, percutaneous transluminal corcnary
angloplasty (PTCA), organ transplantation, or non-cardiac surgeries.

Prefarably, the Formula { compound, a prodrug thereof, or a
phammaceutically acceptable salt of said compound or of said prodrug can be used
as agents for myocardial protection in patients presenting with ongoing cni'dlac
(acute coronary syndromaes, a.g., myocardial infarction or unstable angina} or
cerebral schemic events (e.g., stroke).

Preferably, the Formula f compound, a prodrug thereof, or a
pharmaceutically acceptable salt of sald compound or of said prodrug can be used
as agents for chronic myocardial protection in patients with diagnosed coronary
heart disease (e.g., previous myocardial infarction or unstable angina) or patients
who are at high rigk for myocardiai infarction (e.g., age greater than 85 and two ar
more risk factors for coronary heart disease).

In addition to this, the Formula | compound, a prodrug thereof, or a
pharmacseutically acceptable salt of sald compound or of said pradrug are notable
for thelr strong Inhiblitory effect on the prolifaration of cells, for example the
proliferation of fibroblast celie and the proiiferation of the smooth muscle cells of
the blood vessels. For this reason, the Farmula [ compound, a prodrug thereof, or a
pharmacaettically acceptabie salt of sald compound or of said pm&rug are valuable,
therapeutic agants for use in diseasas in which cell proliferation represents a
primaty or secondary caisse and may, therefore, be used as antiatherosclerotic
agents, and as agents against diabetic [ate compiications, cancerous diseases,
fibrotic diseases such as pulmonary fibrosis, hepatic fibrosis or renal fibrosis,
glomerular nephroscierosis, organ hypaertrophies or hyperpiasias, in particular
hyperplaala or hypertrophy of tha prostate, puimonary fibrosis, diabetic
complications or recurrent stricture after PTCA, or diseases caused by endothelial
cell injury,

The utifity of the Formula | compound, a prodrug thereof, or a

pharmaceutically acceptable satt-of said-compound or of said prodrug-as medicaf -~ —~—-——- -
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agents in the treatment of disaases, such as are detailad herzin in mammals (e.g.,
humans) for example, myocardial protection during surgery or mycardial protection
in patients presenting with ongoing cardiac or cerebral ischemic avents or chronic
cardiopratection in patients with diagnosed coronary heart disease, Is
demonstrated by the activity of the Formula | compound, or a phamaceutically
acceptable salt of said compound in conventional in vitro and other preclinical
cardioprotection assays [see the in vivo assay in Kiein, H. et al., Circulation 82:912-
817 (1095); the Isolated heart assay in Scholz, W. et al., Cardiovascular Research
20:260-268 (1995); the antlarhythmic assay in Yasutake M. et al.. Am. J. Physiol.,
36:H2430-H2440 (1994); the NMR assay in Kolke et al,, J. Thorac. Candiovasc.
Surg. 112: 765-775 (1986)]. Such assays also provide a means whereby the
activities of the Formula | compound, or a pharmaceutically acceptable salt of said
compound or of said prodrug can be compared with the activities of other known
compounds. The results of these comparisons are useful for determining dosage
levels in mammals, including humans, for the treatment of such diseases.
Measuremsnt of Human NHE-1 Inhlbltory Activity

Methodologies for measuremant of human NHE-1 activity and inhibitor
potency are based on thass published by Watson et al., Am. J. Physiol., 24:G229-
G238, 1991), whers NHE-madiated recovery of intraceliular pH Is measured following
intracellular acidification. Thus, fibroblasts stably expressing human NHE-1
{Counillon, L et al., Mal. Pharnmacol., 44:1041-1045 (1883) are plated onto coliagen
coated 96 well plates (50,000/well) and grown to confiuence in growth media (DMEM
high glucose, 10% fetal bovine serum, 50 u/ml peniciliin and streptomycin).
Confluent plates are incubated for 30 min at 37°C with the pH sensitive flucrescent _
probe BCECF (5 uM; Molecular Probes, Eugene, OR). BCECF loaded cells are
incubated for 30 min at 37°C in acid loading media {70 mM choline chiaride, 50 mM
NHCL,, 5 mM KCI, 1 mM MgCt,, 1.8 mM CaCi;, 5 mM glucose, 10 mM HEPES, pH
7.5), and then placed in a Fluorescent Imaging Plate Reader (Molecular Devicas,
CA). BCECF fiuorascence is monitored using excitation and emission wavelengths
of 485 nM and 525 nM, respectively. Intracellular acidification Is inifiated via rapid
replacement of acid loading media with recovery media (120 mM NaCl, 5§ mM KCI, 1
mM MgCl,, 1.8 mM CaCl,, 5 mM glucose, 10 mM HEPES, pH 7.5) = test compound,
and NHE-mediated recovery of intraceliular pH is monitored as the subsequent time-
dependent increasa BCECF fluorescanca. . The.patancy of human NHE-1 Inhibitors is__ .. ..
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calculated as the concentration that reduces recovery of intracefiular pH by 50%
(ICs). Under thesa conditions referenca NHE inhibitors amiloride and HOE-842 had
ICe valuas for human NHE-1 of 50 uM and 0.5 pM, respectively. The compound of
Formula | demonstrated an iICx vaiue of 200nM in the above assay.

it has been reported that brief periods of myocardial lschemia followed by
coronary artery reparfusion protects the heart from subsequent severe myocardial
ischemia (Murry et al., Circutation 74:1124-1138, 1888). This phenomenon Is known
as ischemic pracondiioning.

The therapautic effects of the compounds of this invention in preventing heart
tissue damags resuling from an Ischemic insult can be demonstrated i1 wiro along
ines presanted in Liu of al. (Cardiovasc. Rea., 28:1057-1081, 1854), as described
spacifically herein. Cardioprotection, as indicsted by a reduction In infercted
myocardium, can be induced pharmacologically using adencsine receptor agonists (n
Isolated, retrogradaly perfused mabbit hearts as an i vitro mode! of myocardial
ischemic preconditioning (Liu & al.,, Cardlovasc. Res., 28:1057-1081, 1664). The in
Vitro test described below demonstrates that an ective test compound can also
pharmacologically induce cardioprotaction, £e., reduce myocardial Infarct size, when
administered {0 a rabbit isolated heart. The effects of the lest compound are
compared to [schemic preconditioning and the A1/A3 adenosine agonist, APNEA (N*-
{2-{4-aminophenyl)athyljadencsine), that has been shown to pharmacologically
induce cardioprotection In the rabbit isolated heart (Liu et al., Cardiovasc. Res.,
28:1057-1081, 1804). The exact msthodology Is desciibed below.

The protocol used for thess experiments closely follows that described by Liu
et al., Candiovasc. Res., 28:1057-10681, 1094. Male New Zsaland White rabbits (3-4
kg) are anesthstized with sodien psntobarbital (30 mgig, 1.v.). After deep
anssthesia Is achleved (detarminad by the absanca of an ocular bilnk reflex) the
animal ia intubated and ventiiated with 100% O, using a positive pressure ventiletor.
A left thoracotomy is performed, the heast exposed, and a snare (2-0 alik) Is placed
loosely around a prominent branch of the left coronary artery, appraximately 2/3 of
the distance towards the apex of the hsart. The heart s removed from the chest and
rapidly (<30 sec) mounted on a Langendorff apparatus. The heart is retrogradaly
parfused in a non-recirculating manner with a modifiad Krebs solution (NaCl 118.5
mM, KCi 4.7 mM, Mg 80, 1.2 mM, KH,;PO, 1.2 mM, NaHCO, 24.8 mM, CaCl; 2.5
mM, and glucasa 10 mM), dt'a constait preasure of 80 mmiHg and a temigerature of

o, - o - amaenm R R PR LR Al . o



0og8ahi" EE.%DEEIB

10

15

. .
- aMirhibiobin o staniuiabith ko
e hh e aeem cmwseenuudbBREEbG s S L L S
. -

20
- - h

37°C. Perfusate pH s meintained at 7.4-7.5 by bubbling with 85% OJ/5% CO,. Heart
temperature is tightly controlled by using heated reservoirs for the phyalological
solution and water jJacksting around both the perfusion tubing and the isolated heast.
Heart rate and left ventricular pressures are determined via a Iatex balloon which ls
inserted In the lsft ventricle and connecied by stainleas steel tubing to a pressure
transducer. The intraventricular balloon is inflated fo provide a aystolic pressurs of
80-100 mmkHg, and a diastofic pressure < 10 mmHg. Total coronary flow Is also
continuously monitored using an in-ine flow probe and normalizad for heart weight.

Tha heart Is aliowed to equilbrata for 30 min, over which time the heart must
show etabls lsft veniricular pressures within the parameters outined above. If the
heartmhfdhhulonﬁbhpmutmyﬂmoprbrhhaonﬂande
ischemia, the heart Is paced at about 200 bpm for the remainder of the expariment.
lschemic praconditioning Is induced by total cessation of cardiac parfusion (global
ischemia) for 5 min, followed by reperfusion for 10 min. The regional ischemia is
provided by tightening the snare around the coronary artery branch. Following the 30
min regional ischemia, the snare is releasad and the heart reperfused for an
additional 120 min.

Pharmacological cardloprotection is induced by Infusing the test compound at
predetermined concentrations, starting 30 min prior to the 30 min reglonal lschemia,
and continuing untfl the end of the 120 min reperfusion period. Heats which recelve
fest compound do not undergo the period of lschemic preconditioning. The reference
compound, APNEA (500 nM) Is perfused through hearts (which do not receive the
hdeunpomd)forlsmhpedndmdimwmlnhdmﬂuatjnhmw
ischemia

At the end of the 120 min reperfusion period, the coronary artery snare Is
tightened, and a 0.5% suspension of fluorescent zinc cadmium sulfate parficles (1-10
UM) Duks Scisntific Corp.(Palo Alto, CA) Is parfusad through the heart: this stains ol
dmmm.mmtwmmwmn(mm
The heart is removed from the Langendorff apparatus, biotted dry, wrapped in
aluminum foll and stored ovemnight at -20°C. The next day, the heart Is sficed into 2
mm transverse sections from the apex to the top of the ventricies. The sfices are
stained with 1% tripheny! tetrazolium chioride (TTC) in phosphate-buffered saline for
20 min at 37°C. Since TTC reacts with living tissue (contalning NAD-depandent

dehydrogenases), this stal differentiates betweerr fiving-(red-stainex) tissae - and -



0osahn" EEQDEDE

10

16

20

e U O s @ e ot e A ML Rt - Bt GO i i O

dead tissue {unstained infarcted tissua). The Infarcted area {no stain) and the area-
at-risk (no fluorescent particles) are calculated for each alice of ieft ventricls using a
precalibrated bnage analyzer. To normallze the ischemic injury for differences in the
area-at-fisk between hearts, the data is expreasad as the ratio of infarct area va.
area-at-risk (BIA/AAR). All data are expressed as mean + SE and compared
statistically using a Mann-Whitney non-parametric test with a Bonferron! correction for
multipls comparisons. Significance is considered as p < 0.05.

The rasuits from the above in vitro test can be used to damonstrate that
compounds of thia invention induce significant cardioprotection relative to the control
group.

. Administration of the Formula | compound, a prodrug thereof, or a
pharmaceutically acceptable salt of sald compound or of sald prodrug can be via
any method which dellvers the Formula | compound, a prodrug thereof, or a
phmauuﬂedlvmphﬂelﬂdddcompoundwdnumm
to the desired tissue (e.9., liver and/or cardiac tissuss). ‘Thase methods Include
oral routes, parenteral, intraducdenal routes, etc. Generally, the Formula )
compound, a prodrug thereof, or a pharmacsutically acceptable salt of sald
cnmpoundorolsnldpmdtuhadﬂnllhndhllngh(e.g..mdaMurmulﬂple
doses or via constant infualon In, for example, an lsotonic saline sokition.

MFamthleompouM.amw.orlmwmmM
acoeptable salt of sald compound or of sald prodrug is useful, for example, in
reducing or minimizing damage effected directly to any tissue that may be
susceptible to Ischemla/reperfusion Injury (e.g.. heart, brain, lung, kidney, iiver, gut,
skeletal muscle, retina), through for axample mediation by NHE-1, as the result of .
an lachemic event (e.g., myocardial infarction). The active compound Is therefore
ussfully employed prophylactically to pravent, (Le., prospectively or prophylactically)
to biunt or stem, issus damage (e.g.. myocardlal tissus) In patients who are st risk
for Ischemia {e.g., myocardial ischemia).

Generally, tha Formula | compound, a prodrug thersof, or a
phamncauﬂcallymuuauofsahmpnundorouddmaﬂh
Invantion i administered orally, or parenterally {e.g., intravenous, Intramuscdar,
subcutaneous or Intramedullary). Topical administration may also be indicated, for
axample, where the patient ls suffering from gastrointestinal disordars or whenever
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the madication e best applied to the suface of a tiseue or organ as detarmined by
the attending physician.

The amount and timing of the Formula | compound, a prodrug therecf, or a
phammaceutically accaptable salt of sald compound or of sald prodrug administered
will, of course, be dependent on the subject being treated, on the sevariy of the
affliction, on the manner of administration and on the judgement of the prescribing
physician. Thus, because of patient to patient variabllity, the dosages given balow
are a guideline and the physician may tirate doses of the drug to achleve the
treatment that the physiclan considers appropriate for the patient. In conesidering
the degree of treaiment desined, the physician must balance a varisty of factors
such as age of the patient, presence of preexisting disease, as well aa presence of
other diseases (e.g., cardiovascular disease).

Typlcally an amount of the Formuia | compound, a prodrug thereof, or a
pharmacsutically acceptable salt of asld compound or of sald prodrug Is used that
Is effective for ischemic protection. A preferred dosage s about 0.01 to 100
mg/kg/day of the Formula | compound, a prodrug thersof, or a pharmaceutically
acceptable salt of sald compound or of sald prodrug of this lwention. An especially
prefarrad dosage Is about 0.01 to 50 mg/kg/day of the Formula | compound, a
prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt of sald compound or of sald
prodrug of this invention.

InommodoofadmlnhtnﬂmﬂnFomulaleompouﬂ.apmdnmw.
or a pharmaceutically acceptable sakt of sakd compound or of saki prodrug may be

. adminlstered just prior to cardiac surgery (e.g., within twenty-four hours before

surgery), during or subsequent to cardiac surgery (e.g., within twenty-four hours .
aftsr surgery) where there [s risk of myocardial lschemia. In an especially preferrad
mode an [nfusion s administered with a loading dose of about 1 mg to ebout 300
mgfuabouonemlnuhbaboutonehowprbrbmeryhbmdbynm
infusion of about 1 mg/kg/day to about 100 mg/kg/day for the remalning
presurgery, surgery and post surgery periods, including for example about 2 to
about 7 days post surgical treatment. Tha compound of this invention may also be
administered In a chronic dally mode.

The Formula 1 compound, a prodrug thereof, or a pharmacetiically
accepfable sak of said compound or of sald prodrug Is generally administered in

the formof a pharmacsutical-composition-comprising: the-Formuda- - compound:-a-
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prodrug thereaf, or a pharmaceutically acceptable salt of sald compound or of said
prodrug together with a pharmacsutically acceptable vehidle, canier or diluent.
Thus, the Formula | compound, a prodrug thereof, or a pharmaceutically
acceptable salt of said compound or of sald prodrug can be administered in any
conventional oral, parenteral, rectal or tranadermal dosage form.

For oral administration a pharmacsutical composition can take the form of
solutians, euapensions, tablsts, pllls, capsules, powders, and the like. Tabieta
containing various exciplents such aa sodium citrate, calcium carbonate and
calcium phosphate are employed along with various disintegrants such as starch
and preferably potato or tapioca starch and certain complex sllicatss, together with
binding agents such as polyvinyipyrrolidone, sucrose, gelatin and acacla.
Additionally, lubricating agents such as magnesium stearate, sodium lauryl sulfate
andhlcamoﬂanvuymsﬁﬂforhbldﬂmm&ondmmpodﬂmda
simiiar type are also employad as fillers in soft and hard-filled gelatin capsulss;
preferrad matsrials in this connection also Include lactose or milk sugar as wel as
high molecular weight polysthyiene glycols. When aqueous suspensions and/or
elixirs are desired for oral administrafion, the compounds of this invention can be
combined with various sweetening agents, flavoring agents, coloring agents,
emulsifying agents and/or suspending agents, as well as such diluents as water,
ethanal, propylene giycol, glycerin and various ks combinations thereo.

For purposes of parenteral administration, solutions, for excample, In
sesame or peanut oll or In aqueous propyiens giycol can be employed, as well as
sterlle aqueous solutions of the cormesponding watar-soluble saits. Such aqueous
solutions may be sultably buffered, if necassary, and the liquid diiuent first rendered
botnrlcmluﬂldantuhoorglmmnemwmﬂumupeddly
sultabie for intravenous, intramusculer, subcutanecus and Intraperitenes Injection
purposes. In this connection, the aterils aquescus media employed are all readlly
obtainable by standard techniques wall-known to those skilled In the art.

For purposes of transdenmal (e.g.,toplcal) administration, dilute sterfla,
aqueous or partially aqueous solutions (usually In about 0.1% to 5% concentration),
otherwisa simllar to the above parentaral solutions, are prepared.

Methods of preparing varlous pharmaceutical compositions with a cartain
amount of active ingredient are known, or will be apparent in light of this disciosure,

lo those skilled in this art-For-exampies of methode-of-preparing pharmaceutical - —-
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compositions, see Remington's Pharmaceutical Scl
Company, Easter, Pa., 15th Edition (1975).

Pharmaceutical compositions according to the invention may contain for

example 0.0001%-85% of the Formula | compound, a prodrug thereof, or a
pharmaceutically accaptable salt of sald compound or of sald prodrug. In any
event, the composition or formulation to be administerad will contain an amount
effective to freat the disease/condition of the sublect being treated.

The Formula | compound, a prodrug thersof, or 2 pharmaceutically

accepiable salt of saki compound or of sald prodrug generafly will be administered
in a convenient formulation. The following formulation examples are llustrative only
and are not intended to mit the scops of the present invention.

in the formutations which follow, "active ingredient® means the Formula |

compound, @ prodrug therecf, or a pharmaceutically accepinble sak of sald
compound or of saki prodrug.
Formulation 1; Gelatin Capsules

Hard gelatin capsules are prapared using the following:

Ingredient Quantity {mg/capsule)
Active ingredient 0.25-100
Starch, NF 0-850
Starch flowable powder 0-50
Siiicone fiuld 350 centistokes 0-15
A tablet formulation s prepared using the Ingredients below:
Formulation 2: Tablets -
Ingredient Quantity (mg/tablet)
Active ingredient 0.25-100
Celluioss, microcrystaline 200-850
Sllicon dicdde, fumed 10-850
Stearate acid 515

The companents are blended and compressad to form tablets.
Alternatively, tablets each containing 0.25-100 mg of active ingredisnts are

made up as follows:
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Formulation 3: Tablets
ingredient Quantity (mgitabiet)
Active iIngredient 0.25-100
Starch 45
Cellulose, microcrystafiine 35
Polyvinyipyrrolidone (ag 10% solution in water} 4
Sodium carbaxymethyl celiuiose 45
Magnesium stearate 0.5
Tale ) 1

The active Ingredient, starch, and celiuloss are pasaed through a No. 45
mesh U.8. sieve and mixad thoroughly. Tha solution of polyvinytpyrrolidone Is
mixed with the resuitant powders which are then passad through a No. 14 mesh
U.S. sleve. The granules so producad are dried at 50° - 60°C and passad through a
No. 18 mesh U.S. sieve. The sodium carboxymethy! starch, magnesium stearate,
and tale, previously passad through a No. 80 U.S. sleve, are then added to the
granules which, Mmm.mmwuaadmimmadhhmnm.

Suspensions each contalning 0.25-100 mg of active ingredient per 5 mi

dose are mada as follows:

Formulation 4: Suspensions
Ingredient Quantity (mg/5 mL)
Active ingredient 0.25-100 mg
Sodlum carboxymethyl cellulose S0 mg
Syrup 1.25mg
Banzole acid solution 0.10mL
Flavor qv.
Color q.v.
Purified Water to 5mL

The active ingrediant is passed through a No. 45 mesh U.S. sleve and
mbced with the saditm carboxymethy! celluiose and syrup to form smooth paste.
The benzoic acid solution, flavor, and color are diluted with some of the water and
added, with stirring. Sufficlent water is then added to produce the required volume.
An aerosol solution is prapared contalning the following ingredients:
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Formulation 5: Aeroso!
Ingredient Quantity (% by weight)
Active ingrediant 0.256
Ethanol 25.75
Propellant 22 (Chiorodifiuoromethane) 74.00

The active ingredient Is mixad with ethanol and the mixture added o a
pertion of the propeftant 22, cooled to 30°C, and fransferred to a filling device. The
required amount Is then fed to a stainless steel contalner and diluted with the
rameining propellant. The vaive unlts are then fitted to the container.

Suppoattories are prepared as foliows:

Formulation 8: Supposhories
Ingredient Quantity (mg/suppository)
Active ingredient 250
Saturated fatly acld glycerides 2,000

mmlwunhmmhnuo.eoméhu.s;mw
suspended in the saturated fatty acid glycerides praviously melted using the
minimal necessary heat. The midure Is then poured into a suppository mold of
nominal 2 g capacity and allowed to cool.

An intravenous formulation is prepared as follows:
Formulation 7: Iinfravenous Solution

Ingredient Quantity
Aciive ngrediert 25mg
lsatonic saline 1,000 mL.

The eolution of the above Ingredisnts Is intravenously administered fo a
patient,

GENERAL EXPERIMENTAL PROCEDURES

300 and 400 MHz "H NMR spectra were recorded on a Varlan Unity+ 300 or
400 spectrometer (Varian Co., Palo Alto, CA) equipped with two RF channels,
indlrect detection, and pulsed-field gradients {Z-axis only). Spectra were generally
acquired near room temperature (21°C) , and standard auto-lock and suto-shim
routines were employed for ehimming samplea. Chemical shifts are exprassed in
parts par million downfleid from trimethyisifana. The peak shapes are denoted as
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foliows: s, singlet; d, doublet: t, triplet, g, quartet; m, muitiplet; bs, broad singlet.
Resonances designated as axchangsable did not appear in a saparate NMR
experiment whera the sampie was shaken with several drops of D,O in the same
solvent. Atmospheric pressure chemical lontzation mass specira (APCIMS) wers
obtained on a Fisons Platform Il or a Micromass ZMD specirometer (Microsmass,
Manchester, U.K). Where the Intensity of chlorine or bromine-containing lons are
described, the expacted Intensity ratio was observed (approximately 3:1 for
*Ci”Cl-contalning lons and 1:1 for ™81/ Br-containing lons) and M Is based on
*C1and ™Br. In some cases anly representative 'H NMR and APCIMS peaks are
ghven.

Column chromatography wae performed with either Beker Shica Gel
(40 um) (J.T. Baker, Phillipsburg, N.J.) or Sfiica Gel 60 (EM Sciences, Gibbstown,
N.J.) In glass columna or In Flash 12, 40 or 75 (Blotage) (Charlottesville, VA)
columna under low nitrogen pressure. Radial Chromatography was performed
using a Chromatotron, (Harrison Research, Palo Alto, CA.) Unieas otherwise
specified, reagents were used as obtained from commercial sources.
Dimethyiformamide, 2-propanol, methanol, dimethylsulfoxide, 1,2-dichlorosthane,
tetrahydrofuran, toluene, dichioromethane and other reaction solverts wers the
anhydrous grade supplied by Aldrich Chemical Company (Miiwaukes, Wisconain).
Microanalyses were performed by Schwarxkopf Microanalytical Laboratory,
Woodaide, NY. The terme "concentrated in vacuo® and “removed in vacuo” refer to
removal of solvent at reduced preasurs on a rotary evaporator with a bath
temperature of iess than 80°C. Reactions conducted at “0-20°C" or '0-25°C" were
conductad with initial cooling of the vessel In an insulated ice bath which was
allowed to warm to room temperature over several hours. ﬂuaﬂ:mluﬂon"mln'
and "h" stand for “minutes” and "hours" respectively.

EXAMPLE 1
S-Amino-2-guinoione hydrochioride

A solution of the 6-nitro-2-quinolone (12.37 g, 65 mmol) (prepared as
deacribed in Capps, J. D.; Hamfiton, C. S. J. Am. Chem. Soc. 1038, 80, 2104) In
EtOH (178 mL) under a nitrogen atmosphere was treated with SnClL «2H,0 (734 g,
325 mmol). The heterogeneous reaction mixture was allowed to stir at23°Cfor2
hours and heated st reflux for 2 hours. The resulting heterogeneous mixture was
cacled to 23 °C and fitered. The solid materiul wes triturated In HCI (1 M aqueous,
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78 mL, 78 mmol) at refiux for 1 hour, cooled to 23 °C, and fiitared to afford 10.08 g
of the desired product (78 % yleld).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8 6.42 (d, J=10, 1H), 8.71 (d, J=7.6, 1H),
6.81 (d, J=8, 1H), 7.27 (d, J=8, 1H), 8.04 (d, J=10, TH), 11.71 (bs, 1H).

APCIMS 181 M+1]"

EXAMPLE 2
S-Hvdrazino-2-quinclons hydrochloride

A solution of 5-amino-2-quinolane hydrochioride (10.08 g, 51.2 mmol) In
HGI(WQ?mL)“HOUB.:mL):tO'CmMMMﬁ
aooluﬂonofNaNO.(S.ESg.Sizmmd)hHlo(23.4mL)wIiemi\hhhgﬂn
temperature below 5 °C. The resulting red suspension wes allowed to stir at 0 °C
for 1 hour.

In a separate three neck round battom fiask aquipped with a mechanical
stirrer, a shury of SnClys2H,0 (25.41 g, 112.8 mmol) In HC! {concentrated, 34.2
mL) and H,O (83.9 mL) was cooled to 0 °C. The suspension was treatad dropwise
with the red diazonlum salt suspension prepared above, whila maintaining the
femperature below 5 °C. The reaction mixture was warmed to 23 °C and allowed to
stir for 3 hours. The resulting suspension was filtered. The collected solid was
triturated with HCI (1 M aqueous, 81.4 mL, 81.4 mmel) at 23 °C for 30 minutes.
The solid was collectad by fiitration to afford 7.88 g of the desired product (73 %
yleld).

'HNMR (400 MHz, DMSO-d,) 5 8.43 (d, J= 10, 1H), 6.63 (d, Ju8, 1H),
6.88 (d, J=8, 1H), 7.38 (t, J=8, tH), 7.88 (d, J=10, 1H), 8.97 (bs, 1I-I). 10.40 (bs,
TH), 11.77 (be, 1H).

APCIMS 176 [M+1]"

A solullun of melhyl s-wdomopyl-z-(dmoﬂwhmlmmelhylm)-a-
oxopropanoats (7.85 g, 38.8 mmol) in EtOH (257 mL) was treated under a nitrogen
etmosphere with tristhylamine (7.77 mL, 55.8 mmol), followad by 5-hydrazino-2-
quinclone hydrochioride (7.88 g, 37.2 mmoi). The resulting heterogeneous
reaction mixture was heated at reftux for 4 hours and cooled to 23 °C . A pale
yallow solid precipitated out and was collected by filtration to afford 5.08 g of the
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desired product (44 % yleld).

’H NMR (300 MHz, DMSO-dy) 5 0.58-0.73 (m, 4H), 1.87 (m, 1H), 3.79 (s,
1H), 6.54 (d, J=10, tH), 7.17 (d, J=10, 1H), 7.34 (d, J= 7.5, 1H), 7.40 (d, J=8, 1H),
7.88 (t, J=8, 1H), 6.08 (s, 1H), 12.10 (bs, 1H).

APCIMS 310 (M+1T"

A alurry dmemyl s-eyuopmpyl-1-(z-qmno|an-5-y|)-ﬂ+pymlo-4-
carboxylate (5.08 g, 16.4 mmal) in THF (81.8 mL) and MeOH (40.9 mL) was
treatad with LiOH (1 M aqueous, 81.8 mL, 81.8 mmol) and heated at reflux for 2.5
hours. The resulting heterogensous mixiure was cooled to 23 *°C. The MeOH and
THF were removed /n vacuo. The resulting siurry was cooled to 0 *C and acidified
to pH 3-4 using HC! (concentreted). The mbdure was filtered. The solld was dried
to afford 4.94 g of desired product (100% yleld).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d8) 8 0.58 (d, J=4.4, 2H), 0.64 (d, J=8, 2H), 1.82
{m, 1H), 6.50 (d, J=10, 1H), 7.12 (d. J=10, 1H), 7.27 (d, J=7.8, 1H), 7.44 (d, J=8.4,
1H), 7.60 (t, J=8, 1H), 7.97 (s, 1H), 12.03 (bs, 1H), 12.38 (be, 1H).

APCIMS 296 (M+1]"

Aaduﬁonaf&cydopmpyld-ﬂ-qulnobn—ﬁ-yl)-ﬂﬂyrmmxynaudd
(13.27 g, 45.0 mmol) In SOCl; (60 mL) was heated at refiux for 1 hour. The excess
SOCl; was removed in vacuo. The residue was treated with dry toluene and
concentrated  vacuo. A solution of the solid residue In THF (50 mL) was treated
with a solution of guanidine hydrochioride (15.47 g, 162 mmol) in NeOH (2 M
aqueous, 182 mL, 324 mmol) under a nitrogen atmosphere. The resuiting mbdure
waa stired at 23 °C for 2 hours. The reaction mixture was then concentrated in
vacuo to ramove the THF, The aqueous layer was cooled o 0 *C and acidified to
pH 8. Apahydlwndidmdphhdardwuwﬂudndbaﬂwdﬁ.ﬂgofﬂw
free base of the desired compound. A solution of the solid In MeOH (700 mL) was
treated with HCI {1 M in ether, 84.9 mL, 84.9 mmof). The solvent volume was
reduced in vacuo. The resulting pale brown precipitats was collected to afford 8.49
g (51% yleld). (Addltiona! product ss the free base may be obtained by extraction
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of the aqueous layer using EtOAc-THF (1:1)).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dy) 3 0.51 (m, 2H), 0.70 (dd, J=2, 8.4, 2H), 1.82
(m, 1H), 8.53 (dd, J=1.6, 10, 1H), 7.17 (d, J=10, 1H), 7.32 (d, J=7, 1H), 7.48 (d,
J=8.4, 1H), 7.84 (t, J=6.2, 1H), 8.34 (bs, 2H), 8.60 (bs, 3H), 11.84 (s, 1H), 12.10 (s,
1H).

APCIMS 337 [M+1]"

Human subjects were dosed Intravenously with 5-cyclopropyl-1-{quinolin-5-
yi)-1H-pyrazole-4-carbonyl]guanidine monohydrochloride monohydrate. Human
plasma sampies were pooled together and proteins ware precipitated by twice
volume of acetonitrile. After centrifugation, the supesmatant was conoentrated In a
water bath with N; at 40°C.,

An aliquot (100 pl. or 50 L) of the concantrated sampie was Injected onto

-an LG/MS/MS Instrument aquipped with a Zorbax Rx-C8 4.6 x 150 mm column,

analyzed on PE Sciex AP| 2000 or Finnigan LCQ mass specirometsr and
monitored by UV detector at 254 nm. The eluent from the column was spiit so that
5% of sluent was diverted to the mass spectrometer and the rest was passed to UV
detector. The analyses were performed using a moblle phase flow rate of 1
miminute, where the moblla phase conaisted of 5§ mM smmanium formate (pH 3.0)
as solvent A and acetonitrila as solvent B. A gradient included &/85 to 40/80 of B/A
over a 20 minuts period after an inittal hoid for 3 minutes. Under thess LC
conditions a metabolite was detected at a retention time of 11.8 minutes ([S-
cyclopropyt-1-{quinolin-5-yi)-14-pyrazoie-4-carbonyljguaniiine was dstected at
13.7 minutes). The 18 mass units differenca between 5-cyclopropyl-1-(quinalin-5-
y)-1H-pyrazole-4-carbonyl]guanidine (m/z 321) and metabolte (m/z 337) in human
plasma suggested that it ls formed through oxidation. LC/MS/MS product lon
epectrum of protonated metabolite at mvz 337 (IM+H]") showed fragment lons at
m/z 278, 2680, 250, 238, 223 and 208.

The salts wers remaved from the above concentrated sample by sofid
phase exiraction. The sample was concentrated to contaln approximataly 510 ug
of the metebalits. 50 L of this sample was Injectad onto an LC/NMR instrument
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aquippad with a Zorbax Rx-C8 4.8 x 150 mm column, analyzed on a Bruker 500
MHz NMR spactrometer and monitored by UV detector at 235 nm. The anslyses
were performed using a moblle phase flow rate of 1 mi/minute, where the moblle
phase consisted of 15 mM deutsrated aquecus formic acid adjusted to pH 3.3 with
deuterated ammonium hydroxide In D,O aa soivent C and acstonltrile-d, as solvent
D. A gradient Included 5/95 to 20/80 of D/C over a 17 minute period after an Initial
hold for 3 minutes. The desired matabolite was captured in the NMR probe using
the stop flow technique on the peak at 13.6 minutea. Psroton NMR apectra and
COSY spectra of the human matabolita contalned two doublets (6.64 and 7.41
ppm) which were coupled to each other but not fo any other peaks. The absance
of the downfleld peak at 8.92 ppm that is present In [5-cyclopropyl-1-{quinolin-5-yf)-
1H-pyrazole-4-carbonyljguanidine suggesiad that the 2-position on the quincilne
ring was the site of oxidation. On the basis of this data the structure of the
metabolits was assigned as [S5-cyclopropyl-1-{2-quinolon-5-yi)-1H-pyrazole-4-
carbonyljguanidine. Comparison of the 'H LC/NMR epectrum of the metaboiite to
that of a synthetic standard of [5-cyclopropyl-1-(2-quincion-5-yi)-1H-pyrazole-4-
carbonyljguanidine hydrochioride, prepared as deacribed in Example 5, confirmed
the structural assignment.



_ogsaho” EEQDBEDE

b
1=}

15

CLAIMS
1. A compound having the Formula |

Formula 1

a prodrug thereof or a pharmaceuticalty acceptable salt of sald compound
or of sald prodrug with the proviso that [5-cyclopropyl-1-{quinolin-5-y1)-1H-pyrazole-
4-carbonyijguanidine Is not inchided.

2. [5-Cyclopropyl-1-{2-quinoion-5-yl)-1/-pyrazole~4-carbonyljguanidine, or &
pharmacesutically acceptabls salt thereof.

3. A method of reducing tissue damage resuiting from lechemia or hypaxda
comprising administering to a mammal in need of such treatmant a therapeutically
effective amount of a compound of ciaim 1, a pradrug thereof or a pharmaceutically
acceptable salt of said compound or of sald prodrug.

4, A mathod as recited in claim'3 wherein the tisaus Is candlac, brain, liver,
kidney, hung, gut, skelstal musacle, sploen, pancreas, narve, spinal cord, refina
tissua, the vasculature, or intestinal tissue.

5, Ameﬂmdaamdhdhdnlmsmenlnthaamomtofﬂnwmpwdof
clalm 1, a prodrug thereof or a pharmaceutically acceptable salt of said compound
or of aald prodrug is about 0.01 mg/kg/day to about 50 mg/kg/day.

6. A method as recited in claim 5 wherein the mammal Is a female or male
humaen.
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7. A method as racited In clalm 6 whereain said tissue is heart tissue.

8. A method as recited in claim 6 wherein sald tissue Is brain tissue,

8. A method as recited In claim 6 whersin sald tissue Is liver tissue,

10. A method as recited In claim 6 whersin saki issue is kidney tissue.

11. A method as recited In claim 6 wherein said tissue is jung tissue.

12. A method as recited In claim 6 wherein sald tissue is gut tissue.

13. A method aa recited In claim 8 whereln said tissue is akeietal muscle tissue.
14. A method as recited In claim 8 wherein aald tissue is splesn tasua,

15. A method as recited in claim 68 whereln sald tissue Is pancreas tissue.

16. A method as recited in claim 6 wherein sald issue Is retina tissue,

17. A method es recited in claim 8 wherein the compound Is administared
prophylactically.

18. A method aa recited In claim 6 wherein the compound Is edministered prior
to surgery. :

18.  Amethod as recited in claim 8 wherein the compound s administered prior
to cardiac surgery.

20. A mathod as recited In clalm 8 wherein the compound !s administered
during surgery. :

21. A method as recited in clalm 8 whereln the compound ls administered
during cardiac surgery.

22. A method as recited in cislm 6 wharsin the compound Is adminlatered within
twenty-four houra after surgery.

23. A msthod as recited In claim 8 whersin the compound Is administered within
twanty four hours after cardiac surgery. )

24.  Amethod as recited in claim 8 wherein the tissue damags resulting from
lschemia s lschemic damage and is Incurred during organ transplantation.

25. A method as recitad In claim 8 wherein tha compound is administered to
prevent perioperative myocardia! Ischemic injury.

26. A pharmaceutical compasition which comprises an amount of the
compound of claim 1, a prodrug thereof or a pharmaceutically acceptable salt of
sald compound or of said prodrug and a pharmaceutically acceptabla carrier,
vehicle or difuent.

27. A pharmaceutical composition for the reduction of tissus demage resulting

O

from ischemia or hypoxia which comprises._a therapeutically effactive.amountof the. - «..v.ccconee oo
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compound of claim 1, a prodrug thereof or a pharmacsutically accaptable salt of
said compound or of said prodrug and a pharmaceutically acceptable carrier,
vehicle or diluent.

28, Amelhodundtedlndllm!vmuﬂnﬂummuﬂhadmiﬂmm prior
to, during and after surgery.

29. Amothodnmdtedhdainﬂuherdnhmpoundhadmlnhmapﬂor
to, during and after cardiac surgery.

30. A method of producing [S-cyclopropyl-1 ~(2-quinclon-5-yl)-1H-pyrazole-4-
carbonyllguanidine by administering [5-cyclopropyl-1-{quinolin-5-yi)-1H-pyrazolie-4-
carbonylguanidine to a human.

31.  Substantially pure [S-cyclopropy)-1-(2-quinolon-5-yi)-1H-pyrazoie-4-
mmmwammwmuwmmmm

Wy

+
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ABSTRACT
NHE-1 inhibltor, methods of using the NHE-1 Inhibitor and pharmaceutical

compositions containing the NHE-1 Inhibitor. The NHE-1 Inhibitor is useful for the
reduction of tissue damage resulting from tisaue [schemia.
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Esta es una traduccién parcial al idioma espafiol de un

documento escrito originalmente en el idioma inglés.

LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

A TODOS AQUELLOB A QUIEN ESTE DOCUMENTC SE LES FRESENTE:

DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOB

Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

Diciembre 14, 2000

ESTO ES PARA CERTIFICAR QUE LO ANEXADO A LA PRESENTE ES UNA
FIEL COPIA DE LOS EXPEDIENTES DE LA OFICINA DE PATENTES Y
MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS DE AQUELLOS DOCUMENTOS DE LA
SOLICITUD DE PATENTE IDENTIFICADA A CONTINUACION QUE
REUNIERON LOS REQUERIMIENTOS PARA QUE SE LE CONCEDA UNA FECHA
DE PRESENTACION BAJO 35 USC (C6digo de los Estados Unidos)
111.

NO. DE SOLICITUD: 60/200,432
FECHA DE PRESENTACION: 28 de Abril de 2000 "(

Por la Autoridad del

SELLO DE LA COMISIONADO DE PATENTES Y MARCAS
OFICINA DE MARCAS Y PATENTES
DE LOS ESTADOS UNIDOS DE [firma ilegible)

T. WALLACE

Oficial de Certificacién

Yo
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REIVINDICACICNES
1.- Un compuesto que tiene la férmula I

N

férmula I
su profdrmaco, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profarmaco, 'con la condiciétn de que la
[5=-ciclopropil-1-(quinolin-5-11)-1H-pirazol-4-
carbonil]guanidina no se incluye.

2.,- La [5-ciclopropil-l-(2-quinolon~5-il)-l1H~pirazol-4-
carbonil]lguanidina, o su sal farmacéuticamente aceptable.

3.~ Un método para reducir las lesiones tisulares
resultantes de la isquemia o 1la hipoxia, que comprende
administrar a un mamifero que necesite dicho tratamiento una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la
reivindicacién 1, su profarmaco, o una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho profarmaco.

4.- Un método segin la reivindicacién 3, en el cual el
tejido es tejido cardiaco, cerebral, hepdatico, renal,
pulmonar, del intestino, del misculo esquelético, del bazo,
pancreatico, nervioso, de la médula espinal, retiniano, de la
vasculatura o intestinal,.

5.- Un método segin la reilvindicacién 3, en el cual la
cantidad del compuesto de la reivindicaciétn 1, su profarmaco,
o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de
dicho profarmaco es desde aproximadamente 0,01 mg/kg/dia a
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aproximadamente 50 mg/kg/dia.

6.- Un método seguin la reivindicacién 5, en el cual el

namifero es una mujer o un hombre.
7.- Un método segun la reivindicacidén 6,
dicho tejido es tejido cardlaco.

en el cual

8.- Un método segin la reivindicacién 6, en el cual
dicho tejido es tejido cerebral.

9.- Un método segin la reivindicacién 6, en el cual
dicho tejido es tejido hepatico.

10.- Un método sequin la reivindicacién 6, en el cual
dicho tejido es tejido renal.

11.~ Un método segin la relvindicacién 6, en el cual
dicho tejido es tejido pulmonar.

12.- Un método segin la reivindicacidén 6, en el cual
dicho tejido es tejido intestinal.

13.- Un método segiin la reivindicaciétn 6, en el cual
dicho tejido es tejido del hﬂsculo esquelético.

14.- Un método seguin la reivindicacién 6, en el cual

B
ol
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dicho tejido

es tejido del bazo.

15.- Un método segin la reivindicacién 6, en el cual

dicho tejido

es tejldo pancreatico.

16.- Un método seqin la reivindicacién 6, en el cual

dicho tejido
17.- Un
compuesto se
18.- Un
compuesto se
19.- Un
compuesto se
20.- Un
compuesto se
21.- Un
compuesto se
22.- Un
compuesto se

a la ciruglia.

23.~ Un

es tejido retiniano.

método segin la reivindicacién 6, en el cual
administra de modo profilactico.

método seqin la reivindicacién 6, en el cual
administra antes de la cirugia.

método segin la reivindicacién 6, en el cual
administra antes de la cirugia cardiaca.
método seqin la reivindicacién 6, en el cual
administra durante la cirugia.

método segin la reivindicacién 6, en el cual
administra durante la cirugia cardiaca.
método segin la reivindicacién 6, en el cual

el

el

el

el

el

el

administra en las veinticuatro horas sigquientes

método sequin la reivindicacién 6, en el cual

el

AR Y BN EP NS



10

15

20

25

30

_42_

compuesto se administra en las veinticuatro horas siguientes
a la cirugia cardiaca.

24.- Un método sequn la reivindicacién 6, en el cual
las lesiones tisulares resultantes de la isquemia son
lesiones isquémicas y se producen durante el transplante de
drganos. '

25.~ Un método sequn la reivindicacién 6, en el cual el
conmpuesto se administra para prevenir las lesiones isquémicas
miocdrdicas perioperativas.

26.- Una composicién farmacéutica que comprende una
cantidad del compuesto de la reivindicaci6tn 1, su profarmaco,
o una sal farmacéutlicamente aceptable de dicho compuesto o de
dicho profdrmaco, y un portador, vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptables.

27.- Una composiciédn farmacéutica para la reduccién de
las lesiones tisulares resultantes de la isquemia o 1la
hipoxia, - que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz
del compuesto de 1a-reivindicacibn 1, su proférmaco, © una
sal farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho
profarmaco, ' un portador, vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptables.

28.- Un método segin la reivindicacidén 6, en el cual el
compuesto se administra antes, durante y después de 1la
cirugia.

29.- Un método seqin la reivindicacidn 6, en el cual el
compuesto se administra antes, durante y después de la
cirugia cardiaca.

30.- Un método para producir la (5-ciclopropil-1-(2-
quinolon-5-il)-1H-pirazol-4-carbonil]guanidina, mediante la
administracién de [5-ciclopropil-1-{quinolin-5-il)-1H~
pirazol-4-carbonil]guanidina a un ser humano.

31.- La [5-ciclopropil-l-{2-quinolon-5-il)-1H-pirazol-~
4-carbonil)guanidina sustancialmente pura, © una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto.
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TR
TRADUCCION OFICIAL No. 137/01 de un documento escrito en Inglés, el cual

para su identificacién se sella con el sello del Traductor. Esta es una Traducclén
Oflclal efectuada el dla 9 de abril de 2001 por la Sra. Maria Teresa Lara R., c.c.
41.568.055 de Bogotd, Traductora Oficlal segin Resoluclén No. 01016 del 2 de
octubre de 1998, expedida por el Ministerlo de Justicla.

Traspaso del Invento “Inhibidor Tipo 1 Intercamblador de Sodlo-Hidrogeno” a
PFIZER PRODUCTS INC. Certificaclén notarial suscrita por Kenneth Greenwood,
Notarlo Plblico de Egham, Surrey, Inglaterra, y legalizaclones subsigulentes.

PC10866AAD
Co-1
TRASPASO

Por contraprestacién vallosa pagada a nosotros por PFIZER PRODUCTS INC.,
socledad constitulda conforme a las leyes del Estado de Connecticut, Estados
Unidos de América, cuya direccién postal completa es Eastern Point Road,
Groton, Connecticut 06340, Estados Unidos de América, por el presente
vendemos y traspasamos a la citada PFIZER PRODUCTS INC., todo nuestro
derecho, titulo e Interés en y sobre nuestro Invento de una nueva y Utll Mejora
en INHIBIDOR TIPO 1 INTERCAMBIADOR DE SODIO-HIDROGEN en
cuanto hace a la Reptblica de Colombia, tal como se indica y describe
plenamente en la especificacién, y por el presente autorizamos Yy solicitamos al
Comisionado de Patentes de Colombla expedir dicha patente a nombre de la

citada PFIZER PRODUCTS INC., de conformidad con este traspaso.

En fe de lo cual, hemos firmado el presente.

(Fdo.) Weichao George Chen 23 Enero 2001
Lugar, fecha y firma - Weichao George CHEN Groton, Connecticut, EUA




d)

-5.,"'

Traduccién Oficlal No, 137/01 - Pégina 2 5'
(Fdo.) Eric David Cox 19 Enero 2001

Lugar, fecha y firma - Eric David COX Groton, Connecticut, EUA
(Fdo.) Angel Guzman-Perez 22 Enero 2001

Lugar, fecha y firma - Angel GUZMAN-PEREZ = Groton, Connecticut, EUA

(Fdo.) James Frederick Eggler 09 Marzo 2001
Lugar, fecha y firma - James Frederick EGGLER Groton, Connecticut, EUA
[Sello] Certificado, verificado y autenticado

en la cludad de Egham en Surrey
El dia 6 de febrero de 2001
(Fdo.) Kenneth Greenwood

KENNETH GREENWOOD
NOTARIO PUBLICO
HORNE ENGALL AND FREEMAN

(Adherida, oblea dorada
con el sello notarlal)

APOSTILLA

(Convenclién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1, Pals: Relno Unido de la Gran Bretafia e Irlanda del Norte
Este documento plblico

2. ha sido firmado por K Greenwood

3. actuando en calldad de Notario Ptblico

4, lleva el sello/estampllila de el antedicho Notario Publico
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Traducclén Oficlal No, 137/01 - Pégina 3 fﬂ' %
Certificado

5. en Londres 6. el 07 de febrero de 2001

7. por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para Asuntos Exterlores y
de la Commonwealth

8. No. GB60723

9. Sello/Estampllia 10. Firma

(Selio de {a Oficina de
Asuntos Exterlores y (Fdo.) B. Amartelfio
de la Commonweaith)

La anterior es traducclén flel y completa del documento en referencla, de la cual
se deja copla en este archlvo para su confrontacién.

Lo toanrz

Marfa Teresa Lara R.

c.c. 41.568.055 de Bogotd
Traductora Oflclal segin
Resoluclén No. 01016 del
2 de octubre de 1998, del
Ministerio de Justicla
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ASSIGNMENT

For valuable consideration paid to me {us) by PFIZER PRODUCTS INC, a corporation organized under the
laws of the State of Connccticut, United States of America who.le full post office address is Eastern Polnt
Road, Groton, Connecticut 06340, United States of America, I (we) do hereby sell and assign to the said - -
PFIZER PRODUCTS INC., all my (our) right, title and interest in and to my (our) invention for a new and- vl ‘
useful Improvement in SODTUM-HYDROGEN EXCHANGER TYPE 1 INHIBITOR so far ua the Republic

of Colombia is concemed, as fully set forth and described in the specification, and I (we) do hereby anthorize

and request the Commissioner of Patents of Colombia to issue said patent to the said PFIZER PRODUCTS /

INC. in accordance with this assignment. /

In witness whereof T (we) have hereunto set my (our) hand(s) this

Mok Gor ol

23 January 2001
Groton, Connmeclicut, USA

19 January 2001 .- .. -
Groton, Conneci&éi:'t. USA v,
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APOSTILLE 5« '

(Hague Convention of § Oclober 1961 / Convention de L.a Haye du S octobre 1961)

Country: United Kingdom of Great Britain and Northemn Irelond
Pays: Roysume-Uni de Grande-l3retagne ¢t d°[rlande du Nord

This public document / Le présent acte public

Has been signed by K Greenwood
a é1é signé par
Acting in the capacity of Notary Publie
sgissant en qualité de
Bears the seal/stamp of  The Sald Notary Pablle ]
eat revétu du sceasttimbre de "
R s
Certilied/Anesté
at London/A Londres 6. thefle 07 February 2001

by Her Majesty’s Principal Secretary of State for Forcign imd Commonwealth Affairs /
par le Secrétaire d'Etat Principal de Sa Majenté aux Affhires Etrangéres el du Commomwenith.

Number/sous No G860723

10. Signature: B, Amarteiflo

For e Sechiiary of Nastd / Powr ks Sicrliairs J 1l
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INHIBIDOR DEL INTERCAMBIADOR DE SODIO-HIDROGENO DE TIPO 1
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Esta invencién trata de un inhibidor del intercambiador
de sodlo-hidrdgeno de tipo 1 (NHE-1).

Las lesiones isquémicas mioc&rdicas pueden producirse
en consultas externas, asi como en escenarios perioperativos,
y pueden conducir al desarrollo de la muerte stbita, el
infarto de miocardio o la insﬁficiencia coronaria congestiva.
Existe una necesidad médica no cubierta de prevenir o
minimizar las lesiones isquémicas miocidrdicas, en particular
el infarto de miocardio perioperativo. Se espera que esta
terapia pueda salvar vidas y reducir las hospitalizaciones,
mejorar la calidad de vida y reducir los costes de cuidados
sanitarios globales de los paclentes de alto riesgo.

La cardioproteccidn farmacolébégica reduciria la
aparicién y progresiétn del infarto de mlocardio y las
disfunciones que se producen en estos escenarios quirirgicos
(de modo perioperativo). AdemAds de reducir las lesiones
miocardicas y mejorar la funcién miocirdica postisquémica en
los paclentes con enfermedad cardiaca 1squémica, la
cardioproteccién también disminuiria la incidencla de
morbilidad y mortalidad cardiacas debidas al infarto de
miocardio y la disfuncién miocérdica en pacientes "de riesgo”
(como los mayores de 65 afios, las personas intolerantes al
ejercicio, 1las que padecen enfermedad de 1la arteria
coronarlia, diabetes mellitus, hipertensién) que requieren
cirugia no cardiaca.

El(los) mecanismo(s) responsable({s) de las lesiones
miocdrdicas observadas después de la isquemia y la
reperfusién no se comprenden en su totalidad.

Una diversidad de ﬁublicaciones han descrito el uso de
derivados de guanidina como itiles para el tratamiento, por
ejemplo, de arritmias.

La solicitud de patente recientemente publicada
PCT/IB99/00206, publicada como documento WO 99/43663 el 2 de
septiembre de 1999, cuya memoria descriptiva se incorpora en
la presente como referencia, describe una diversidad d
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inhibidores de NHE-1l, incluyendo 1la [5-ciclopropil-1-
{quinolin-5-il1) -1H-pirazol-4-carbonil]guanidina. La
publicacién ademés indica que "las sales preferidas del
compuesto inmediatamente anterior son las sales de mono- o
dimesilato™. Un grupo de compuestos preferidos, que incluye
los compuestos de hidroxiquinoleina, se describe en 1la
reivindicacién 102 de la solicitud publicada. Por supuesto,
algunos de estos compuestos de hidroxiquinoleina pueden
existir en diversas formas tautSmeras, como la forma de
quinolona descrita en esta solicitud de patente. Ademas, la
solicitud provisional de EEUU cedida junto con la presente n°
de serie 60/162.374, presentada el 29 de octubre de 1999,
estd dirigida a formas cristalinas del . inhibidor de NHE-1
descrito anteriormente.

La solicitud PCT/JP97/04650, publicada el 25 de junio
de 1998, describe compuestos de N-[(heteroarilo de cinco
eslabones sustituido)]guanidina, que son Utiles como
inhibidores del intercambio Na'/H', y por consigulente son
eficaces para el tratamiento de diversas enfermedades, como
la hipertensién, la angina de pecho, el infarto de miocardio,
la arterioscelerosis y las complicaciones de la diabetes.

Por tanto, existe claramente una necesidad y en este
campo de la técnica se estd llevando a cabo una biisqueda en
la actualidad de compuestos para el tratamiento de 1la
isquemia miocardica perioperativa.

SUMARIO DE LA INVENCION
Esta invencién se dirige a un compuesto de férmula I
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férmula I
su profarmaco, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profdrmaco, con la condicién de que la
[5-ciclopropil-1-{quinolin-5-il)-1H-pirazol-4-
carbonillguanidina no se incluye.

Tal como se utiliza en la presente, la éxpres:l.bn "su
profarmaco, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profdrmaco™ incluye la condiciétn de que
la [5-ciclopreopil-1-{quinolin~-5-il)~- 1H-p:|.razol— -carbonil]-
guan:l.dina no se incluye.

Esta invenciétn también estd dirigida a 1la [5-
ciclopropil-1l-(2-quinolon-5-il)-1K¥-pirazol~4-carbonill]~
guanidina sustancialmente pura, o una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto.

Como alternativa, el compuesto anterior se denomina [5-
ciclopropil-1-{2-quinolon-5-11) -1#-pirazol-4-carbonil]-
guanidina. Una sal preferida es la sal hidrocloruro, y mas
preferiblemente la sal monohidrocloruro.

Otro aspecto de la invenciétn es un método para tratar
un mamifero {por ejemplo, un ser humano) que padece una
enfermedad o trastorno mediado por NHE-1, mediante 1la
administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz del
compuesto de férmula I, su profidrmaco, © una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho
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profdrmaco, al mamifero. _

Otro aspecto de esta invencién estd dirigido a un
método para reducir las lesiones tisulares (por ejemplo,
prevenlir sustanclalmente las lesiones tisulares, induciendo
la proteccién tisular) resultantes de la . isquemia, que
comprende administrar a un mamifero (por ejemplo, una mujer o
un hombre) que necesite dicho tratamiento, una cantidad
terapéuticamente eflcaz del compuesto de férmula I, su
profdrmaco o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profidrmaco.

Los telldos 1squémicos preferidos, tomados de forma
individual o como grupo, son los telidos cardiacos,
cerebrales, hepiticos, renales, pulmonares, del intestino,
del midsculo esquelético, del bazo, pancredticos, nerviosos,
de 1la médula espinal, retinianos, de la wasculatura o
intestinales.

Un tel}ido i1squémico especialmente preferido es el
tejido cardiaco.

Se prefiere especialmente que el compuesto de f6rmula
I, su profadrmaco o una sal farmacéuticamente aceptable de
dicho compuesto o de dicho profirmaco se administre para
evitar las lesiones isquémicas miocédrdicas perioperativas.

Preferiblemente, el compuesto de férmula I, su
profarmaco o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profarmaco se administra de modo
profilactico.

Las lesiones isquémicas pueden producirse durante el
transplante de 6rganos, en el 6rgano o en el paciente.

Preferiblemente, el compuesto de férmula I, su
profdrmaco o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto 0 de dicho profdrmaco se administra antes, durante
y/o poco tiempo después de la cirugia cardiaca o de 1la
cirugia no cardiaca.

En un aspecto de esta invencidén, el compuesto de
férmula I, su profdrmaco o© una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho profarmaco se
administra de modo local.

*
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Una dosificacién preferida es desde aproximadamente
0,01 a 100 mg/kg/dia del compuesto de £f6rmula I, su
profirmaco o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profiarmaco. Una dosificacién '
egpecialmente preferida es desde aproximadamente 0,01 a 50
mg/kg/dia del compuesto de férmula I, su profirmaco o una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho
profarmaco. .

Otro aspecto de esta invencidén estd dirigido a un
método para reducir las lesiones tisulares miocardicas . (por
ejemplo, prevenir sustancialmente las lesiones tilsulares,
induciendo la proteccidédn tisular) durante la cirugia (por
ejemplo, la cirugia de injerto de bypass de la arteria
coronaria (CABG), la cirugia vascular, 1la angloplastia
percutidnea coronarlia transluminal (PTCA), el transplante de
érganos, u otras cirugias no cardiacas), que comprende
administrar a un mamifero (por ejemplo,. una mujer o un
hombre) una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de
férmula I, 8su profdrmaco o una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho proférmaco.

Otro aspecto de esta invencién estd dirigido a un
método para reducir las lesliones tisulares miocéirdicas (por
ejemplo, prevenir sustancialmente las lesiones tisulares,
induciendo 1la proteccién tisular) en pacientes con
acontecimientos cardiacocs en desarrollo (sindromes coronarios
agudos, por ejemplo infarto de miocardio o angina inestabla)
o isquémicos cerebrales (por ejemplo, accidentes
cerebrovasculares), que comprende administrar a un mamifero
(por ejemplo, una mujer ¢ wun hombre) una cantidad
terapéuticamente eficaz del compuesto de férmula I, su
profarmaco o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profidrmaco.

Otro aspecto de esta invencién estd dirigido a un
método crénico para reduclr las lesicnes tisulares
miocdrdicas (por ejemplo, prevenir sustancialmente 1las
lesiones tisulares, induclendo la proteccién tisular) en un
paciente con una enfermedad cardiaca coronaria diagnosticada
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(por ejemplo, infarto de mlocardio o angina inestable
previas) o en pacientes que tienen un alto riesgo de infarto
de miocardio (por ejemplo, los mayores de 65 afios y dos o méas
factores de riesgo de padecer una enfermedad cardiaca
coronaria), que comprende administrar a un mamifero (por
ejemplo, una mujer o un hombre) una cantidad terapéuticamente
eficaz del compuesto de f6rmula I, su profdrmaco o una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho
profarmaco. )

Otro aspecto de esta invencidén estd dirigido a un
método para prevenir las lesiones isquémicas, que comprende
la administracién oral crénica a un mamiferc que necesite
dicho tratamiento, de una cantidad terapéuticamente eficaz
del compuesto de férmula I, su profédrmaco ¢© una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho compueste © de dicho
profarmaco.

Otro aspecto de esta invencién estia dirigido a un
método para tratar las enfermedades cardiovasculares, que
comprende administrar a un mamifero {por ejemplo, una mujer o
un hombre) uha cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto
de férmula I, su proférmaco o una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuestc o de dicho profarmaco.

Otro aspecto de esta invencién estd dirigido a un
método para tratar la arteriosclerosis, que comprende
administrar a un mamifero (por ejemplo, una mujer o un
hombre) una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de
férmula I, su profédrmaco o© una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho profarmaco.

Otro aspecto de esta invencidtn estd dirigido a un
método para tratar la hipertensibén, que comprende administrar
a un mamifero 'tpor ejemplo, una mujer © un hombre} una
cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de fdrmula I,
su profarmaco o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profarmaco.

Otro aspecto de esta invencién estd dirigido a un
método para tratar la arritmia, que comprende administrar a
un mamifero (por ejemplo, una mujer o un hombre) una cantidad
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terapéuticamente eficaz del compuesto de férmula I, su
profarmaco o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profarmaco.

Otro aspecto de esta invencidn esté dirigid_o a un
método para tratar la angina de pecho, que comprende
administrar a un mamifero (por ejemplo, una mujer o un
hombre) una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de
férmula I, su profdrmaco o una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho proférmaco.

Otro aspecto de esta invencién estd dirigido a un
método para tratar la hipertrofia cardiaca, que comprende
administrar a un mamifero (por ejemplo, una mujer o un
hombre) una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de
férmula I, su profarmaco o una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho profarmaco.

Otro aspecto de esta invencidén estd dirigido a un
método para tratar las enfermedades renales, que comprende
administrar a un mamifero (por ejemplo, una mujer o un
hombre) una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de
férmula I, su profarmaco © una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho profarmaco.

Otro aspecto de esta invencidén estd dirigido a un
método para tratar las complicaciones diabéticas, que
comprende administrar a un mamifero (por ejemplo, una mujer o
un hombre) una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto
de férmula I, su profirmaco © una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho profarmaco.

Otro aspecto de esta invencidédn estd dirigido a un
método para tratar la reestenosis, que comprende administrar
a un mamifero {por ejemplo, una mujer o un hombre) una
cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de férmula I,
su profdrmaco o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho proféarmaco,

Otro aspecto de esta invencién estd dirigido a un
método para tratar las enfermedades de proliferacién celular,
que comprende administrar a un mamifero (por ejemplo, una
mujer o un hombre) una cantidad terapéuticamente e#icaz del

-7 -
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compuesto de férmula I, su profarmaco o una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho
profarmaco.

Otro aspecto de esta invencién estd dirigido a un
método para tratar las enfermedades cancerosas, que comprende
administrar a un mamifero (por ejemplo, una mujer o un
hombre) una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de
férmula I, su profdrmaco o una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho profarmaco.

Otro aspecto de esta invencién estéd dirigido a un
método para tratar las enfermedades fibréticas, que comprende
administrar a un mamifero (por ejemplo, una mujer o un
hombre) una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de
f6rmula I, su profidrmaco o una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho profarmaco.

Otro aspecto de esta invencién estd dirigido a un
método para tratar la nefrosclerosis glomerular, que
comprende administrar a un mamifero (por ejemplo, una mujer o
un hombre) una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto
de férmula I, su profadrmaco ¢ una sal farmacéutlicamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho profarmaco.

Otro aspecto de esta invencidén estd dirigido a un
método para tratar la fibrosis pulmonar, que comprende
administrar a un mamifero (por ejemplo, una mujer o un
hombre) una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de
férmula I, su profidrmaco o wuna sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho profarmaco.

Otro aspecto de esta invencidén estd dirigido a un
método para tratar los trastornos cerebroisquémicos, que
comprende administrar a un mamifero (por ejemplo, una mujer o
un hombre) una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto
de férmula I, su profdrmaco o una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho proférmaco.

Otro aspecto de esta invencidén estd dirigido a un
nmétodo para tratar el aturdimiento miocadrdico, que comprende
administrar a un mamifero (por ejemplo, una mujer o un
hombre) una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de
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férmula I, su profarmaco o una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho profirmaco.

Otro aspecto de esta invencién estd dirigido a un
método para tratar la disfuncién miocédrdica, que comprende
administrar a un mamifero (por ejemplo, una mujer © un
hombre) una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de
férmula I, su profarmaco o wuna sal .farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho profarmaco. .

Otro aspecto de esta invencién estéd dirigido a un
método para tratar las enfermedades cerebrovasculares, que
comprende administrar a un mamifero (por ejemplo, una mujer o
un hombre) una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto
de férmula I, su profarmaco o una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho profirmaco.

Otro aspecto de esta invencidén estad dirigido a un
método para tratar las hiperplasias o hipertrofias de
6rganos, que comprende administrar a un mamifero (por
ejemplo, una mujer o un hombre} una cantidad'terapéuticamente
eficaz del compuesto de f&rmula I, su profarmaco o una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho
profarmaco.

Esta invencifén también estd dirigida a composiciones
farmacéuticas que comprenden una cantidad del compuesto de
férmula I, su profdrmaco o© wuna sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho profarmaco, y un
vehiculo, portador o diluyente farmacéuticamente aceptables.

Esta invencién también estd dirigida a composiciones
farmacéuticas para la reduccién de las lesiones tisulares que
resultan de 1la isquemia, que comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz del compuesto de férmula I, su
profarmaco o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho proférmaco, y un vehiculo, portador o
diluyente farmacéuticamente aceptables.

La expresidén "reduccién"™ pretende incluir la prevencién
0 la prevencién parcial, que aunque en conjunto es mayor gque
la que se produciria en caso de no tomar el compuesto o de
tomar un placebo, es menor que 100%, ademis de la prevencién

-9 -
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sustancialmente total.

La expresidén "lesliones que resultan de la isquemia”,
tal como se emplea en la presente, hace referencla a los
trastornos asoclados directamente con una disminucién del
flujo sanguineo a los tejidos, por ejemplo debida a um
codgulo © una obstruccién de los vasos sanguineos que
suministran la sangre al tejido concreto, y que da como
resultado, entre otros, a un menor transporte de oxigeno a
dicho tejido, una actuacién del tejido disminuida, y una
disfuncién y/o necrdsis del tejldo. Como alternmativa, cuando
el flujo sanguinec o la perfusién del érgano es
cuantitavivamente adecuada, la capacidad portadora de oxigeno
de la sangre o el medio de perfusién del érgano puede
reducirse, por ejemplo, en un medio hipéxico, de forma que se
disminuye el suministro de oxigeno al tejido, y se produce la
actuacién del tejido disminuida, la disfuncién del tejido y/o
la necrosis del tejido.

Las expresicnes "tratar®™, "trata™ o "tratamiento", tal
comc se utilizan en la presente, incluyen el tratamiento
paliativo y preventivo (por ejemplo, profilictico).

La expresién "sal farmacéuticamente aceptable"” hace
referencia a sales aniénicas no téxicas que contienen aniones
tales como (pero no se limitan a &stos) cloruro, bromuro,
yoduro, sulfato, bisulfato, fosfato, acetato, maleato,
fumarato, oxalato, lactato, tartrato, citrato, gluconato,
metanosulfonato (mesilato) y 4-toluensulfonato. Puesto que
existe mis de un resto bésico, la expresién puede incluir
sales miltiples {(por ejemplo, disales). La expresidn también
hace referencla a sales catiénlicas no téxicas, tales como
(pero no se limitan a éstas) sales de sodio, potasio, calcio,
magnesio, amonio (o] benzatina protonada (N,N'~
dibenciletilendiamina), colina, etanolamina, dietanolamina,
etilendiemina, meglamina (N-metilglucamina), benetamina (N-
bencilfenetilamina), piperazina o trometamina (2-amino-2-
hidroximetil-1, 3-propanodiol).

) La expresién "profdrmaco™ hace referencia a compuestos
que son precursores del fArmaco que, después de la
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administracién, liberan el farmaco In vivo a través de un
proceso quimico o fisioldgico (por ejemplo, un profdrmaco,
después de cambiar a un pH fisioldgico o mediante una acciétn
enzimatica, se convierte en la forma del farmaco deseada). De
nuevo, existe la condicién de que no se incluya la [5-
ciclopropil~1l-{quinolin-5-1il)-1H-pirazol-4-

carbonil]guanidina. ]

La expresién "farmacéuticamente aceptable" significa
que el vehiculo, portador, excipientes y/o sales deben ser
compatibles con los otros ingredientes de la formulacién, ¥y
que no sean perjudiciales para el receptor de la misma.

Tal como se utiliza en la presente, las expresiones
*disolvente inerte a la reaccién"™ y "disolvente inerte” hacen
referencia a un disolvente o mezcla de disolventes que no
interaccionan con los materiales de partida, los reactivos,
los intermedios o los productos, de una manera que afecte de
forma adversa el rendimiento del producto deseado.

Se comprenderid que el compuesto de la invencidén puede
existir de forma marcada de manera radiactiva, es decir, el
compuesto puede contener uno o miAs Atomos que contienen una
masa atémica o un nimero mésico diferente de la masa atémica
0 del nimero mAsico que normalmente se encuentra en la
naturaleza. Los radiolsétopos del hidrégeno y del carbono
incluyen ?H, °H y *'C, respectivamente. Un compuesto de esta
invencién, que contiene estos radioisétopos y/u otros
radioisdétopos de otros A4tomos, se encuentra dentro del
alcance de esta invenciétn. Los radioisbétopos tritiados, es
decir, *H, y del carbono 14, es decir, ¢, se prefieren
particularmente por su facilidad de preparacién vy
detectabilidad. Un compuesto de férmula I marcado de manera
radiactiva puede prepararse en general mediante métodos muy
conocidos por los expertos en la técnica. De modo
conveniente, estos compuestos marcados de manera radiactiva
pueden prepararse llevando a cabo 1los procedimientos
descritos en los esquemas y/o en los ejemplos a continuacién,
sustituyendo un reactivo no marcado de manera radiactiva por
un reactivo marcado de manera radiactiva que puede adquirirse
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Otras caracteristicas y ventajas resultaran evidentes a
partir de la memoria descriptiva y las reivindicaciones que
describen la invencibn.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El compuesto de férmula I es un metabolito humano de la
[5-ciclopropil-1-{(quinolin-5-1l1)-1HF-pirazol-4~-carbonil]-
guanidina. Se identificé a partir de muestras de plasma
humano obtenidas después de la administracién intravenosa de
[S=ciclopropil-l-(quinolin-5-il}-1H-pirazol-4-carbonil] -
guanidina a sujetos humanos. La estructura de este compuesto
se verificd de modo independiente mediante sintesis quimica.
En otro aspecto de esta invencibédn, la ([5-ciclopropil-l-(2-
quinolon-5-il)-14-pirazol—-4-carbonil]lguanidina puede prepa-
rarse mediante la administracién de [5-ciclopropil-1-
(quinolin-5-il)-l1H-pirazol-4-carbonil]lguanidina a un ser
humano, y el aislamiento del metabolito deseado del plasma.
Como alternativa, no es necesario aislar el metabolito del
ser humano, puesto que se produce in vivo.

En general, el compuesto de esta invencién puede
prepararse mediante procesos que incluyen procesos andlogos a
los conocidos en la técnica quimica, en particular a la luz
de la descripcidén contenida en la presente. Se suministran
ciertos procesos para la preparaclién del compuesto de esta
invencién como otras caracteristicas de la invencidn, y se
ilustran mediante el sigulente esquema de reaccién. Otros
procesos se describen en la seccién experimental.

Una descripcién detallada del aspecto sintético de 1la
invencién es la siguiente:
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Seqin el esquema anterior, el compuesto de fé6rmula IA
{(preparado como se describe en Capps, J.D.; Hamilton, C.S.,
J. Am. Chem. Soc., 1938, 60, 2104) se disuelve en un
disolvente prético como etanocl, y se trata con un agente
reductor apropiado, como cloruro estanoso dihidratado. La
mezcla resultante se agita a una temperatura desde
aproximadamente 0°C a aproximadamente 115°C, durante
aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 24 horas. la
mezcla resultante se enfria hasta aproximadamente 23°C y se
filtra. E1 material sélido resultante se purifica de una
forma adecuada, tal como mediante trituracién con Aacido
clorhidrico (por ejemplo, 1 M acuoso) a aproximadamente 100°C
durante aproximadamente 1 hora, enfriando hasta
aproximadamente 23°C y filtrando para proporcionar el
compuesto de férmula II como su sal hidrocloruro. Como
alternativa, el compuesto de férmula II puede aislarse a
partir de la mezcla de reacciétn en forma de la base libre
mediante una basificacién con una base inorgdnica, y una
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extraccién con un disolvente organico apropiado. E1 compuesto
de férmula II también puede aislarse en forma de otras sales.
Otros métodos de reducciétn que pueden llevar a cabo esta
reduccién son conocidos por los expertos en la técnica, como
por ejemplo la hidrogenacién catalitica.

El compuesto de fé6rmula II se dlazotiza en Aacido
clorhidrico y agua, utilizando nitrato de sodio a
aproximadamente 0°C durante aproximadamente 15 minutos a
aproximadamente 2 horas. La disoluciétn de sal de diazonio
resultante se reduce con un agente reductor apropiado, como
cloruro estanoso dihidratado en 4&cido clorhidrico y agua
desde aproximadamente 0°C a aproximadamente 23°C, durante
aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 6 horas. El
80lido resultante se recoge mediante filtracién y se purifica
de una manera adecuada, tal como mediante trituracién con
dcldo clorhidrico (por ejemplo, 1 M acuoso) a aproximadamente
23°C durante aproximadamente 30 minutos. El1 compuesto de
férmula III se recoge mediante filtracién como su sal
hidrocloruro. Como alternativa, el compuesto de férmula III
puede aislarse a partir de la mez2cla de reacciédn en forma de
la base libre mediante una basificacidén c¢on una base
inorgénica, y una extraccién con un disolvente orgénico
apropiado. E1 compuesto de f6érmula III también puede aislarse
en forma de otras sales. Otros agentes reductores que pueden
llevar a cabo esta transformacién son ' conocidos por los
expertos en la técnica.

El compuesto de férmula IV se prepara mediante métodos
conocidos por los expertos en la técnica, tal como mediante
la reaccidn de un N,N-dialquilformamida acetal, por ejemplo,
N,N-dimetilformamida dimetilacetal, con un éster del acido 3-
ciclopropil-3-oxopropanoico a una temperatura desde
aproximadamente 23°C a aproximadamente 115°C, durante
aproximadamente 1 hora a aproximadamente 4 horas con o sin un
catalizador &cido. Los grupos R! y 2 son de modo conveniente
cualquier grupo alquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo o
arilalquilo. Adema&s, los dos grupos R! pueden unirse para
formar una entidad ciclica.
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El compuesto de férmula IV se hace reaccionar con el
compuesto de f6rmula III en un disolvente alcohbélico como el
etanol a una temperatura desde aproximadamente 23°C a
aproximadamente 115°C, durante aproximadamente 15 minutos a
aproximadamente 12 horas. Cuando se utiliza el compuesto de
férmula III en forma de su sal hidroclorurc, resulta
ventajoso llevar a cabo la reaccién en presencia de un exceso
de una base no nucledfila, como la trietilamina. El compuesto
de f6rmula V se recoge mediante filtracién. Como alternativa,
el compuesto de férmula V puede alslarse mediante otros
métodos, como la concentraclén seguida de la adicidén de agua
Y la extraccién con un disolvente orgidnico adecuado. Como
alternativa, el compuesto de féormula V puede prepararse
utilizando el compuesto de fé6rmula III y otros compuestos en
lugar del compuesto de férmula IV, como un compuesto en el
cual el grupo (R?);N se sustituye por un grupo R%O.

El compuesto de férmula V se hidroliza con una base,
como hidréxido de sodio o litio en un disolvente como agua
y/o metanol y/o THF, de forma conveniente a aproximadamente
23°C o a una temperatura elevada como la temperatura de
reflujo, durante aproximadamente 30 minutos a aproximadamente
12 horas. El &cldo de férmula VI entonces se aisla, por
ejemplo, mediante la eliminacién de los disolvente organicos,
la acildificacién y 1la filtracién. Como alternativa, el
compuesto de fdérmula VI puede aislarse a partir de la mezcla
de reaccién mediante la eliminacién de 1los disolvente
organicos, la acidificacién y la extraccién con un disolvente
organico apropiado.

El &acido de formula VI se acopla con guanidina en
presencia de un agente de acoplamiento adecuado. Un agente de
acoplamiento adecuado es el que transforma un 4cido
carboxilico en una especie reactiva que forma un enlace amida
tras la reaccién con una amina.

El agente de acoplamiento puede ser un reactivo que
lleva a cabo esta condensacién en un proceso en uma etapa,
cuando se mezcla con el &cldo carboxilico y la guanidina. Los
ejemplos de agentes de acoplamiento son hidrocloruro de 1-{3-

- 15 -
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dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida/hidroxibenzotriazol
{EDC/HBT), diciclohexilcarbodiimida (DCC)/hidroxibenzotriazol
(HBT), 2-etoxi-l-etoxicarbonil-1l,2-dihidroquinoleina (EEDQ) y
dietilfosforilcianuro. El acoplamiento se lleva a cabo en un
disolvente inerte, preferiblemente un disolvente aprético a
una temperatura desde aproximadamente ~20°C a aproximadamente
50°C, durante aproximadamente 1 a aproximadamente 48 horas,
en presencia de un exceso de guanidina como base. Los
ejemplos de disolventes incluyen acetonitrilo, diclorometano,
dimetilsuféxido, dimetilformamida, cloroformo y sus mezclas.
El agente de acoplamiento también puede ser aquel que
convierte el Acido carboxilico en un intermedio activado que
se aisla y/o se forma en una primera etapa, y se permite
reaccionar con la guanidina en una segqunda etapa. Los
ejemplos de estos agentes de acoplamiento e intermedios
activados son cloruro de tionilo o cloruro de oxalilo para
formar el cloruro de &cido, el fluoruro cianirico para formar
un fluoruro de -dcido o un cloroformiato de alquilo como
cloroformiato de isobutilo o isopropenilo, o anhidrido
propanofosfénico (anhidrido del &cido propanofosfénico, PPA)
con una base de amina terciarla para formar un anhidrido
mixto del A4cido carboxilico, o un carbonildiimidazol para
formar un acilimidazol. Si el agente de acoplamiento es
cloruro de oxalile, resulta ventajoso emplear una pequefia
cantidad de dimetilformamida como codisolvente con otro
disolvente (como diclorometano), para catalizar la formacién
del cloruro de &cido. Este derivado de acido activado puede
acoplarse mediante la mezcla con el intermedio en un
disolvente apropiado, junto con una base apropiada. Las
combinaciones de disolvente/base apropiadas son, por ejemplo,
diclorometano, dimetilformamida, acetonitrilo o sus mezclas,
en presencia de un exceso de guanidina como base. Otras
combinaciones de disolvente/base apropiadas incluyen agua,
alcohol (C:-Cs) o sus mezclas, junto con un codisolvente como
diclorometano, tetrahidrofurano o dioxano, y una base como un
hidréxido de sodio, potasio o litio en cantidad suficiente
para consumir el A&cido liberado en la reaccién. El uso de

A
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estos agentes de acoplamiento y la selecclén apropiada de
disolventes y temperaturas son conocidos por los expertos en
la técnica, © pueden determinarse con facilidad a partir de
la bibliografia a la 1luz de esta descripcién. Estas
condiciones y otros ejemplos de condiciones itiles para
acoplar A4cidos carboxilicos se deacriben en Houben-Weyl,
volumen XV, parte II, E. Wunsch ed., G. Theime Verlag, 1974,
Stuttgart; M. Bodansky, Principles of Peptide Synthesis,
Springer-Verlag, Berlin, 1984; y The Peptides, Analysis,
Synthesis and Bioclogy (E. Gross y J. Melenhofer, ed.),
volimenes 1-5 (Academic Press, Nueva York, 1979-1983}.

En una realizacién, el &cido de fé6rmula VI se activa
con un exceso de clorurc de tionilo a una temperatura de
aproximadamente la temperatura de reflujo, durante
aproximadamente 15 minutos a aproximadamente -3 horas, y el
exceso de cloruro de tionilo se elimina mediante
concentracitn. El cloruro de acido resultante se combina con
el hidrocloruro de guanidina en exceso y una base inorgénica,
camo hidréxido de sodio en tetrahidrofurano y agua. La
reaccién se agita de forma conveniente a 23°C o a una
temperatura elevada, como la temperatura de reflujo, desde
aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 6 horas. El
compuesto de férmula I se aisla a partir de esta mezcla de
reaccidn de varias maneras. Por ejemplo, la mezcla de
reaccién se concentra para eliminar el THF; la capa acuosa se
acidifica hasta pH 9, y el B86lido se recoge mediante
filtracién. Como alternativa, el compuesto de formula I puede
aislarse mediante extraccién con un disolvente organico. El
compuesto de férmula I puede transformarse en 1la sal
hidrocloruro correspondiente tratando una disolucién del
mismo en metanol con cloruro de hidrbégeno en éter, y la
recogida del sb6lido resultante mediante filtracién o
concentracion. Otras sales pueden prepararse mediante métodos
andlogos.

Los expertos en la técnica comprenderan dque también es
posible transformar el compueato de fé6rmula V directamente en
el compuesto de férmula I tratando el compuesto de férmula V
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con un exceso de guanidina en un disolvente inerte, como un
disolvente alcohélico, por ejemplc etanol, o en ausencia de
un disolvente desde aproximadamente 60°C a aproximadamente
150°C.

Los expertos en la técnica comprenderdn que el
compuesto de férmula I puede existir en varias formar
tautémeras. Todas estas formas tautémeras se consideran parte
de esta invencién. Por ejemplo, todas las formas tautémeras
del resto carbonilguanidina del compuesto de férmula I se
incluyen en esta invencidén. Todas las formas tautémeras del
resto 2-quinolona del compuesto de férmula I, como la forma
de 2-hidroxiquinoleina, también se incluyen en esta
invencién.

Los materiales de partida y los reactivos para los
compuestos descritos con anterioridad también pueden
adquirirse sin problemas, o pueden sintetizarse con facilidad
por los  expertos en la técnica utilizando métodos
convencionales de sintesis orgénica.

Ademis, cuando el compuesto de 1la invencién forma
metabolitos, hidratos o solvatos, éstos también se encuentran
dentro del alcance de la invencién.

Algunos de los compuestos (por ejemplo, proférmacos) de
esta invencidén son A4cidos, y forman una sal con un catién
farmacéuticamente aceptable. La mayoria de los compuestos de
esta invencién son bésicos, y forman una sal con un anién
farmacéuticamente aceptable. Todas estas sales, incluyendo
las disales, se encuentran dentro del alcance de esta
invencién Y pueden prepararse mediante métodos
convencionales. Por ejemplo, pueden prepararse simplemente
poniendo en contacto las entidades &cidas y basicas, en un
medio acuoso, no acuoso o parcialmente acuoso. Las sales se
recuperan mediante filtracién, mediante precipitacién con un
disolvente seguido de filtraci6n, mediante evaporacién del
disolvente, o en el caso de 1las disoluciones acuosas,
mediante liofilizacién, seguin sea apropiado.

El compuesto de férmula I, su profarmaco, o una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho
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profarmaco, inhiben el sistema de {jfransporte de intercambio
de sodio/proté4n (Na+/H+), y por ta|jto resultan dtiles como
agentes terapéuticos o profilactiicos para enfermedades
provocadas por la aceleracién del |Jistema de transporte de
intercambio de sodio/protén at+/H+), por ejemplo

enfermedades cardiovasculares [por 1

hipertensién, arritmia (por ejemp
arritmia debida a un infarto de miq
de PTCA o después de trombélisis,

hipertrofia cardiaca, infarto de

cardiaca (por ejemplo, insuficieng
insuficliencia cardiaca aguda,
reestenosis después de PTCA,
hemorragico, choque por endotoxi
renales (por ejemplo, diabete
diabética, insuficiencia renal
trastornos de o6rganos asociados c
isquémica |[(por ejemplo, trasto
reperfusién isquémica del misculo
aguda, o trastornos ind
quirdrgicos como cirugias de bypas
(CABG), cirugias vasculares, transp
no cardiacas o angioplastia percuta
(PTCA) ], enfermedades cerebrova
accidentes cerebrovasculares is
etc.), trastornos cerebroisquémicos
asociados con infarto cerebral, tra
de una apoplejia cerebral como sec
El compuesto ‘de férmula I, su
farmacéuticamente aceptable de digqg
profarmaco, también pueden utiliz

proteccién miocdrdica durante las
bypass de 1la arteria

renal

coronari

emplo, arteriosclerosis,
o, arritmia isquémica,
cardio, arritmia después
etc.), angina de pecho,

ocardio, insuficiencia
ia cardiaca congestiva,
rtrofia cardiaca, etc.),
pe (por eljemplo, choque
s, etc.)]l, enfermedades
mellitus, nefropatia
guda isquémica, etc.),
H- isquemia o reperfusién
nos asoclados con la
cardiaco, insuficiencia
cidos por tratamientos
de la arteria coronaria
nte de 6rganos, cirugias
Ea transluminal coronaria
culares (por ejemplo,
choque hemorragico,
(por ejemplo, trastornos
tornos provocados después
elas, o edema cerebral).
profarmaco, o una sal
ho compuesto o de dicho
'se como agentes para la
cirugias de injerto de

(CABG) ,

lcos,

las cirugias

8 o las

vasculares, la angioplastia percutaﬁ:a transluminal coronaria

{PTCA), el transplante de 6&rgal
cardiacas.
Preferiblemente,

el compueﬁto de

cirugias no

f6érmula I, su

17
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profarmaco, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profidrmaco, pueden utilizarse como
agentes para la proteccién miocdrdica antes, durante o
después de las cirugias de injerto de bypass de la arteria
coronaria (CABG), las cirugias vasculares, la angioplastia
percutanea transluminal coronaria (PTCA), el transplante de
érganos o las cirugias no cardiacas.

Preferiblemente, el compuesto de férmula I, su
profarmaco, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profarmaco, pueden utilizarse como
agentes para la proteccién miocdrdica en pacientes que
presentan acontecimientos cardiacos en desarrollo (sindromes
coronarios agudos, por ejemplo infarto de miocardio o angina
inestable) o isquémicos cerebrales (por ejemplo, accidentes
cerebrovasculares) .

Preferiblemente, el compuesto de férmula I, su
profdrmaco, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profdrmaco, pueden utilizarse como
agentes para la proteccidén miocdrdica en pacientes con una
enfermedad cardiaca coronaria diagnosticada (por ejemplo,
infarto de milocardio o angina inestable previas) o en
pacientes que tienen un alto riesgo de infarto de miocardio
(por ejemplo, los mayores de 65 aftlos y dos o mas factores de
riesgo de padecer una enfermedad cardiaca coronaria).

Ademas de esto, el compuesto de férmula I, su
profarmaco, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profarmaco resultan notables por su
fuerte efecto inhibitorio scbre la proliferacién de células,
por ejemplo la proliferacién de células de fibroblastos Yy la
proliferacién de células del misculo liso de los vasos
sanguineos. Por esta razén, el compuesto de férmula I, su
profarmaco, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profarmaco son agentes terapéuticos
valiosos para su utilizacién en enfermedades en las cuales la
proliferacién celular representa una causa primaria o
secundaria, y por tanto pueden utilizarse como agentes
antiateroscleréticos, Y como agentes contra las
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complicaciones tardias de la diabetes, las enfermedades
cancerosas, las enfermedades fibréticas como la fibrosis
pulmonar, la fibrosis hepatica o la fibrosis renal, 1la
nefrosclerosis glomerular, las hipertrofias o hiperplasias de
érganos, en particular la hipertrofia o hiperplasia de 1la
préstata, la fibrosis pulmonar, las complicaciones diabéticas
0 la estenosis recurrente después de PTCA, ¢ las enfermedades
provocadas por lesiones de la células endoteliales.

La utilidad del compuesto de férmula I, su profarmaco,
© una sal farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de
dicho profadrmaco como agentes médicos en el tratamiento de
enfermedades, como las detalladas en la presente en mamiferos
(por ejemplo, seres humanos), por ejemplo,' la proteccién
miocdrdica durante cirugia o la proteccién miocidrdica en
pacientes que ©presentan acontecimientos cardiacos en
desarrollo o acontecimientos isquémicos cerebrales, o la
cardioproteccién crénica en pacientes con una enfermedad
cardiaca coronaria diagnosticada, se demuestra por la
actividad del compuesto de férmula I, © una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto, en un ensayo
convencional in vitro y otros ensayos de cardioproteccién
preclinicos [véase el ensayo in vivo en Klein, H. et al.,
Circulation, 92:912-917 (1995); el ensayo de corazén aislado
en Scholz, W. et al., Cardiovascular Research, 29:260-268
(1995); el ensayo antiarritmico en Yasutake M. et al., Am. J.
Physiol., 36:H2430-H2440 (1994); el ensayo de RMN en Kolke et
al., J. Thorac. Cardiovasc. Surg., 112:765-775 (1996)]. Estos
ensayos también proporcionan un medio mediante el cual 1las
actividades del compuesto de fébrmula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho
profarmaco pueden compararse con las actividades de otros
compuestos conocidos. Los resultados de estas comparaciones
resultan utiles para determinar los niveles de dosificacién
en mamiferos, incluyendo los seres humanos, para el
tratamiento de estas enfermedades.

Madida de la actividad inhibitoria de NHE-1 humano

Las metodologias para la medida de la actividad NHE-1
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humana y la potencia inhibitoria se basan en las publicadas
por Watson et al., Am. J. Physilol., 24:G229-~G238, 1991), en
las cuales 1la recuperacién mediada por NHE del pH
intracelular se mide <después de la  acidificacién
intracelular. Por tanto, se colocan fibroblastos que expresan
de forma estable el NHE-1 humano (Counillon, L. et al., Mol.
Pharmacol., 44:1041-1045 (1993)) en placas de 96 poclllos
revestidas de colageno (50.000/pocillo) y se: cultivan hasta
la confluencia en medio de crecimiento (DMEM con alto
contenido en glucosa, suero bovino fetal al 10%, 50 u/ml de
penicilina y estreptomicina). Las placas confluentes se
incuban durante 30 minutos a 37°C con la sonda fluorescente

sensible al pH BCECF (5 pyM; Molecular Probes, Eugene, OR).
Las células cargadas de BCECF se incuban durante 30 minutos a
37°C en medio de carga de acido (cloruro de colina 70 nNM,
NHC1l, 50 mM, KCl 5 mM, MgCl: 1 mM, CaCl: 1,8 mM, glucosa 5 mM,
HEPES 10 mM, pH 7,5), y después se colocan en un lector de
placas de formacién de imAgenes fluorescentes (Molecular
Devices, CA). La fluorescencia de BCECF se controla
utilizando unas longitudes de onda de excitacién y de emisién
de 485 mM y 525 nM, respectivamente. La acificacién
intracelular se inicia mediante la sustitucién répida del
medio de carga de acido con medio de recuperacién (NaCl 120
mM, KCl 5 mM, MgCl: 1 mM, CaCl: 1,8 mM, glucosa 5 mM, HEPES
10 mM, pH 7,5) t el compuesto de ensayo, y se controla la
recuperacion mediada por NHE del pH intracelular como el
aumento de la fluorescencia de BCECF posterior dependiente
del tiempo. La potencia de los inhibidores de NHE-1 humano se
calcula como la concentracién que reduce la recuperacién del
pH intracelular en 50% (CIs). Bajo estas condiciones, los
inhibidores de NHE patrén amilorida y HOE-642 tienen unos
valores de CIso para el NHE-1 humano de 50 yM y 0,5 pN,
respectivamente. El compuesto de férmula I muestra un valor
de CIsy de 200 nM en el anterior ensayo.

Se ha indicado que unos breves periodos de isquemia
miocdrdica seguidos de una reperfusién de 1la arteria
coronaria protegen al corazén de una posterior isquemia
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niocdrdica grave (Murry et al., Circulation, 74:1124-1136, '4‘?

1986). Este fenémeno se conoce como precondicionamiento
isquémico.

Los efectos terapéuticos de los compuestos de esta
invencién para prevenir las lesiones del tejide cardiaco que
aparecen como resultado de un atagque isquémico pueden
demostrarse in vitro siguiendo las lineas presentadas en Liu
et al, (Cardiovasc. Res., 28:1057-1061, 1994), como se
describe de forma especifica en la presente. La
cardioproteccién, indicada como una reduccién en el miocardio
infartado, puede inducirse de forma farmacolédglica utilizando
agonistas del receptor de la adenosina en corazones de conejo
aislados perfusionados retrégradamente, como un modelo in
vitro de precondicionamiento isquémico miocardico- (Liu et
al., Cardiovasc. Res., 28:1057-1061, 1994). El1 ensayo in
vitro descrito a continuacién demuestra que un compuesto de
ensayo activo también puede inducir la cardioproteccién de
forma farmacoldgica, es decir, reduce el tamafio del infarto
de miocardio, cuando se administra a un corazén aislado de
conejo. Los efectos del compueato de ensayo se comparan con
el precondicionamiento isquémico y el agonista de adenosina
Al/R3, APNEA (N°-[2-(4-aminofeni}l)etilladenosina), que se ha
demostrado que induce 1la cardioproteccién de forma
farmacolégica en el corazén aislado de conejo (Liu et al.,
Cardiovasc. Res., 28:1057-1061, 1994). La metodologia exacta
se describe a continuacién.

El protocolo utilizado para estos experimentos sigue en
gran medida el descrito por Liu et al., Cardiovasc. Res.,
28:1057-1061, 1994. Se anestesian conejos blancos de Nueva
Zelanda macho (3-4 kg) con pentobarbital de sodio (30 mg/kg,
por via intravenosa). Después de lograr una anestesia
profunda (determinada por la ausencia del reflejo del
parpadeo ocular), el animal se entuba y se ventila con O; al
100% utilizando un ventilador de presidn positiva. Se lleva a
cabo una toracotomia izquierda, se expone el corazén, y se
coloca un lazo (seda 2-0) de forma laxa alrededor de una rama
prominente de la arteria coronaria izquierda, a
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aproximadamente una distancia de 2/3 hacia el &pice del
corazén. El corazén se retira del pecho y se monta con
rapidez (<30 seg) sobre un aparato de Langendorff. El corazén
ge reperfusiona retrdgradamente de una manera no circulante
con una disolucidén de Krebs modificada (NaCl 118,5 mM, KCl
4,7 mM, MgSOs 1,2 mM, KH:PO, 1,2 mM, NaHCO; 24,8 mM, CaCl: 2,5
mM y glucosa 10 mM), a una presidén constante cde 80 mm de Hg y
una temperatura de 37°C. El pH del perfusionadc se mantiene a
7,4-7,5 mediante -burbujeo con 0. al 95%/C0. al 5%. La
temperatura del corazén se controla muy bien utilizando
depdsitos calentados para la disolucion fisioldégica y una
camisa de agua alrededor de los tubos de perfusién y del
corazdn aislado. Se determina la frecuencia cardiaca y las
presiones ventriculares izquierdas mediante un globo de latex
que se inserta en el ventricule izquierdo y se conecta
mediante un tubo de acero inoxidable a un transductor de
presién. El globo intraventricular se infla .para proporcionar
una presidén sistélica de 80-100 mm de Hg, y una presién
diastdlica de <10 mm de Hg. E1 flujo coronario total también
se controla continuamente utilizando una sonda de flujo en
linea y normalizada para el peso del corazén.

Se deja que el corazén se equilibre durante 30 minutos,
tras lo cual el corazén debe mostrar unas presiones
ventriculares izquierdas dentro de los parémetros indicados
mias arriba. Si la frecuencia cardiaca baja miAs de 180 lpm en
cualquier momento antes del periodo de 30 minutos de isquemia
regional, el corazén se marca a un paso de 200 lpm durante el
resto del experimento. El precondicionamiento isquémico se
induce por el cese total de perfusién cardiaca (isquemia
global) durante 5 minutos, seguido por reperfusién durante 10
minutos. Se logra la isquemia regional apretando el lazo
alrededor de la rama de la arteria coronaria. Después de 30
minutos de isquemia regional, se afloja el lazo y el corazén
se reperfusiona durante 120 minutos més.

La cardioproteccién farmacoldégica se induce mediante la
infusién del compuesto de ensayo a unas concentraciones
predeterminadas, comenzando 30 minutos antes de la isquemia
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10

15

20

25

30

35

¥

regional de 30 minutos, y continuando hasta el final del
periodo de reperfusién de 120 minutos. Los corazones que
reciben el compuesto de ensayo no se someten al periodo de
precondicionamiento isquémico. El compuesto patrén, APNEA
(500 nM), se perfusiona a través de los corazones (que no
reciben el compuesto de ensayo) durante un periodo de 5
minutos, que termina 10 minutos antes de la isquemia regional
de 30 minutos.

Al final del periodo de reperfusién de 120 minutos, el
lazo de la arteria coronaria se aprieta, Y una suspensién al
0,5% de particulas de sulfato de cadmio y cinc fluorescentes

(1-10 yM) Duke Scientific Corp. (Palo Alto, CA) se perfusiona
a través del corazén; esto tifie todo &1 miocardio, excepto el
drea de riesgo de desarrollo de un infarto (&rea de riesgo).
El corazén se retira del aparato de Langendorff, se seca con
papel secante, se envuelve en una lamina de aluminio Y Se
almacena durante la noche a =-20°C. Al dia sigulente, el
corazén se corta en seccilones transversales de 2 mm desde el
dpice hasta la parte superior de los ventriculos. Los cortes
se tifien con cloruro de trifeniltetrazolio al 1% (TTC) en
disolucién salina tamponada con fosfato durante 20 minut s a
37°C. Puesto que el TTC reacciona con el tejido vivo (que
contienen deshidrogenasas dependientes de NAD), esta tincién
diferencia entre el tejido vivo (tefiido de rojo) y el tejido
muerto (te]ido infartado sin tefiir). Se calcula el Area
infartada (sin tinte) y el 4rea de riesgo (sin particulas
fluorescentes) en cada corte de ventriculo izquierdo,
utilizando una analizador de imAgenes precalibrado. Para
normalizar las lesiones isquémicas para detectar diferencias
en el 4rea de riesgo entre los corazones, los datos se
expresan como la proporcién de drea infartada frente al Area
de riesgo (AI%/ADR). Todos los datos se expresan como la
media + EE, y se comparan de forma estadistica utilizando un
ensayo no paramétrico de Mann-Whitney con una correccién
Bonferroni para miltiples comparaciones. Se considera una
significancia de p<0,05.

Los resultados del anterior ensayo in vitro pueden
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utilizarse para demostrar que los compuestos de esta
invencién inducen una cardioprotecciédn significativa con
relacién al grupo control. .

La administracién del compuesto de férmula I, su
profarmaco, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profadrmaco puede realizarse mediante
cualquier método que administre el compuesto de férmula I, su
profdrmaco, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profarmaco de manera preferente al
telido deseado (por ejemplo tejidos hepi&tico y/o cardiaco).
Estos métodos incluyen las vias oral, parenteral,
intraduodenal, etc.. En general, el compuesto de férmula I,
su profarmaco, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profarmaco se administran en una dosis
unica (por ejemplo, una vez diaria) o en dosis miltiples, o
mediante infusién constante, por ejemplo, en una disolucién
salina isoténica.

El compuesto de férmula I, su profarmaco, o una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho
profarmaco resultan fttiles, por ejemplo, para reducir o
minimizar las lesiones producidas directamente a cualquier
tejidc que puede ser susceptible a las 1lesiones de
reperfusién/isquemia (por ejemplo, corazén, cerebro, pulmén,
rifién, higado, intestino, misculo esquelético, retina), por
ejemplo por mediacién del NHE-1, como resultado de un
acontecimiento isquémico (por ejemplo, infarto de miocardio}.
El compuesto activo por tanto Puede emplearse con utilidad
profilactica para prevenir (es decir, prospectiva o
profilacticamente), para detener o parar las lesiones
tisulares (por ejemplo, del tejido del miocardio) en
pacientes que se encuentran en riesgo de isquemia (por
ejemplo, isquemia miocérdica).

En general, el compuesto de fé6rmula I, su profiarmaco, o
una sal farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de
dicho proférmaco se administran por via oral o parenteral
(por ejemplo, por via intravenosa, intramuscular, subcuténea
© intramedular). La administracién tépica también puede
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resultar indicada, por ejemplo, cuando un paciente sufre
trastornos gastrointestinales o cuando la medicacién se
aplica mejor a la superficie de un tejido u érgano, seqin lo
determine el médico encargado. '

La programacién y cantidad administrada del compuesto
de .f6rmula I, su profarmaco, o una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho profarmaco dependeri,
por supuesto, del sujeto que se estd tratando, de la gravedad
de la enfermedad, de la via de administracién y del criterio
del médico encargado. Asi, debido a la variabilidad entre
pacientes, las dosificaciones que se indican a continuacién
con una gquia, y el médico puede valorar otras dosis del
farmaco para lograr el tratamiento que considere aproplilado
para el paclente. Segin el grado de tratamiento deseado, el
médico debe considerar una diversidad de factores, como 1la
edad del ©paciente, la presencia de una enfermedad
preexistente, asi como la presencia de otras enfermedades
{(por ejemplo, una enfermedad cardiovascular).

De forma tipica, se utiliza una cantidad del compuesto
de férmula I, su profidrmaco, o una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho profarmaco que es
eficaz para la proteccién isquémica. Una dosificacién
preferida es desde .aproximadamente 0,01 a 100 mg/kg/dia del
compuesto de férmula I, su profirmaco, o wuna sal
farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho
proférmaco de esta invencién. Una dosificacién especialmente
preferida es desde aproximadamente 0,01 a 50 mg/kg/dia del
compuesto de férmula I, su profdrmaco, o una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho
profirmaco de esta invencién.

En un modo de administracién, el compuesto de férmula
I, su profarmaco, o una sal fammacéuticamente aceptable de
dicho compuesto o de dicho profarmaco puede administrarse
justo antes de una cirugia cardiaca (por ejemplo, en las
veinticuatro horas anteriores a 1la cirugia), durante o
después de 1la cirugia cardiaca (por * ejemplo, en las
veinticuatro horas siguientes a la cirugia), cuando existe un
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riesgo de isquemia miocdrdica. En un modo de administracién
especialmente preferido, se administra una infusién con una
dosls de carga de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 300
mg durante aproximadamente un minuto a aproximadamente una
hora antes de la cirugia, seqguida de una infusién constante
desde aproximadamente 1 mg/kg/dia a aproximadamente 100
mg/kg/dia durante el resto de los periodos prequirtrgicos,
quirdirgicos. y postquirdrgicos, incluyendo por ejemplo un
tratamiento postquirirgico desde aproximadamente 2 a
aproximadamente 7 dias. El compuesto de la invencién también
puede administrarse de un modo crénico diarlo.

El compuesto de férmula I, su profirmaco, o una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho
profdrmaco en general se administran en forma de wuna
composicién farmacéutica que comprende el compuesto de
férmula I, su profirmaco, o una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho proféarmaco, junto con
un  portador, vehiculo o diluyente farmacéuticamente
aceptable. Por tanto, el compuesto de férmula I, su
profarmaco, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto © de dicho profadrmaco pueden administrarse en
cualquier forma de dosificacién oral, parenteral, rectal o
transdérmica convencional.

Para la administracién oral, una composicién
farmacéutica puede tomar 1la forma de discluciones,
suspensiones, comprimidos, pildoras, céapsulas, polvos vy
simjlares. Se emplean comprimidos que contienen diversos
excipientes como citrato de sodio, carbonato de calcio y
fosfato de calcio, junto con diversos disgregantes como
almidén y preferiblemente almidén de patata o tapioca, y
clertos silicatos complejos, junto con agentes ligantes como
polivinilpirrolidona, sacarosa, gelatina y goma arabiga.
Ademés, los agentes lubricantes como estearato de magnesio,
laurilsulfato de sodio y talco a menudoc resultan muy utiles
para la preparacién de comprimidos. Las composiciones sélidas
de tipo similar también se emplean como cargas en cdpsulas de
gelatina de relleno blando y duro; los materiales preferidos




10

15

20

25

30

35

g3

- 29 -

a este respecto también incluyen la lactosa o azlicar de la
leche, asi como los polietilenglicoles de elevado peso
molecular. Cuando se desean unas suspensiones acuosas y/o
elixires para la administracién oral, los compuestos de la
invencién pueden combinarse con diversos agentes
edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes colorantes,
agentes emulsionantes y/0 agentes suspensores, asi como con
diluyentes como el agua, etanol, propilenglicol, glicerina y
diversas combinaciones de los mismos.

Para la administracién parenteral, pueden ‘emplearse
disoluciones, por ejemplo en aceite de sésamo o de cacahuete
0 en propilenglicol acuoso, asi como disoluciones' acuosas
estériles de las correspondientes sales solubles en agua.
Eastas disoluciones acuosas pueden tamponarse de forma
adecuada, si resulta necesario, y el diluyente 1liquido
hacerse en primer lugar isoténico con suficiente disolucién
salina o glucosa. Egstas disoluciones acuosas son
especlalmente adecuadas para la inyeccién intravenosa,
intramuscular, subcutdnea e intraperitoneal. A este respecto,
los medios acuosos estériles empleados pueden obtenerse con
facilidad mediante técnicas convencionales muy conocidas por
los expertos en la técmica.

Para la administracién transdérmica (por ejemplo,
tépica), se preparan disoluciones acuosas o parcialmente
acuosas (normalmente a una concentracién de aproximadamente
0,1% a 5%) diluidas estériles, que por lo demis son similares
a las disoluciones parentales anteriores.

Los métodos para preparar diversas composiciones
farmacéuticas con una cierta cantidad de principio activo son
conocidos, o serdn evidentes a la luz de esta descripcién
para los expertos en la técnica. Para obtener ejemplos de
métodos de preparacién de composiciones farmacéuticas, véase
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company,
Easter, PA, 15* edicién (1975).

Las composiciones farmacéuticas segiin la  invencién
pueden contener, pbr ejemplo, 0,0001%-95% del compuestoc de
fébrmula I, su profarmaco, o una sal farmacéuticamente

L
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aceptable de dicho compuesto o de dicho profirmaco. En
cualquier caso, la composicién o formulacién que se va a
administrar contendrd una cantidad eficaz para tratar 1la
enfermedad/trastorno del sujeto que se estad tratando.

El compuesto de férmula I, su profirmaco, o una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho
profarmaco en general se administran en una formulacién
conveniente. Los siguientes ejemplos de formulacién son sélo
ilustrativos, y no pretenden limitar el alcance de la
presente invencién.

En las formulaciones que siguen, "principio activo”
significa el compuesto de férmula I, su profirmaco, o una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho
profarmaco.

Formulacién 1: céApsulas de gelatina

Se preparan capsulas de gelatina dura utilizando 1

siguiente:

m

- 30 -

Ingrediente Cantidad (mg/cépsula)
Principio activo 0, 25-100
[ Almidén, NF 0-650
Polvo de almidén fluido 0-50
Fluido de silicona 35 cm?/s 0-15
e ————————————————————————————————————]

Se prepara una formulacién de cépsulas utilizando 1los
siguientes ingredientes:
Formulacién 2: comprimidos

Ingrediente - Cantidad (mg/comprimido)
Principilo activo 0,25-100.
Celulosa microcristalina 200-650

Didéxido de silicio de pirélisis 10-650
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a

I Acido estearico 5-15 I

Los componentes se mezclan y se comprimen para formar
comprimidos.

Como alternativa, se preparan comprimidos que contienen
cada uno 0,25-100 mg del principio activo como sigue:
Formulacién 3: comprimidos

“m

Ingrediente Cantidad (mg/comprimido)
Principio activo 0,25-100
Almidén 45

Celulosa microcristalina 35
Polivinilpirrolidona (como una 4q

disolucién al 10% en agua)

Carboxihipromelosa de sodio . 4,5

Esterato de magnesio 0,5

Talco 1
. e

El principio activo, el almidén y la celulosa se hacen
pasar a través de un tamiz de EEUU de malla n° 54 y se
mezclan a fondo. La disolucién de polivinilpirrolidona se
mezcla con los polvos resultantes, que entonces se hacen
pasar a través de un tamiz de EEUU de malla n° 14. Los
granulos producidos se secan a 50°C-60°C Y 8e hacen pasar a
través de un tamiz de EEUU de malla n° 18. La
carboxihipromelosa de sodio, el estearato de magnesio y el
talco, que previamente se han hecho pasar a través de un
tamiz de EEUU de malla n° 60, se afladen entonces a los
granulos, que después de mezclar se comprimen en una maquina
de fabricacién de comprimidos para producir los comprimidos.

Se preparan suspensiones que contienen cada una 0,25-
100 mg del principio activo por 5 ml de dosis como sique:
Formulacién 4: suspensiones
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Ingredient: Cantidad (mg/5 ml) I
Principio activo 0,25~100 mg I
Carboxihipromelosa de sodio 50 mg I
Jarabe _ 1,25 mg I
Disolucién de &cido benzoico 0,10 ml I
Aroma C.V,
! Colorante C.V. ,
LAgua purificada hasta 5ml |

El principio activo se hace pasar a través de un tamiz
de EEUU de malla n° 45, y se mezcla con la carboxihipromelosa
de sodio y el jarabe para formar una pasta fina. ILa
disolucién de &cido benzoico, el aroma y el colorante se
diluyen con un poco de agua y se afladen con agitacién.
Entonces se afiade agua suficiente para producir el volumen
requerido.

Se prepara una disolucién en aerosol que contiene los
siguientes ingredientes:

Formulacién 5: aerosol

Ingrediente Cantidad (% en peso) I

Principio activo 0,25

Etanol 25,75

Propelente 22 (clorodifluorometano) _ 74,00 I

El principio activo se mezcla con el etanol y la mezcla
se aflade a una porcién del propelente 22, se enfria hasta
30°C y se traslada a un dispositivo de llenado. Después se
introduce la cantidad deseada en un recipiente de acero
inoxidable y se diluye con el resto del propelente. Entonces
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se ajustan las unidades de valvula al recipiente.
Se preparan supositorios como sigue:
Formulacidén 6: supositorios

Ingrediente Cantidad (mg/supositorio)

Principio activo 250

Glicéridos de acldo graso 2.000 )

saturado ] I
5 El principio activo se hace pasar a través de un tamiz

de EEUU de malla n° 60, y se suspende en los glicéridos de
dcido graso saturado que previamente se funden utilizando el
minimo calor necesario. La mezcla entonces se vierte en un
molde para supositorios con una capacidad nominal de 2 g y se
10 deja enfriar.
Se prepara una formulacién intravenosa como sigue:
Fbrqylacién 7: disolucién intravenosa

——————————— .

Ingrediente Cantidad
Principio activo 25 mg
Disoluclién salina isoténica 1.000 ml

15 La disolucién de 1los ingredientes anteriores se

administra por via intravenosa al paciente.
PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES GENERALES

Los espectros de RMN de 'H de 300 y 400 MHz se
registraron utilizando un espectrémetro Varian Unity+ 300 &
20 400 (varian Co., Palo Alto, CA), equipado con dos canales RF,
deteccidén indirecta, y gradientes de campo pulsados (sélo el
eje Z). Los espectros en general se lograron cerca de la
temperatura ambiente (21°C), y se emplearon las rutinas
convencionales de autobloqueo y autoenfoque para las muestras
25 desenfocadas. Los desplazamientos quimicos se expresan en
partes por millén campo abajo del trimetilsilano. Las formas
de los picos se indican como sigue: s, singulete; d, doblete;
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t, triplete; q, cuadruplete; m, multiplete; sa, sinqulete
ancho. Las resonancias denominadas intercambiables no
aparecen en un experimento de RMN separado, en el que la
muestra se aqgitd con varias gotas de D:0 en el mismo
disolvente. Los espectros de masas de ionizacién quimica a
presién atmosférica {APCIMS) se obtuvieron ~en un
espectrémetro Fisons Platform II o Micromass ZMD (Microsmass,
Manchester, Reino Unido). Cuando se describe la intensidad de
los iones que contienen cloro o bromo, se observé la
proporcién de intensidad esperada (aproximadamente 3:1 para
los iones que contienen *C1/°°Cl, y 1:1 para los iones que
contienen “Br/"Br), y M se basa en ¥Cl y ™Br. En algunos
casos, s6lo aparecen los picos de RMN de 'H y de APCIMS
representativos.
La cromatografia en columna se llevé a cabo en gel de

silice Baker (40 ym) (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ) o en gel
de silice 60 (EM Sciences, Gibbstown, NJ), en columnas de
vidrio o en colummas Flash 12, 40 6 .15 (Biotage)
(Charlottesville, VA) a baja presién de nitrdgeno. ILa
cromatografia radial se llevdé a cabo wutilizando un
Chromatotron (Harrison Research, Palo Alto, CA). A menos que
se especifique lo contrario, los reactivos se utilizaron tal
Yy como se obtuvieron de fuentes comerciales. La
dimetilformamida, el 2-propanol, el metanol, el
dimetilsulféxido, el 1,2-dicloroetano, el tetrahidrofurano,
el tolueno, el diclorometano y otros disolventes de reaccién
eran de calidad anhidra, suministrados por Aldrich Chemical
Company (Milwaukee, Wisconsin}. Los microanalisis los
llevaron a cabo en Schwarzkopf Microanalytical Laboratory,
Woodside, Nueva York. Las expresiones "concentrado al vacio”
y "eliminado al vacio" hacen referencia a la eliminacién del
disclvente a presién reducida en un evaporador rotatorio con
un bafio a una temperatura menor que 90°C. Las reacciones que
se llevaron a cabo a "0-20°C" o "0-25°C" se realizaron con un
enfriamiento inicial del recipiente en un bafio de hielo
aislado, que se dejé calentar hasta la temperatura ambiente
durante varias horas. Las abreviaturas "min" y "h" significan
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"minutos™ y "horas®™, respectivamente.
EJEMPLO 1
Hidrocloruro de S-—amino-2-quinolona
Una disolucién de 5-nitro-2-quinolona (12,37 g, 65
mmol) (preparada como se describe en Capps, J.D.; Hamilton,
€C.5., J. Am. Chem. Soc., 1938, 60, 2104) en EtOH (176 ml)

bajo una atmbésfera de nitrégeno, se traté con SnCla2H,0 (73,4 -
g, 325 mmol). La mezcla de reaccidén heterogénea se dejé en
agitacién a 23°C durante 2 horas, y se calenté a reflujo
durante 2 horas. La mezcla heterogénea resultante se enfrié
hasta 23°C y se filtré. El material sélido se triturd en HC1
(1 M acuoso, 78 ml, 78 mmol) a reflujo durante 1 hora, se-
enfrié hasta 23°C y se filtr6 para producir 10,08 g del
producto deseado (rendimiento 78%).

RMN de 'H (400 MHz, IMSO-ds) § 6,42 (d, J=10, 1H), 6,71
{4, J=~7,6, 1H), 6,81 (d, J=B, 1H), 7,27 (d, J=8, 1H), 8,04
{d, J=10, 1H), 11,71 (sa, 1H).

APCIMS 161 [M+1]°

EJEMPLO 2
Hidrocloruro de S-hidrazino-2-quinolona

Una disolucién de hidroclorure de S5-amino-2~quinolona
(10,08 g, 51,2 mmol) en HCl (concentrado, 42,7 ml) Yy H0
(18,2 ml) a 0°C se traté gota a gota con una disolucién de
NaNO; (3,53 g, 51,2 mmol) en H;0 (26,4 ml), mientras que se
mantenia la temperatura por debajo de 5°C. lLa suspensién roja
resultante se dejd en agitacién a 0°C durante 1 hora.

En otro matraz de fondo redondo de tres bocas, equipado
con un agitador mecadnico, se enfrid hasta 0°C una suspensién
de SnCl..2H0 (25,41 g, 112,6 mmol) en HCl (concentrado, 34,2
ml) y H0 (93,9 ml). La suspensién se traté gota a gota con
la suspensién de sal de diazonio roja preparada
anteriormente, mientras que se mantiene 1la temperatura por
debajo de 5°C. La mezcla de reacclén se calentd hasta 23°C Y
gse dejé en agitacién durante 3 horas. 1la suspensién
resultante se filtré. El s6lido recogido se trituré con HCl
(1 M acuoso, 61,4 ml, 61,4 mmol) a 23°C durante 30 minutos.
El sblido se recogi¢ mediante filtracién, para producir 7,88
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g del producto deseado (rendimiento 73%).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) § 6,43 (d, J=10, 1H), 6,63
(d, g=8, 1lH), 6,88 (d, J=8, 1H), 7,38 (t, J=8, 1H), 7,98 (d,
J=10, 1H), 8,97 (sa, 1H), 10,40 (sa, 1H), 11,77 (sa, 1H).
' APCIMS 176 [M+1]*

EJEMPLO 3
S-ciclopropil-l-(2-quinolon~5-il1)-1#-pirazol-4-carboxilato de
metilo

Una disolucién de 3-ciclopropil-2-
{dimetilaminometilen) -3-oxopropanocato de metilo (7,85 g, 39,8
mmol) en EtOH (257 ml} se tratd bajo una atmésfera de
nitrégeno con trietilamina (7,77 ml, 55,8 mmol), segquido de
hidrocloruro de 5-hidrazino-2-quinolona (7,868 g, 37,2 mmol)-
La mezcla de reaccién heterogénea resultante se calentd a
reflujo durante 4 horas y se enfrié hasta 23°C. Un sélido de
color amarillo pélido precipité y se recogld mediante
filtracién para producir 5,06 g del producto deseado
(rendimiento 44%).

RMN de 'H (300 MHz, IMSO-ck) § 0,59-0,73 (m, 4H), 1,87
(m, 1H), 3,79 (s, 1H), 6,54 (d, J=10, 1H), 7,17 {(d, J=10,
iH), 7,34 (d, J=7,5, 1H), 7,49 (d, J=8, 1H), 7,66 (t, J=8,
1H), 8,08 (s, 1H), 12,10 (sa, 1H).

APCIMS 310 [M+1]"

EJEMPLO 4

Acido 5-ciclopropil-1-(2-quinolon-5~il) -1p-pirazol-4-
carboxilico

Una suspensién de 5-ciclopropil-l-(2-quinolon-5-il)-1j-
pirazol-4~carboxilato de metilo (5,06 g, 16,4 mmol) en THF
(61,8 ml) y MeOH (40,9-ml) se tratd con LiOH (1 M acuoso,
81,8 ml, 81,8 mmol) y se calentd a reflujo durante 2,5 horas.
La mezcla heterogénea resultante se enfrié hasta 23°C. El
MeOH y el THF se eliminaron al vacio. La suspensién
resultante se enfridé hasta 0°C y se acidificé hasta pH 3-4
utilizando HCl (concentrado). La mezcla se filtré. El sbélido
se secd para producir 4,94 g del producto deseado
(rendimiento 100%).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) § 0,58 (d, J=4,4, 2H), 0,64
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(d, J=8, 2H), 1,82 (m, 1H), 6,50 {(d, J=10, 1H), 7,12 (d,
J=10, 1H), 7,27 (d, J=7,6, 1H), 7,44 (d, J=8,4, 1H), 7,60 (t,
J=8, 1H), 7,97 (s, 1H), 12,03 (sa, 1H), 12,38 {(sa, 1H).

APCIMS 296 [M+1]°.

EJEMPLO 5

Hidrocloruro de [5-ciclopropil-li-{2-quinolon-5<il1)-1g~-
pirazol—4-carboni]guanidina

Una disolucién del &acldo 5-ciclopropil-1-(2-quinolon-5-
il)-1g-pirazol-4-carboxilico (13,27 g, 45,0 mmol) en SOCl;
(60 ml) se calenté a reflujo durante una hora. El exceso de
SOCl; se elimindé al vacio. El residuo se tratd con tolueno
seco Yy se concentré al vacio. Una disolucién del residuo
80lido en THF (50 ml) se traté con una disolucién de
hidrocloruro de guanidina (15,47 g, 162 mmol) en NaOH (2 M
acuoso, 162 ml, 324 mmol) bajo una atmbésfera de nitrégeno. La
mezcla resultante se agitd a 23°C durante 2 horas. lLa mezcla
de reaccién entonces se concentrdé al vacio para eliminar el
THF. La capa acuosa se enfrid hasta 0°C y se acidificé® hasta
PH 9, Un sbélido de color amarillo palido precipité y se

recogié para producir 11,41 g de la base libre del cocmpuesto
+ deseado. Una disolucién del sé6lido en MeOH (700 ml) se traté

con HCl (1 M en éter, 84,9 ml, 84,9 mmo}l). El volumen del
disolvente se redujo al vacio. El precipitado de color marrén
pélido resultante se recogié para producir 8,49 q
'(rendimiehto 51%) (puede obtenerse mis producto en forma de
la base 1libre medlante extraccién de la capa acuosa
utilizando EtQAc-THF (1:1).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) § 0,51 (m, 2H), 0,70 (dd,
J=2, 8,4, 2H), 1,92 (m, 1H), 6,53 (dd, J=1,6, 10, 1H), 7,17
(d, J=10, 1H), 7,32 (d, J=7, 1H), 7,48 (d, J=8,4, 1H), 7,64
(¢, J=8,2, 1H), 8,34 (sa, 2H), 8,60 (sa, 3H), 11,64 (s, 1H),
12,10 (s, 1H).

APCIMS 337 [M+1]°*.

EJEMPLO 6
Identificacién de la [5—cicloprop:i.l-1-(2-quinolon—5-1l)-1&

plrazol-4-carboniljguanidina en muestras de plasma humano

mediante cromatografia liquida (LC)/espectroscopia de masas
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(MS) /MS y LC/RMN

Se dosificaron sujetos humanos por via intravenosa con
el monohidrocloruro de ([5-ciclopropil-l-{quinolin-5-il)-1p
pirazol-4-carbonillguanidina monohidratado. Las muestras de
plasma humano se reunieron y se precipitaron las proteinas
mediante un volumen doble de acetonitrilo. Después de una
centrifugacién, el sobrenadante se recogié en un bafio de agua
con Nz a 40°C.

Se inyect6é una parte alicuota (100 pl o 50 pl) de 1la
muestra concentrada sobre un instrumento LC/MS/MS equipado
con una columna Zorbax Rx-C8 4,6 x 150 mm, se analiz® en un
espectrémetro de masas PE Sciex API 2000 o Finnigan LCQ, y se
controldé mediante un detector de UV a 254 nm. El eluyente de
la columna se dividi6, de forma que 5% del eluyente se desvié
al espectrémetro de masas y el resto se pasdé al detector de
UV. lLos andlisis se llevaron a cabo utilizando un caudal de
la fase mévil de 1 ml/minuto, y la fase mdvil consistia en
formiato de amonio 5 mM (pH 3,0) como disolvente A vy
acetonitrilo como disolvente B. Un gradiente incluia 5/95 a
40/60 de B/A durante un periodo de 20 minutos después de una
parada inicial de 3 minutos. Bajo estas condiciones de LC se
detectd un metabolito con un tiempo de retencién de 11,8
minutos (la [5-ciclopropil-1- {quinolin-5-11)-1H4-pirazol-4-
carbonil]guanidina se detectd a los 13,7 minutos). Las 16
unidades de masa de diferencia entre 1la [5-ciclopropil-1-
(quinolin-5-il) -1H-pirazol-4-carbonil)guanidina (m/z 321) y
el metabolito (m/z 337) en el plasma humano sugieren que se
forma mediante oxidaci6én. El espectro de ion de LC/MS/MS del
metabolito protonado a m/z 337 ([M+H]®) muestra fragmentos de
iones a m/z 278, 260, 250, 236, 223 y 208.

Las sales se eliminaron de la muestra concentrada
anterior mediante extraccién de fase s6lida. La muestra se

concentré para contener aproximadamente 5-10 ng del

metabolito. Se inyectaron 50 pl de esta muestra sobre un
instrumento LC/RMN equipado con una columna Zorbax Rx-CB 4,6
X 150 mm, se analizaron en un espectrometro de RMN Bruker 500
MHz, y se controlaron mediante un detector de UV a 235 nm.
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Los analisis se llevaron a cabo utilizando un caudal de la
fase movil de 1 ml/minuto, y la fase mévil consistia en Acido
férmico acuoso deuterado 15 mM ajustado a pH 3,3 con
hidréxido de amonio deuterado en D0 como disolvente C, Y
acetonitrilo-d; como disolvente D, Un gradiente incluia 5/95
a 20/80 de D/C durante un periodo de 17 minutos después de
una parada inicial de 3 minutos. El metabolito deseado se
capturé en la sonda de RMN utilizando la técnica de detencién

de flujo en el pico a 13,6 minutos. Los espectros de RMN de.

protén y los espectros COSY del metabolito humano contenian
dos dobletes (6,64 y 7,41 ppm) se estaban acoplados entre si,
pero no a otros picos. La ausencia del pico campo abajo a
8,92 ppm, que esti presente en la [5-ciclopropil-l-(quinolin-
5-11)-1H-pirazol-4-carbonil]guanidina, sugiere que la
posicién 2 del anillo de la quinoleina es el sitio de
oxidacién. Basdndose en estos datos, se determind 1la
estructura del metabolito como [5-ciclopropil-1-(2-quinolon-
5-11)-18-pirazol-4-carbonil]lguanidina. La comparacién del
espectro de LC/RMN de 'H del metabolito con el de un patrén
sintético de hidrocloruro de [5-ciclopropil-1-(2-quinolon-5-
11)-1H-pirazol-4-carbonil]gquanidina, preparado como se
describe en el ejemplo 5, confirmé la determinacién
estructural.

3
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REIVINDICACIONES ‘1#?

l.- Un compuesto que tiene la férmula I

N

férmula I
su profarmaco, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profdrmaco, con la condicién de que la
[5-ciclopropil-1-(quinolin-5-i1)-1H-pirazol-4-
carbonil]guanidina no se incluye.

2.~ la [5—ciclopropil-1-(2-quinolon—5-il)-lﬂhpirazol-d-
carbonil]guanidina, o su sal farmacéuticamente aceptable.

3.~ Un método para reducir las lesiones tisulares
resultantes de 1la isquemia o la hipoxia, que comprende
administrar 2 un mamifero que necesite dicho tratamiento una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la
reivindicacién 1, su profarmaco, o una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto ¢ de dicho profarmaco.

4.- Un método seqin la reivindicacién 3, en el cual el
tejido es tejido cardiaco, cerebral, hepatico, renal,
pulmonar, del intestino, del musculo esquelético, del bazo,
pancreatico, nervioso, de la médula espinal, retiniano, de 1la
vasculatura o intestinal.

5.- Un método segin la reivindicacién 3, en el cual la
cantidad del compuesto de la reivindicacién 1, su profarmaco,
0 una sal farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de
dicho profidrmaco es desde aproximadamente 0,01 mg/kg/dia a

L



as

aproximadamente 50 mg/kg/dia.

6.— Un método seqiin la reivindicacién 5, en el cual el
manifero es una mujer o un hombre. .

7.~ Un método segin la reivindicacién 6, en el cual
dicho tejido es tejido cardiaco. _

8.~ Un método segin la reivindicacién 6, en el cual
dicho tejido es tejido cerebral.

9.- Un método segqun la reivindicacién 6, en el cual
dicho tejido es tejido hepatico.

10.- Un método segin la reivindicacién 6, en el cual
dicho tejido es tejido renal. )

11.- Un método segin la reivindicacién 6, en el cual
dicho tejido es tejido pulmonar.

12.- Un método seqgiin la reivindicacién 6, en el cual
dicho tejido es tejido intestinal.

13.- Un método seqin la reivihdicacién 6, en el cual
dicho tejido es tejido del misculo esquelético.

14.- Un método segin la relvindicacién 6, en el cual
dicho tejido es tejido del bazo.

15.- Un método segin la reivindicacién 6, en el cual
dicho tejido es tejido pancreatico.

16.- Un método seqgin la reivindicacién 6, en el cual
dicho tejido es tejido retiniano.

17.- Un método segln la reivindicacién 6, en el cual el
compuesto se administra de modo profilictico.

18.- Un método seqiin la reivindicacién 6, en el cual el
compuesto se administra antes de la cirugia.

19.- Un método segin la reivindicacién 6, en el cual el
compuesto se administra antes de la cirugia cardiaca.

20.- Un método seqlin la reivindicacién 6, en el cual el
compuesto se administra durante la cirugia.

21.- Un método seglin la reivindicacién 6, en el cual el
compuesto se administra durante la cirugia cardiaca.

22.- Un método segin la reivindicacién 6, en el cual el
compuesto se administra en las veinticuatro horas siguientes
a2 la cirugla.

23.- Un método seqin la reivindicacién 6, en el cual el
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compuesto se administra en las veinticuatro horas sigulentes
a la cirugia cardiaca.

24.- Un método sequin la reivindicacién 6, en el cual
las lesiones tisulares resultantes de 1la isquemia son
lesiones isquémicas y se producen durante el transplante de
6érganos. ' .

25.- Un método segin la reivindicacién 6, en el cual el
compuesto se administra para prevenir las lesiones isquémicas
miocardicas perioperativas.

26.- Una composicién farmacéutica que comprende una
cantidad del compuesto de la reivindicacién 1, su profarmaco,
o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de
dicho profirmaco, y un portador, vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptables.

27.- Una composicién farmacéutica para la reduccién de
las lesiones tisulares resultantes de la isquemia o la
hipoxia, ' que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz
del compuesto de la reivindicacién 1, su profirmaco, o una
sal farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho
profarmaco, Y un portador, vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptables.

28.- Un método seqin la reivindicacién 6, en el cual el
compuesto Bse administra antes, durante y después de 1la
cirugia.

29.- Un método seguin la reivindicacién 6, en el cual el
compuesto se administra antes, durante vy después de la
cirugia cardiaca.

30.- Un método para producir 1la [5-ciclopropil-1-(2-
quinolon-5-il)-1H-pirazol-4-carbonil]guanidina, mediante 1la
administracién de [5-ciclopropil-1-{quinolin-5-il)-1H~
pirazol-4-carbonil]guanidina a un ser humano.

31.- La [5-ciclopropil-1-(2-quinolon-5-i1)-1g-pirazol~
4-carbonil]guanidina sustancialmente pura, 0 una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto.

. - 42 -
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RESUMEN
Un inhibidor de NHE-1, métodos para utilizar el
inhibidor de NHE-1 y composiciones farmacéuticas que
contienen el inhibidor de NHE-1. El inhibidor de NHE-1 es
Util para la reduccién de las lesiones tisulares resultantes
de la isquemia de los tejidos. -
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