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Solicttud Internacional No

Publicacién Intemacional No WO 2004/002492 Al

Nombre

Teléfono

Teléfono 6161948

Nombre SCHXFER Stefan
Direccién Altklnigstrasse Sc,

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT

SOLICITUD DE

[] Patente de Modelo de Utlidad

X captuio

AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND
GMBH

Direccién Briiningstrasse 50,

65929 Frankfurt, Alemania

Naconalidad o Domicllio Frankfurt, Alemanig
Lugar de Constitucion Alemania

Fax

Nombre GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO
Direccdn Cra 11* No 94-76 — Of 308

Fax 6163976

Nacionalidad o Domicilio 65843 Sulzbach, Alemania

PCT/EP2003/006276
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ENTRADA EN FASE NACIONAL

Fecha Junio 13, 2003
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Nimero

IDENTIFICACION

cc X NT [

CE O Oto [
Cual

Namero 2878023 TP 5903

Fecha Enero 8 de 2004

®  Comprobante de pago No. _ 04 = 96,256

(33) Pass de Ongen

Alemania

{31) Numero de Solicitud
102 29 180 2

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulano ver reverso de esta pagina
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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presantacin de la solicitud

Documento que acredita existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica

Poderss sifuere el caso

Documento de cesion del mventor al soficitante o a su causante

Dedlaraciones

Copia de la soficitud intemaclonal (Resumen descripcdn. reinvidicaciones, dibujos)

Traduccidn de la solicitud mtemacional al casteliano (Resumen descripcidn. reinvidicaciones, dibujos)
Copia del examen prefiminar Intemacional efectuado por la Autoridad Intsmacional de Examen Preliminar (IPEA)
Traduecitn del examen prelimmar mismacional efectuado por la IPEA.

De ser el caso. copia del contrato de acceso

De ser el caso documento que acredite |2 licencia 0 autorizacin de uso de conocimientos tradicionales de las
comunidades indigenas

De ser el caso certificado de deposito del matenal biologico

Arte final 12x12

De ser el caso. informaciiin sobre otras solicitudes de patents o titulos obienidos en el extranjero por el mismo titular
0 su causante relacionadas parcial o totalments con la mvencion de esta solicitud

De serel caso modificaciones efectuadas a la solicttud intemacional.

Otros Reporte de Bisqueda Internacional
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(12} Soliclto la concesion de la patents,




Continuacién nombre, direccién y domicilio de Inventores

Nombre

LINZ Wolfgang

BLEICH Markus

HUBER Jochen

Dureccién

Huxelrebenweg 54

Eufinger Strasse 73,

Speyererstrasse 3

Domuicilio

55129 Mainz, Alemania

65597 Hinfelden-Dauborn
Alemama

67133 Maxdorf Alemama



Otros anexos que se acompaiian a la solicitud

Copia formulano PCT/RO/101 correspondiente a la presentacién de la sohcitud
mnternacional

Copia formulano PCT/IB/304 correspondiente a la notificacién relativa al envio o

transmision del documento de prniondad
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Company's

G HOLLMANN RESTREPO

NI PR 4 C‘D

ABOGADOS LTDA

PARA PATENTES,

MARCAS Y LICENCIAS

FARMACEUTICAS

FOR PATENTS, TRADE MARKS AND PHARMACEUTICAL LICENSES

The undsreigned

Dr Markus Jacoba
Dr Hans-Jurgen Fischer

asting an bahalf af and representing

Avantis Pharma
Dautschland GmbHK

dhomn (el e Ln )
D-65926 Frankfurt am Main

Germany

haruby sppaoini/s
G Haollmenn Hastrevo

domiclilsd in Begotd, Rspublis of Colombia

=8 sur trus and lagal attarmeyy with tha necessary powsrs 1)
to spply to ths pdministrativs, judicial snd police authoritiss
of ibha Bapublin aof Colombis in any lnstanos or appesl
for ohtalning lattar patanta, industrisl designs and modals,
tradsmirk registrations, raglatration of commercial nacoes As
well an their asslgnmants, sxtanalons, renswila and changss
of nams 2) to prepare, apply for obtaln sxamits and reglstsr
aomtrasta, llosnsss, authorisations and rogistrations of
any kimd 1) Intarvana as plaintiffs or defeodanta, 1o
any \nstanos cor appsil befors mny judge court, tribunal
sorparathon, puhiis offises or authority in any judiclal
sdministrative sr polics artion such w  actians deling
witlh <omarsial Damss oppasitions sgainst trademark
reglatrations, cadusity and nullity setions, recovecy sotians,
watlons artaing froen obtaimmant and exploitations of
lisanses, aatisns dmiing with unfalr rcmowetition wimlnul
sationa, aobicns cluiming lndamnity for dameges clalma or
rmmarka on pataat Applications, industrinl desalgns snd
mosdala tha performanrcs of precautionary measurss and
in any eothar zimilar astinn messurss or Appeals relatad
ta 1adusirial proparty matiars.

To Ahis affact, I (wse) bhersby suthorizs him (them) to
flls pppllcations, maks deseripticns, Amsdmeants, protesta
declantions, oppositions, cancsilations, sppeals and claimg
to pay tazms, quotas mnd lans as providad by law to
walve or abandom granted rights or rights m proress of
batmg grantad to recaiva all kind of documents and
saguritiss, to lssus the respectlvs relsasss and in geoetul
to take bafors mid suthoritiss, partinant stsps to ths
above mantisusd purposss and taks sl mesasurss ks (thary)
mAy desm coavenlant to protect my (our) iotarests, with
all ethar' necessury ‘legal facuultion, and [ (we) haereby
douiere 54 gooxl aRd wvelid whatever tha atiormays abould
a0 ta my (aur} benafit,

This pawer ssmnprises tha authority to ratify or comfirm
oo my (our) babalf any astioma, aa wall as thy fasulty of
regeiving dexisting, transasting, compromixing, substituting
sod reving substitutiona, taking netifications and appsint
ng judisial or extrajudisdal attormeyn

meed n Frankfurt, em Main

on thu 11th aay ¢ Fetruary 2000 *»
a e armp———r—
(r Jaotyl) mignstureia
- Bolaxdst - uma(a)

Yo(nosotros)

Dr Marvus Jacobl y
Dr Hans-Jlrgen Fischer

obrando & nombes y reprasentasion de

AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GmbH

caon domiclio sn

Frankfurt am Main, Alemania

nombhro(amos) &

GUSTAVC HOLLMANN RESTHEPO

domlicliiado(s) en Bogotd, Repfiblica ds Colocmbis, sa

la Cra 11A No 94-76 - Qf 308
Apodarndos verdadsros y legalss con poder mepesial amplic
¥y muficlnts 1) Para recabar de las ofloinas y sutaridades
colombianss, sdministratives, judiciales y da polisia, en
cuslquisr instansis 0 recurso, la cbtancin ds patentss da
Invanaolén de dibujos y modelos industriales, registro ds
maruas, depdaito ds nombires comastuisles ¥ snasfins, sl
ono Fus Lraspasod, priiTogas, 'movagicngs y ommivion ds
nonbre 3) slaborar tramitar solicitar obtener reallmar
ejecutar y rmeglatrar contratos, lrenclas, Autorizicionss y
regisiros de cualsaquisra ciases, 3) intsrvenir esms demen-
dants o como demandedo 0 cuslguiesr loatanecls y recumng
Y anta saualquler juss, mntidad, corpoarasidn, funcicharis
piklioo o autoridsd sn accions jodigales, sdministratives
y da policia, talss como moclones derivedas dal nombre co-
marcial epomickdn al ragistic des maross scolonas de casu-
cldad y nulidad acoiones relvindisatoriss sachcngs darivaday
da la obtancdn o oplotacitn da llosngias acciooms ds som-
patanicia dmlsal demandas pansles y civiles scolohes de
indamnlzagién ds parjuiclos, reclanos u chesrvacianss & soli-
cliudss ds patentss, modalos y diujos industriales, sn al
siaroicio de medidas cautslares ¥ sh otras aoslonss, madldas
o regurscs slmilires relacicnsdos oon la propiedad Mshurtrial

A asaty efecto. lois) faculto(amos) pars sleymr solcituudes,
fomular descripolonss, somiandss, protastas, daciuacionss,
oposicicnas, cancelacicnes, spalacionss y reclamos pagar im-
pusstos, cuolos ¥ pravimenes prascritos pogd

o desistlr » darschos oonesdidos o sb
recibir toda class ds docummmtos y
respective, ¥ =n gpsneral pars d
todosa los pasca Decomarios al
las medidas Qua oroysren
{Dumtrea) intarssed, con
sarise, y por ssta doo
villde y busmo todo cumnto
{Rumtro benalimio,

Ipta podar somprancds la fecultsd
an mi(nusatro) nombre o atusde, axl sy
destatlr tranmgir compoometsr sustitulr
clonss, recibir notificarionss y nombrar apo
o axtrajudisinles

Frmado o Frankfurt am main
o 11

da w0 2000

de Febrero

[ vrmUUu\l

(br Hae-Xrgen Rischer
- Atthorized Sigatry -



CONSULAR CERTIFICATION !
COMPANTES

The undwwignsd Consul osrtlfias  that the preceding
signaturs(s) readng

Or Markus Jacaba

Dr Hana-Jurgen Fischer

iIn  (arw) At presant flls
(All) the posttion of
Prokuraist

Authorized Signatory

sTihentis that the signer(s)

« Aventis Pharma Deutschlend GmbH
that ba (they) = (urw) smpowwrsd to grant this pewsr
and that mid spnpany gxisty awnd ts seganhmd In
D-65826 Frankfurt am Main

Fed Rep of Germany
m with the laws of
Fed Rep of Germany

All thy foregeing facts are knowa to tha Ozheul dua to
his kaving mmsined the rsspectivs decumsnis % which
bha, tha Conmil, nttaste

Eigned th
Frankfurt am Main

day of

CERTIFICACION CQNSULAR
SOCIEDADES

K infrasarito Cénmul certifica que la(x) firma(a) qus
antsceda({n) y dice(n)

sf(son) sutdntica{s) gua w=i[lon) signatario(s)
Aain) sotuslmemts el(lom) oargo(m) de

dssempe-

qua tima{n) facultad bara Otorgar sste poder ¥y gue dicha
osmpafiis exists y esti wganisads sn

confonna & Ixs leyes do

Todos los hechos antsriorw WM oonstan, por Maber «aml-
oo lse dsgumeantos respestives y ds tede sle da fe
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-~ N 10 of the Urkundenrolle 2000
It is fficilally certified Die umstehenden heute vor
hereby that mir anerkannten Unterschrif-
ten der
, 1 Dr Markus Jacobi, D-60385 Frankfurt am Main

2 Dr Hans-Jurgen Fischer, D-64297 Darmstadt

- personally known to me -
have signed this document - persdnlich bekannt -
werden hiermit beglaubigt

At the same time it is
onfirmed, that the person Gleichzeitig wird bestiétigt
ftantioned sub 1 .according da8 die zu 1 genannte

hche Commercial Register Person laut Eintragung im
W& has been inspected Handelsregister das vom

by thj Notary Public today Notar heuta eingeseahen
as ProRurist is entitled wurde, als Prokurist mit
to jointay with an other einem anderen Zeichnungsbe-
I authorizeg person sign for rechtigten zeichnungs- und
At in legally vertretungsberachtigt ist

fir die

ned und der zu 2 Genannte

sub 2 1is authorizeqd '=gcor- aufgrund der vorliegenden
ding to the Authorizating Handlungsvollmacht vom

of Juwme 2, 1997 to act ad%® 2, dnl handlungsbevollméch-
proxy and to represent
said company in legally “Baderan Zeichnungasberechtig-
binding manner together S Firma zZur Ver-
with an other authorized ieser Firr

parson of this company tigt is .

Frankfurt am Main, den 11 Februar 2000

AN\
otary Public

Notar
! Kostenberechnung
i Geschiftswert DM 10 000, -- #
Geblithr §§ 141,32 45 KostO DM 20 --
G:buhr § 150 I KostO DM 22 -
I 158% Mehrwertsteuer DM nad
| DM 46 Yo
N JL??1? x
L - L

qhiiﬁ
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Dre Echthelt vorsichonder Un dot

und die Echthelt dos be ¢ < {1oxien Dienst-
stempels alrd hearra ! 1304t

Zuglecch wird bee~h. «  r'#8 der Vor-
jonannte zurVoile 1% ~rtishandiung
aiugt war

Frankfurt am Main cen  §7 ¢ D

NER PRASIDENT DES LANDGERICHTS
In Variretung
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CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA

FlOrstenberger Str 223 80323 Frankfurt am Main RFA.
Tehdfono: 48-68-5083050 Fex 49-80-5082080

' 139

LA SUSCRITA VICE-CONSUL DE COLOMBIA
EN FRANKFURT AM MAIN

CERTIFICA

Que el sefior Schitz ejercia las funciones de Representante del
Presidente del Tribunal Regional en Frankfurt am Main en la fecha

indicada y su firma corresponde a la registrada en esta Oficina
Consular

Que la empresa Aventis Pharma Deutschland GmbH con sede n
Frankfurt am Main, es una soctedad constituida de acuerdo con las
leyes de la Republica Federal de Alemamia y cumple su objeto
conforme a las mismas

Que los sefiores Dr Markus Jacobi y Dr Hans-Jirgen Fischer,
quienes en su calidad de apoderados, y cuyas firmas fueron
autenticadas ante el sefior Notario Dr MHans Chnstoph Beil, son sus
representantes legales en este pals

Frankfurt am Main Marzo 10 2000

q@m\o%drhxz()

MARCELA RODRIGUEZ
VICE-CONSUL DE COLOMBIA

Derechas cancelados.
impuesto de Timbre: uUss 700
Forwdo Rolatorio; US$ 100.00
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Traduccldn oficial del alemin de la autenticacién y legaliza-
cién de firmas del poder que AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GMBH
domiciliada en Frankfurt am Main, Repliblica Federal de Alema-

nia, otorga a Gustavo Hollmann Restrepo

Registro Notarial No 10 para el afio 2000

/

Se autentican oficialmente las firmas que aparecen anterior-
mente, reconocidas en presencla mia como propias por

1 Dr Markus Jakobi, D-60385 Frankfurt am Main,

2 Dr Hans-Jiirgen Fischer, D-64297 Darmstadt,

a quienes yo, el suscrito Notario, conozco personalmente

Al mismo tiempo se confirma que, de conformidad con el corres-
pondiente Reglistro Comercial revisado el dia de hoy por el No-
tario, 1la persona seflalada en 1 estd autorizada en su cali-
dad de Apoderado para representar conjuntamente con otro Apo-
derado a la compafiia Aventis Pharma Deutschland GmbH domici-
liada en D-65926 Frankfurt am Main,

y que, de conformldad con el poder fechado el 2 de Junio de
1997 que me ha sido presentado, la persona seflalada en 2 Esta
autorizada para rapresentar conjuntamente con otro Apoderado a

la mencionada compafiia o _

Frankfurt am Main, 11 de Febrero del 2000

DR HANS CHRISTOPH BEIL, NOTARIO EN FRANKFUR
{Firma y Sello Oficial)



Nota de gastos
Valor del negocio = DM 10 000,--

Impuesto Articulos 141, 32, 45 Disp Impuestos
Impuesto Articulo 150 I Disposicién Impuestos
16% Impuesto sobre el Valor Agregado

Total

DR HANS CHRISTOPH BEIL, NOTARIO (firma)

DM 20,--
bM 20,--
DM 6,40
DM 46,40

Se confirma mediante este documento la autenticidad de

la firma que aparece anteriormente, la cual perteneeg al

Notarlo Dr Hans Christoph Bell en Frankfurt

amyMain, y,

también la autenticidad del sello oficial que aparede al

lado de dicha firma

Al mismo tiempo se certifica que la persona

"
1)

menci&nada

se encontraba legalmente autorizada para la ejecucién de

ese acto oficial

Frankfurt am Main, 17 2 2000

Schlitz, Representante del Presidente Tribungh

(Firma y Sello Oficial)

Regional

la Oficina de Legalizaciones del Ministerlio de Re-

laciones Exteriores

e

ADOLF WATZKE
Teaduetor Oficlal
Bes. 5433 Minjustiols
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(12) INTERNATI NAL APFLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property
Organzatson
Internanonal Burcau

(43) Internationa! Puhlication Date (10) International Publicatron Number
8 January 2004 (08.01 2004) PCT WO 2004/002492 A1l
(51) Interpational Patent Classification’? A61K 31/55 (81) Deslgnnied States (nauonal}) AE, AG AL, AM AT AU
AS1P 3110, %/10 AZ BA BB BG BR,BY BZ,CA,CH CN CO CR,CU
CZ,DE.DK DM DZ BC, EE ES Fl GB GD GE, GH
(21) Internmtional Application Number GM HR HU ID IL.IN IS JP KE, KG KP KR, KZ LC
PCT/EP2003006276 LK, LR LS, LT LU LV MA, MD M3 MK, MN MW

MX MZ NO NZ OM PH PL,PT RO RU SD SE SG
SK.SL,T]I TM TN TR, TT TZ UA UG UZ VC, VN

{22) Internatlonal Filing Date. 13 June 2003 {13.06.2003) YU ZA ZM, ZW

(25) Flling Langunge. English  (84) Deslgnated States (regional) ARIPO patent (GH GM
KE, LS MW MZ, 5D SL, SZ, TZ UG ZM ZW),
(26) Publicallon Langusge: English Curagan patert (AM AZ, BY KG KZ, MD RU TJ TM),

European patert (AT BE, BG CH, CY CZ, DE, DK, EE,
ES F1 FR GB OR, HU IE, IT LU MC NL, PT RO
SE, SI SK TR), OAPI patent (BF BJ CF CG CL CM
GA, GN GQ GW ML, MR, NE, SN TD TG)

== (71) Applicant AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND  pyupiighed

(30) Priority Data
10229 180.2 28 Jone 2002 (28.06.2002) DE

—] GMBH [DE/DE] Brtinngstrasse 50 65929 Prankfurl — ik fuernanonal search report

= (DE). — beafore the expirancn of the ume imit for amending the
— clogns and w be republithed in the evert of recelpt of
{72) Inveniors SCHAFER, Stefan  Alikfnigstrasse 9c, amerdments

65843 Sulrbach (DE). LINZ, Wollgang, Huxelrebanweg

54 55129 Mzmnz (DE). BLRICH, Markux: Bufinger  For nvo-letter codes and other abbrevialions refer 1o the “Guld
Strasse 73 65597 Htinfelden Dagbom (DE) HUBER, ance Notex on Codas and Abbrevaations appearing al the begin-
Jochen Speyercrsiranse 3 67133 Maxdorf (DE). ning of each regular issus of the PCT Gazeute

(54) Tile USE OF VASOPEPTIDASE INHIBITORS IN THE TREAI'MENT OF NEPHROPATHY

(57) Abstrecit The invenlon desabes the wse of vasopepudase
inhubitors of the farmula (1) for the treatment and/ar prophylaxis of
nephropatiry 1n disbetic or non-disbedic patsents 1ncluchng chabenic
or non-cabetx nephropathy  glomerulonephnis,  glomerular
sclerosisa  pephrolx  syndome, hypertenglve nephroscierosu
mucroalbormnuna or end stage renal disease or inzoln resistence
or of mctabolc dscases amocisied with advanced glycshon
end prodocts such as disbebc complxanons, diabetac neuropathy
disbetic nephropathy diabetic reinopathy cataracts, myocardial
infarcion andfor disbetic cardromyopethy or stherosclerosis ar
endothehal dysfuncton

)

wo 2004/002492 A1 IR RS AT RO T



1,
(U‘s QATENT COOPERATI NTREATY

PCT

9 -\ neep 24 NOV 2003
o INTERNATIONAL SEARCH REPORT m
(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)
O T iyt e o i i e
2002/0044 ACTION
imemationsl application No. intemational fling dale {deymonthyear) (Earliest) Priority Daies (dayimonthywar) R
PCT/ EP 03/ 06276 13/06/2003 28/06/2002
Appican

AVENTIE PHARMA DEUTSCHLAND GMBH

This Imemational Search Repor haa basn prepared by mnmmmmmnmmnu apphcant
according 10 Articis 18, Amhuhgumlhdnhlnmm

This inemaiional Saarch Raport conalsts of a o of - sheats.
It ls &izo accompaniad by 8 copy of each prior ant document clied in this repart.

1 Basls of the repont
& With negard to the language, the Itemational seasch was carmied out on the basis of the emaions appiicalion in the
languagpe in which k was fisd unises oherwies indicated under 1hie Revn.

D the inlsrnational search was carvied out on the basis of a tensiation of the intsmafional appiication fumished 1© this
Authority (Rule 23.1(b)).

b With mgard to any nusieotide and/or amino acld sacuience disciossd in the intamaiional application. the intemational ssarch
was carried ouwt on the basis of the sequance Bsting

contained in the inlsmational application in writtan fom,

fied logether with the intemational applicaiion in compulsr readabla form
fumnishad subsequantly to this Authority In writian form.

fumishad subssguantly 1o this Authority In computer readble fonm.

the siatement that the subsequently fjumished wifiisn sequence Raiing doas not go beyond the disciosure in the
Inemational appicaiion as fied has been fumnished.

the statement that the informalion recordad in computer reacabie form ls ideniical (o the writen ssquenca lipling has been j__
fumishad L

Cartain olalms wers found unsssrchabie (See Box () ,
Unity of invention is lacking (ses Box 1)

00 0O 00000

4 With regard © the title,
[C] e mxtis approved as submitied by the applicant.
[X] thetoxthas been established by his Authortty 1o read as tolows:
USE OF VASOPEPTIDASE INMIBITORS IN THE TREATMENT OF MEPHROPATHY

5. With regard (b the abatract,

[X] e wmxtis approved as submitied by the applicant.
D the text has been sstoblishad acconding to Pude 38.2(b) bvhbmm.nmhhll The applicant may

within one morth irom the daie of malling of this Intemational search reporn, submit commants i this Authoriy.
€. The Agure of the drawings 1o be published with the abatract is Figire No. -
[] assugoestnd by the appicant [X] Noneatihe sgures.

[[] beceuse the apphcant inec to suggest a figurs.
[C] becavse this Agure bettes characterizes the inventon.

Form PCTASA210 (first sheet) {July 1698)



WO 2004/002492 PCT/EP2003/006276
1
USE OF VASOPEPTIDASE INHIBITORS IN THE TREATMENT OF NEPHROPATHY
Description

Use of Vasopeptidase Inhibitors in the Treatment of Metabolic Diseases Nephropathy
and AGE associated diseases

Angiotensin-Converting Enzyme (ACE) is a peptidyl dipeptidase which catalyzes the
conversion of angiotensin | to angiotensin |l Angiotensin Il is a vasoconstrictor which
also stimulates aldosterone secretion by the adrenal cortex. ACE inhibition prevents

10 both the conversion of Angiotensin | to angiotensin Il and the metabolism of bradykinin
resulting in decreased circulating angiotensin !l aldosterone and increased circulating
bradykinin concentrations In addrhon to these neurohormonal changes, decreases In
penpheral resistance and blood pressure are observed particularly in individuals with
high circulating renin  Other pharmacological effects associated with ACE inhibition

15 include regression of left ventricular hypertrophy improvement in the clinical signs of
heart failure and reduchon in mortality in patients with congestive heart failure (CHF)
or left ventncular dysfunction after myocardial infarchon

Neutral endopeptidase (NEP) is an enzyme responsible for the metabolism of atnal

20 natnuretic peptide (ANP) Inhibihion of NEP resutts in increased ANP concentrations

f which in tum leads to natnuresis diuresis and decreases in intravascular volume

venous retumn and blood pressure ANP is released by atnal myocytes in response to
atnal stretch or increased intravascular volume Elevated plasma concentrations of
ANP have been demonstrated as a potential compensatory mechanism in vanous

25 disease states including congestive heart failure renal failure essental hypertension
and cirhosis

The secretion of ANP by atnal myocytes causes vasodilation dwuresis natnuresis and
the inhibibon of renin release and aldosterone secretion In contrast, angiotensin I

30 results in vasoconstnction sodium and water reabsorption and aldosterone
production These two hormonal systems interact in a reciprocal or counterbalancing
manner to maintatn normal physiologic vascular and hemodynamic responses
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US patent 5 430 145 European patent EP 481522 and WO patent application

PCT/EP 02/03668 discloss tricyclic mercaptoacetylamide denvatives of the formula (1)

useful as ACE and NEP inhibrtors 1 e for the treatment and/or prevention of heart

failure and hypertension .

5
This invention is directed to the use of a compound of formula (1)

1

B,
o X
YT
0
SR, 0% “oR,

wherein
A =H C4-Cg-alkkyl CHoOCH2CH20CH3 <{C4-Cs-alkyl)-aryl
10 R4 1s hydrogen -CH,OC(O)C(CH3)» or an acyl group
Rz is hydrogen -CH;O-C(O)C(CH3)s a Cy-Cy-alkyl aryl {C4-Cy-alkyl)-aryl or
diphenylmethyl
X 18 <{CHz), wherein n s an integer Oor 1 -S- —O-

O
V4
Ra —R4
P
15 =N- or -N-
wherein R; is hydrogen a C4-C4-alkyl aryl or aryl-(C4-C4-alkyl) and R, is —CF3 C4-Cyo-

alkyl aryl or aryl<{C-C,-alkyl)

B+ and B2 are each independently hydrogen hydroxy -ORs wherein Rs is C1-Cq-alkyl
20 aryl or {C4-Cq-alkyl)-aryl or where B, and B; are attached to adjacent carbon atoms

B, and B; can be taken together with said adjacent carbon atoms to form a benzene

nng or methylenedioxy,
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for the treatment and/or prophyiaxis of nephropathy in diabetic or non-diabetic patients
including diabetic and non-diabetic nephropathy glomerulonephntis glomerular
sclerosis nephrotic syndome hypertensive nephrosclerosis microalbuminuna or end
stage renal disease or to a method of treatment and/or prophylaxis of insulin

5 resistence or of metabolic diseases associated with advanced glycation end-products
diabetic complications such as diabetic neuropathy diabetic nephropathy diabetic
retinopathy, cataracts myocardial infarction and/or diabetic cardiomyopathy orto a
method of treatment and/or prophylaxis of atherosclerosis or endothelial dysfunction

10 In one embodiment the present invention provides the above uses of a compound of a
formula (1) charactenzed by a compound of the formula (l1)

X
N
N
sR, °

0” OR, a

15 wherein R4 Is acetyl In another embodiment the present invention provides the above
uses of a compound of the formula (il) wherein R, 1s hydrogen In a further
embodiment the present mvention proviies the above uses of a compound of the
formula (I1) wherein Rz is hydrogen In a further embodiment the present invention
provides the above uses of a compound of the formula (lI} wherein B4 and/or B, are

20 hydrogen In yet a further embodiment the present invention provides the above uses
of a compound of the formula (i) wherein X 1s ~CH;

In a further embodiment the present invention provides the above uses of a compound
of the formula (1) charactenzed by a compound of the formula (11-A)

19~



WO 2004002492 PCT/EP2003/006276 .

4
SN .
o
SR1 0 OH (11-A)

wherein R, is acetyl or hydrogen

The structure of preferred compounds of the formulae (1I-A) are of the formula (11-B)
5 also referred to as compound (l1-B) or cpd (I1-B) and of the formala (11-C) below

H (o)

O._ 8
ﬁ’ 0% “oH

H
N
)%H
SH O
O OH

In a further embodiment the present invention provides the above uses of a compound
10 of the formula (|) charactenzed by a compound of the formula (lll)

(ll-B)

(I1-C)



WO 2004/002492 PCT/EP2003/006276

R ()

wherein R, i1s acetyl in another embodiment the present invention provides the above
uses of a compound of the formula (Ill} wherein R, 1s hydrogen In a further

S embodiment the present nvention provides the above uses of a compound of the
formula (ll) wherein Rz is hydrogen In a further embodiment, the present invention
provides the above uses of a compound of the formula (lil) wherein B, and/or B; are
hydrogen In yet a further embodiment the present invention provides the above uses

of a compound of the formula (i!1) wherein X 18 -CHz
10

In a further embodiment the present invention provides the above uses of a compound
of the formula () charactenzed by a compound of the formula (lll-A)

Iz

SR,
(1-A)
15

wherein R, 18 acetyl or hydrogen

The structure of preferred compounds of the formulae (ili-A) are of the formula (111-B)
and (IlI-C) below

13
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(I1-B)

O
H
o]
N
N
SH o
0™ “OH

As used herein, the term C4-Cy-alkyl refers to a saturated straight or branched
5 monovalent hydrocarbon chain of one two three or four carbon atoms and includes

methyl ethyl propyl isopropyl n-butyl 1sobutyl tertiary butyl and the like groups.
The term C-Cyp-alkyl refers to a saturated straight or branched monovalent
hydrocarbon chain of one fo ten carbon atoms and includes methyl ethyl propyt
1sopropyl n-butyl isobutyl terbary butyl pentyl isopentyl hexyl 2 3-dimethyl-2-butyl

10 heptyl 2 2-dimethyl-3-pentyl 2-methyl-2-hexyl octyl 4-methyl-3-heptyl and the lik
groups

(I-C)

As used herein 'C4-C,-alkoxy refers to a monovalent substitutent which consists of 2
straight or branched alkyl chain having from 1 to 4 carbon atoms linked through an

15 ether oxygen atom and having its free valence bond from the ether oxygen and
includes methoxy ethoxy propoxy isopropoxy butoxy sec-butoxy tert-butoxy and
the like groups

As used herein aryl refers to a phenyl or naphthyl group unsubstituted or substituted
20 with from one to three substituents selected from the group consisting of
methylenedioxy hydroxy C4-C,-alkoxy fluoro and chloro Included within the scope of
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the term <{C;-C-alkyl)-aryl' are phenylmethyi (benzyl) phenylethyl p-methoxybenzyl
p-fluorobenzyl and p-chlorobenzyl

As used herein halogen' or 'Hal' refers to a member of the family of fiuonne chlorine
5 bromine or iodine

As used herein acyl group refers to aliphatc and aromatic acyl groups and those
denved from heterocyclic compounds For example the acyl group may be a lower or
(C+-C.)alkanoyl group such as formyl or acetyl an aroyl group such as benzoyl or a

10 heterocyclic acyl group compnsing one or more of the heteroatoms O N and S such
as the group

-C(0)-CH.—N 0
N/

15 As used herein 'sterecisomer’ is a general tenm used for all isomers of individual
molecules that differ only in the orientation of their atoms in space The term
stereoisomer includes mirror image 1somers (enantiomers) geometnc (cis/trans or £/Z)
iIsomers and isomers of compounds with more than one chiral center that are not
mirror images of one another (diastereoisomers)

20
As used herein R'and S are used as commonly used in organic chemistry to dencte
specific configuration of a chiral center The term R’ (rectus) refers to that
configuration of a chiral center with a clockwise relationship of group pnorities (highest
to second lowest) when viewed along the bond toward the lowest pnonty group The

25 term S (sinister) refers to that configuration of a chiral center with a counterclockwise
relationship of group priorities (highest to second lowest) when viewed along the bond
toward the lowest pnonty group The pnonty of groups is based upon sequence rules
wherein priontization s first based on atomic number (in order of decreasing atomic
number) A listing and discussion of prionities is contained in Stereochemistry of

30 Organic Compounds EmestL Eliel Samuel H Wilen and Lewis N Mander editors
Wiley-Interscience John Wiley & Sons Inc New York 1994
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In addition to the (R)-(S) systemn the older D-L system may also be used herein to
denote absolute configuration especially with reference to amino acids In this system
a Fischer projection formula is onented so that the number 1 carbon of the main chain
is at the top The prefix D' is used to represent the absolute configuration of the isomer

5 in which the functional (determing) group is on the nght side of the carbon at the chiral
center and 'L’ that of the iIsomer in which it is on the left.

As used herein, ‘treat’ or ‘treating’ means any treatment, including but not imited to
alleviating symptoms eliminating the causation of the symptoms erther on a temporary

10 or permanent basis or to preventng or slowing the appearance of symptoms and
progression of the named disease disorder or condition

As described herein the term patent’ refers to a warm blooded animal such as a
mammal which 1s afflicted with a particular disease disorder or condition It is explictly

15 understood that guinea pigs dogs cats rats mice horses cattle sheep and humans
are examples of animals within the scope of the meaning of the term

As used herein the term ‘pharmaceutically acceptable salt' is intended to apply to any
salt whether previously known or future discovered that i1s used by one skilled in the

20 art that 1s a non-toxic organic or inorganic addition salt which is suitable for use as a
pharmmaceutical [llustrative bases which form suitable salts include alkali metal or 6‘"
alkaline-earth metal hydroxides such as sodium potassium calcium or magnesium
hydroxides ammonia and aliphatic cyclic or aromatic amines such as methylamine,
dimethylamine triethylamine diethylamine isopropyldiethylamine pyndine and

25 picolne lllustrative acids which form suitable salts include inorganic acids such as for
example hydrochlonc hydrobromic sulfunc phosphoric and like acids and organic
carboxylic acids such as for example acetic propionic glycolic, lactic pyruvic
malonic succinic fumanc malic tartanc. citric ascorbic, maleic hydroxymaleic and
dihydroxymaleic. benzoic phenylacetic 4-aminobenzoic 4-hydroxybenzoic

30 anthranilic cinnamic salicylic 4-aminosalicylic 2-phenoxybenzoic, 2-acetoxybenzoic.
mandelic and like acids and organic sulfonic acids such as methanesulfonic and p-

toluenesulfonic acids
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As used herein ‘pharmaceutical camer' refers to known pharmaceutical excipients
useful in formulating pharmacsutically active compounds for administration and which
are substantially nontoxic and nonsensitizing under condrtions of use The exact

5 proportion of these excipients is determined by the solubility and chemical properties of
the active compound the chosen route of administration as well as standard
pharmaceutical practce

The compositions of the compound of the formula (1) of this invention may be

10 administered to a subject in need of treatment by a vanety of conventional routes of
administraton including orally, topically parenterally e g intravenously,
subcutaneously or intramedullary Further the active compositions of this invention
may be administered intranasally as a rectal suppository or using a "flash" formulation
le allowing the medication to dissolve in the mouth without the need to use water

15
The active compositions of this invention may be administered alone or in combination
with pharmaceutically acceptable carriers vehicles or diluents in erther single or
multiple doses Suitable pharmaceutical camers vehicles and diluents include inert
solid diluents or fillers stenie aqueous solutions and vanous organic solvents The

20 pharmaceutical composdions formed by combining the achive compositions of this
invention and the pharmaceutically acceptable camers vehicles or diluents are then
readily administered in a vanety of dosage forms such as tablets powders, lozenges,
syrups injectable solutions and the like These pharmaceutical compositions can if
desired contain additional ingredients such as flavonngs binders excipients and the

25 like Thus for purposes of oral administration tablets containing vanous excipients
such as sodium citrate calcium carbonate and calcium phosphate may be employed
along with vanous disintegrants such as starch alginmic acid and certain complex
silicates together with binding agents such as polyvinylpyrrolidone sucrose gelatin
and acacia Additonally lubnicating agents such as magnesium stearate, sodium laury!

30 sulfate and talc are often useful for tabletting purposes Solid compositions of a similar
type may also be employed as fillers in soft and hard filled gelatin capsules Preferred
matenals for this include lactose or milk sugar and high molecular weight polysthylene



WO 2004/002492 PCT/EP2003/006276

10

glycols When aqueous suspensions or elodrs are desired for oral administration the

essential active ingredient therein may be combined with vanous sweetening or

flavoring agents coloring matter or dyes and if desired emulsifying or suspending

agents together with diluents such as water ethanol, propylene glycol glycerol and
5 combinations thereof

For parenteral administration, solutions of the active compositions of this invention in
sesame or peanut oll aqueous propylene glycol or in sterile aqueous solutions may
be employed Such aqueous solutions should be suitably buffered f necessary and the
10 liquid diluent first rendered isotonic with sufficient sallne or glucose These particular b
agueous solutions are especially suitable for intfravenous intramuscular subcutaneous
and intrapentoneal administration In this connection the sterile aqueous media
employed are all readily available by standard techniques known to those skilled in the
art
15
Generally a composition of this invention is administered orally parenterally (e g

intfravenous intramuscular subcutaneous or intramedullary) or topical For intranasal
admmistration or admnistration by inhalation one or more compound of the invention
are conveniently delivered in the form of a solution or suspension from a pump spray

20 container that 1s squeezed or pumped by the patient or as an aerosol spray
presentation from a pressunzed container or a nebulizer with the use of a sutable
propellant e g dichiorodiflucromethane tnchlorofluoromethane
dichlorotetrafiuvoroethane carbon dioxide or other suitable gas In the case of a
pressurized aerosol the dosage unit may be determined by providing a valve to

25 deliver a metered amount The pressunzed container or nebulizer may contain a
solution or suspension of the active compound Capsules and carindges (made, for
example from gelatin) for use in an inhaler or insufflator may be formulated containing
a powder mix of a compound of the invention and a suitable powder base such as
lactose or starch For purposes of transdermal (e g topical) administration dilute

30 stenle aqueous aor partially aquecus solutions {usually in about 0 1% to 5%
concentration) otherwise similar io the above parenteral solutions, are prepared
Methods of preparing vanous pharmaceutical compositions with a certain amount of




o~

¥

5

10

15

6

WO 2004/002492 PCT/EP2003/006276

11

active ingredient are known or will be apparent in light of this disclosure to those
skilled in this art For examples of methods of prepanng pharmaceutical compositions
see Remington's Pharmaceutical Sciences Mack Publishing Company Easton Pa
16th Edition (1995)

NEPHROPATHY

Nephropathy 1s a chronic disease that 1s defined as abnormality in the excretion of
unnary albumin in diabetic or non-diabetic patients Urinary albumin excretion rates are
less than or equal to 40 mg/24 Hours in healthy humans The clinical stages of
nephropathy are microalbummnuna clinical nephropathy (albuminuna) and end-stage
renal disease (ESRD)

A common form of nephropathy 1s diabetic nephropathy Diabetic nephropathy
develops in 35 to 40% of patients with type 1 diabetes mellitus and in 10 to 60% of
patients with type 2 diabetes meliitus depending upon the ethnic pool being studied
and s the most common cause of end-stage renal disease in the United States itis
accepted that diabetic nephropathy is the result of hyperglycemia, whether alone or in
combination with other factors such as hypertension and genetic susceptibility to
kidney disease Appropnate antihypertensive therapy has been shown to significantly

20 reduce renal and possibly cardiovascular mortality in proteinunc type 1 diabetes

25

mellitus patients as well as retard the rate of decline of glomerular filtration rate in
some patients with impaired renal function (Lewis etal N Engl J Med 1893 329
1456-1462) Thus the standard care for patients with diabetic nephropathy is intensive
glycemic control and normalzation of the blood pressure using primaniy angiotensin
converting enzyme (ACE) inhibrtors such as ramipni

Some vasopeptdase inhibitors have shown to exhibit a greater nephroprotective effect
than ACE inhibitors alone (Molinaro et al Curr Opin Pharmacol 2002 2 131-141)
such as omapatnlat as one of the earliest developed and the most extensively

30 evaluated vasopeptidase inhibrtors. Chen et al (Hypertension 2001 38 187-191)

defined the renal action of acute treatment with omapatrilat and ACE inhibitor
fosinopniat wherein omapatrilat had a greater natriuretic response than the ACE
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inhibitor In another study vasopeptidase inhibitor CGS 30440 (Novartis Switzerland)
had a greater renal protective effect than ACE inhibitor benazepnl (Cohen etal J
Cardiovasc. Pharmacol 1998 32 87-95)

5 It has now been shown that vasopeptidase inhibitors of the formula (1) have a supenor
nephroprotective effect in albumin excretion rate and is therefore useful for the
treatment and/or prevention of nephropathy in diabetic and non-diabetic patients
including diabetic nephropathy glomerulonephntis, glomerular sclerosis nephrotic
syndome hypertensive nephrosclerosis microalbuminuna and end stage renal

10 disease

The effect of compound (1I-B) 1s 6-8fold higher than observed with ACE inhibitor
ramipnl

15 Example 1 Diminishing proteinuna by treatment with a compound of the formula (li-B)

The protein and creatinin excrstion in the urin of male ZDF Rats (ZDF Gmi faffa) and
heterocygotic control animals (ZDF Gmi /+) of 10 17 27 and 37 weeks age was
determined In further groups dlabetic rats were chronically given either ramipril (1

20 mg/kg/day dnnking water) or a compound of the formula (I1-B) (30 mg/kg/day feeded)
over a period from 10 to 37 weeks The animals were sacrificied after 37 weeks and
their kidney examined histologically

Table 1 Unnary excretion of albumin and creatinin in obese lean ramipnil treated and
25 rats treated with a compound of the formula (II-B)

Albumin Albumin/Creatinin
[Jnn excreta mg/kg/h mg/mmol
rNaeks 0 7 17 | 27 0 7 17 27
roup 1
bese

Pdean 035|178 924 1423 5527 |404 78|97560(1543 25
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Is 024 1096707604158 |34065|714 38] 819 04
[§EM 006|028 |1202(232| 1074 | 80 28 {21540 246 95
F\I 15 | 15 | 11 | 11 15 15 11 11
‘ Group 2
| ean
PAean 0121|0090|0070|10079|12828| 9573 | 5754 | 7 313
Is 0041|0069|0033(0,051| 4206 | 6010 | 2772 | 4 541
ISEM 0009{0015|0008(0014| 0940 | 1344 | 0693 | 1260
N 20 | 20 | 16 | 13 20 20 16 13
t-Test 0 000}0 0000 000|0000| 0000 | 0000 | 0000 | 0000
. proup4
IRamlpnI
rvlean 024|136 |626 {1011 37 31 |207 35|694,20| 1077 88
Is 012|128 |471}[720| 1720 |19842|51020| 742 86
FEM 003|033 |142|217 | 444 | 51,23 |15383| 22398
PI 15 | 15 | 11 | 14 15 15 11 1
|l-Test 0122|0338|0242{0209] 0133 | Q067 | 0300 | 0178
roup7 cpd
o
(A rwean 027|009(041|139| 4856 | 1430 | 4463 | 15271
. Is 018|004 |018|167 (2869 | 538 | 1647 | 17493
ISEM 005|001|005{050] 741 | 139 | 497 | 5274
15|16 | 11| 11 15 15 11 11
t Test 0293{0 000(0 000j0000| 0611 {0000 | 0000 | 0000

Histological resuits

In the attached tables a summary of the findings on the kidneys after a treatment
5 period of 6 month is listed
The examined groups were

C1 Control

lean ZDF rats

|
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C2 Control fat ZDF rats
D1 Rampnl fat ZDF rats 1 0 mg/kg
D4 cpd (lI-B) fat ZDF rats 30 mg/kg

5 Histopathological findings noted were

- Ammanni-Ebstein cells In renal tubules indicating a diabetic metabolic state
Glomerulosclerosis  indicating chronic kidney damage due to a diabetic
metabolic state
10 - Atrophy tubule common spontaneous degenerative lesion
in kxineys
- Casts tubule common spontaneous lesion in kidneys

- Dilatation peivis common spontaneous lesion in kidneys
considered to be an inherited developmental
15 anomaly

Ammanni-Ebstein celis were not present in lean ZDF control rats but in every group of
treated fat ZDF rat

20 Glomerulosclerosis was not found in lean ZDF control rat and was also not present In

fh

animals treated with compound (lI-B) Correspondingly degenerative lesions atrophy .1
of tubules and tubular casts were found in low incidences In these animals

Compared to fat ZDF controls in Ramipnl or MDL 100 240 treated rats no differences

25 in the incidence of glomeruloscieros:s or associated degenerative iesions was present
These results indicate that treatment with compound (|I-B) may prevent the
development of "diabetic” glomerulosclerosis and associated degenerative lesions
The lesions in the fat ZDF control rats were of rather iow severity

30 In addition a high incidence of pelvic dilatation was noted in animals treated with
compound (l1-B)
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EXPLANATION OF CODES AND SYMBOLS

CODES AND SYMBOLS USED AT ANIMAL LEVEL
KO = Terminal sacrfice group

Table 2 Histological findings
NUMBER OF ANIMALS WITH MICROSCOPIC FINDINGS BY
ORGAN/GROUP/SEX
Necropsy status TERMINAL SACRIFICE GROUP (KO)
SEX Males
Dose Group

C1 C2 D1 D4
NO ANIMALS PER DOSE 12 6 9 9
GROUP
Kidneys No Examined 12 6 9 8
- Amanni-Ebstein cells - 6 7 8
- Glomerulasclerosis - 6 6 1
- Atrophy renal tubule - 6 g 2
- Casts renal tubule 1 6 8 3
- Dilatation pelvis 3 2 5 7
SUMMARY INCIDENCE OF GRADINGS BY ORGAN/GROUP/SEX
Necropsy Status TERMINAL SARCRIFICE GROUP (KO)
SEX Males
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z;seA(:I::ITLS PER DOSE © c2 o1 D4
GROUP 12 6 ° ®
Kidneys No Examined 12 6 9 8
- Amanni-Ebstein cells GRADE 1 - 2 1 -
GRADE 2 - 3 6 5
GRADE 3 - 1 - 3
TOTAL AFFECTED - 6 7 8

MEAN SEVERITY - 18 19 24
- Glomenulosclerosis  GRADE 1 - 1 - 1
GRADE 2 - 3 4 -
GRADE 3 - 2 2 1
TOTAL AFFECTED - 6 6 1

MEAN SEVERITY - 22 23 10
- Atrophy renal tubule GRADE 1 - 2 4 1
GRADE 2 - 2 4 -
GRADE 3 - 1 1 1
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GRADE 4 - 1 - .
TOTAL AFFECTED - 6 9 2

MEAN SEVERITY - 22 17 20
Casts renal tubule GRADE 1 1 1 1 2
GRADE 2 - 4 7 1
GRADE 3 - 1 - -
TOTAL AFFECTED 1 6 8 3

MEAN SEVERITY 10 20 19 13
Dilatation pelvis GRADE 2 3 - 1 1
GRADE 3 - 1 2 5
GRADE 4 - 1 2 1
TOTAL AFFECTED 3 2 5 7

MEAN SEVERITY 20 35 32 30

Table 3 Unnary excretion of albumin and creatinin in Zucker Diabetic Fatty (ZDF) rats,
ramipnl treated and rats treated with a compound of the formula (11-B) starting at an

5 amimal age of 8 month ZDF rats are a model for Type Il diabetes

Albumin/Creatinin




W 20047002492 PCT/EP2003/006276

18
Albumin/Creatinin
rnpaglsra;}mol 6 weeks |12 weeks
treatment|treatment
Placebo
ZDF rats
mean 133099 |1068 25 |1193 47
s 79755 |77881 [63310
SEM 23023 (22482 |18276
N 12 12 12
Cpd (11-B)
ZDF rats
Mean 1330989 |13508 |10088
S 79755 (4028 59 27
SEM 23023 {1163 17 11
N 12 12 12
Ramipnl
ZDF rats
Mean 1330,99 |1249 59 |841 69
S 79755 |103603 |1124 24
SEM 230,23 |20907 |32454
N 12 12 12

Example 2

The albumin and creatinin excretion in Goto-Kakzaki (GK) rats was determined GK

5 rats are a model for Type |l diabetes One group was left untreated one was treated
with the ACE/NEP inhibitor of the formula (II-B) and one group was treated with ACE
inhibtor ramipril

Table 4 Unnary excretion of albumin and creatinin in GK rats ramipnl treated and rats
10 treated with a compound of the formula (11-B) starting at an animal age of 6 month
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Albumin/Creatinin
mg/mmol
Basal 6 weeks |12 weeks
treatment|treatment
Placebo
GK rats
Mean 103985 |32037 (118319
s 7142 23017 |63771
SEM 20 62 66 44 184 09
N 12 12 12
Cpd (II-B)
GK rats
Mean 10385 |1770 24 28
s 7142 6 01 14 41
SEM 20 62 174 416
N 12 12 12
Ramipril
GK rats
- Mean 10395 |[16171 |24489
¢ S 7142 11242 (14600
SEM 20 62 325 44 0
N 12 12 11
Example 3

The albumin and creatinin excretion in Wistar rats was determined One group was left

5 untreated one was treated with the ACE/NEP inhibitor of the formula (li-B) and one
group was treated with ACE inhibitor ramipnl Wistar rats are non-diabetic and develop
proteinuna and structural kidney damages dunng addult ife W.star rats are therefore
a model for non-diabetic nephropathy
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Figure 1 shows age-related non-diabetic nephropathy in placebo-treated Wistar rats
(kidney of a placebo rat displaying moderate tubulo-interstitial lesions (proteineous
casts in the tubules inflammatory cell infiltration basophilic tubules))

5
Table 5 Urninary excretion of albumin and creatinin in Wistar rats ramipril treated and
rats treated with a compound of the fomula (li-B) starting at an animal age of 6 month

Albumin/Creatinin
mg/mmol
6 weeks |12 weeks
Basal
treatmenf treatment

Placebo
Wistar rats
Mean 13045 [14982 {29010
S 28553 123112 {26569
SEM 90 29 6410 |73,69
N 10 13 13
Cpd (lI-B)
Wistar rats
Mean 13045 |1807 |21 21
S 28553 {17684 |[2949
SEM 90 29 4 88 818
N 10 13 13
Ramipnl
Wistar rats
Mean 13045 |18427 |18840
S 28553 |17187 |14647
SEM 90 29 4962 |4228
N 10 12 12
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In the non-diabetic model the compound of the formula (II-B) shows a significantly
higher nephroprotective effect than ramipnl| as determined by the extent of proteinuna
AGE RELATED DISEASES
5

Incubation of proteins or ipids with aldose sugars results in nonenzymatic glycation
and oxidation of amino groups on proteins to form Amadon adducts Over time the
adducts undergo additional rearangements dehydrations and cross-linking with other
proteins to form complexes known as Advanced Glycosylation End Products (AGEs)

10 The formation of AGEs can also be described as Malllard reactions Factors which
promote formation of AGES included delayed protein turnover (e g as in amyloidoses)
accumulation of macromolecules having high lysine content, and high blood glucose
levels (e g as in diabetes) (Honetal J Biol Chem 270 25752-761 (1995)) AGEs
have implicated in a vanety of disorders including complications associated with

15 diabetes and normal aging

AGEs display specific and saturable binding to cell surface receptors on endothelial

cells of the microvasculature monocytes and macrophages smooth muscie cells

mesengial cells and neurons The Receptor for Advanced Glycated Endproducts
20 (RAGE) is a member of the immunoglobulin super family of cell surface molecules

. Increased levels of RAGE are found in aging tissues (Schleicheretal J Clin Invest
1987 99 457-468), and the diabetic retina vasculature and kidney (Schmidt et al
Nature Med 1895 1002-1004) Activation of RAGE In different tissues and organs

25 leads to a number of pathophysiological consequences RAGE has been implicated in
a vanety of conditions including acute and chronic inflammation (Hofmann et al Cell
1999 97 889-901) the development of diabetic late complications such as increased
vascular permeability nephropathy atherosclerosis and retinopathy by accumulation
of AGEs in the kidneys and other tissues (Singh et al Diabetologia 2001 44, 129-

30 146) as well as in Alzheimer's disease (Yan et al Nature 1886 382 685-691)
erectile dysfunction tumor invasion and metastasis (Taguchi et al Nature 2000 405
354-357)
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The ACE inhibitor ramipril is known to influences the serum levels of advanced
glycation endproducts in high risk patients with coronary artery disease results from a
HOPE study (B Kihovd, EM Hjerikinn | Seljefiot TJ Berg A A Reikvam)
5

it has now been found that compounds of the formula (1) significantly reduce the
accumulation of AGEs in the kidneys and in the heart Therefore compounds of the
formula (1) are useful for the prevention and/or treatment of metabolic diseases
associated with advanced glycation end-products especially diabetic complications

10 such as diabetic neuropathy diabetic nephropathy diabetic retinopathy myocardial :
infarction cataracts and diabetic cardiomyopathy ‘

Kidney AGE values were deterrmined by Dot blot analysis (Stracke et al Exp Clin
Endocnnol Diabets 2002 109 330-336) and Reversed-phase high performance iquid
15 chromatography or RP-HPLC (Drusch et at Food Chem. 1999 65 547-553)

Treatment of diabetic rats with a compound of the formula (li-B) normalizes the kidney
AGE (CML) values treatment with M100 240 iowers the CML value significantly

20 Example 4 Dot biot analysis

Kidney-samples for the dot blot analysis were obtained from 17 week old male ZDF
rats control rats and ZDF rats treated for seven weeks with 30 mg/kg/d compound
(II-B) and 35 mg/kg/d MDL 100 240 Three animals of each group were sacrificed the
25 kidneys removed and immediately frozen in liquid nitrogen Gnnding of the kidney was
performed in iquid nitrogen using a freezer mill (Freezer 6750 C3 Analysetechnik
GmbH) 10 mg kidney sample was dissolved in 1 ml phosphate buffered saline (PBS
containing 0 5 g/l Tween 20, 0 5 mM PMSF 1 pg/ml) The solution was treated two
times for five seconds with an ultrasonic cell disrupter (45% power Bandolin Sonoplus
30 HD 2070) centrifuged for 20 minutes at 4000 rpm and the supematant was used for
dot biot analysis The nitrocellulose membrane was placed in the dot blot apparatus
and washed two tmes with 100 ul TBS/well For each sample 10 ug protein (protemn
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concentration of the samples were determined with the DC Protein Assay Bio Rad)
were diluted in 100 ul TBS and loaded on to the nitrocellulose membrane (Amersham)
The membrane was incubated over mght m TBST (20 mM Tns 137 mM NaCl 0 05%
viv Tween 20) with 5% non-fat dry mitk at 4°C and incubated for 1 hour at room
5 temperature using the following antibody concentration ant-CML 011 (Biologo) 025

pg/ml ent-CEL (Biologo) 0 25 ug/ml and anti-pentosidine 012 (Biclogo) 0 25 pg/mi
After extensive washing in TBST with 5% non-fat dry milk membranes were exposed
to alkaline peroxidase-labeled ant-mouse IgG antibodies (Dianova) for one hour at
room temperature Membranes were washed again and exposed to the enhanced

10 chemofluorescence detection system (Amersham) according to manufacturer's
mstructions Relative fluorescehce was determined with the Fluor-Imager 595
(Molecular Dynamics) and quantfied using the Image-Quant software Results were
expressed in relative fluorescence (rf) tmes 10°

15 Table 6 Values of the AGE-subtype CML in the kidney of 17 week old ZDF rats
control rats and with compound ({I1-B) or MDL 100 240 treated ZDF rats.

kidneys of 17 week old n mean SEM t-test sign
rats ant-CML 011 f*10% | f*10°

[Lean control 3 3220 122

ZDF rats 3 45 14 323 001989 *
ZDF cpd (1I-B) 3 32 62 034 00182 *
ZDF MDL 100 240 3 38 67 138 01389

Table 7 Values of the AGE-subtype CEL in the kidney of 17 week old ZDF rats
control rats and with a compound of the formula (1I-B) or MDL. 100 240 treated ZDF
20 rats

kidneys of 17 week old n mean SEM
rats ant-CEL f*105 | f*103
[Lean control 3 54 49 255
ZDF rats 3 6130 112
ZDF cpd (II-B) 3 50 24 046
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ZDF MDL 100 240 3 52 80 116

Table 8 Values of the AGE-subtype pentosidine in the kidney of 17 week old ZDF rats
control rats and with compound (11-B) or MDL 100 240 treated ZDF rats

kidneys of 17 week old n mean SEM
rats anti-pentosidine f*10% | f*105
1012

Lean control 3 5278 165
ZDF rats 3 56 01 124
ZDF cpd (lI-B) 3 44 99 161
ZDF MDL 100 240 3 4070 275

5 Values of the AGE-subtype CML are signlficant higher in kidneys of ZDF rats
compared to the control rats (P<0 05) No significant difference between ZDF and
control rats could be shown for the AGE-subtypes CEL and pentosidine ZDF rats
treated with a compound of the formula (11-B) show significant less AGE values for the
AGE-subtype CML, CEL and pentosidine (P<0 05) compared to untreated ZDF rats

10 Lower AGE values for the subtypes CEL and pentosidine can also be determined in
ZDF rats treated with MDL 100 240 (P<0 01)

Example 5 Reversed-phase high perfformance liquid chromatography (RP-HPLC)

15 Kidney- and heart-samples for the RP-HPLC analysis were obtained from 17 week old
male ZDF rats control rats and ZDF rats treateg for seven weeks with 30 mg/kg/d
compound of the formula (II-B) and 35 mg/kg/d MDL 100 240 Two animals of each
group were analyzed Gnnding of the kidney and heart was performed m liquid
nitrogen using a freezer mill (Freezer 6750 C3 Analysetechmk GmbH) Hydrolysis of

20 the organ samples was performed with 6 M hydrochloric acid {HC!) at 110 °C for 12
hours Sample dernvatisation with o-Phthaldialdehyde (OPA) and RP-HPLC was
performed as described in Drusch etat Food Chem 1998, 65 547-553

Table @ Values of the AGE-subtypes CML in the kidney of 17 week old ZDF rats
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control rats and with a compound of the formuta (11-B) or MDL 100 240 treated ZDF

25

rats

RP-HPLC n mean CML SEM
kidneys 17 week [animals] | conc [%] [%]

jold rats

ZDF Placebo 2 100 027
Lean control 2 84 119
Cpd (lI-B) 2 55 383
MDL 100 240 2 60 1015

PCT/EP2003/006276

Table 10 Values of the AGE-subtypes CML in the kidney of 37 week old ZDF rats,
5 control rats and with a compound of the formula (II-B) or MDL 100 240 treated ZDF
rats Values with P<0 05 were considered significant (*P<0 05 **P<0 01)

RP-HPLC n mean CML SEM t-test sign
kidneys 37 week [animals] | conc [%] [%]

old rats

ZDF Placebo 2 100 200 0010 *
|{Lean control 2 78 017

[ZDF cpd (l1-B) 2 58 4 46 0014 *
ZDF MDL 100 240 2 93 477 0 298

Table 11 Values of the AGE-subtypes CML in the heart of 17 week old ZDF rats
control rats and with a compound of the formula (li-B) or MDL 100 240 treated ZDF
10 rats Values with P<0 05 were considered significant (*P<0 05 “*P<0 01)

RP-HPLC n mean CML SEM t-test sign
hearts 17 week old| [animals] | conc [%] [%]

rats

[ZDF Placebo 2 100 374 0015 .
Lean control 2 32 728

ZDF cpd (II-B) 2 26 10 95 0025 .
ZDF MDL 100 240 2 66 329 0 022 *

23
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ZDF rats show significant higher CML concentration in the kidney of 17 and 37 week
old rats and the heart of 17 week old rats compared to control rats (P<0 05) Treatment
with a compound of the formula (lI-B) reduces the CML concentration in the kidney of
17 and 37 week old ZDF rats as well as the CML concentration in the heart of 17 week

5 old ZDF rats MDL 100 240 also reduces the CML. concentration m kidney and heart of
17 week old ZDF rats, but not in the kidney of 37 week old ZDF rats

INSULIN RESISTANCE

10 The compounds of the formula (1) also show insulin sensitizing actvity The
prophylactic action of the compounds of the formula (1) upon nephropathy is also
indicative that an insulin sensitising agent can be expected to prevent reverse
stabilise or retard the progression of microalburminuria to albuminuria This is because
microalbuminuna is considered to be a predictor of future nephropathy especially in

15 patients with clinical evidence of pre-diabetic insulin resistance syndrome altemnatively
referred to as Syndrome X

The use of ACE or vasopeptidase inhibitors for the treatment of insulin resistence has
not been axamined so far

20
It has now been found that compounds of the formula (1) significantly lower blood
glucose concentrations and HbA1c values and thereby reduce insulin resistance
HbA. i1s a measure for long-bme glucose values Glycated HbA,. is an early AGE a
so-called Amadon product

25
The effect of a compound of the formuia (li-B) on HbA, and blood glucose value is
stmilar to M100 240 and both compounds show lower values than ACE inhibitor
ramipnl

30 Example 6 Blood glucose and HbA. analysis in ZDF rats

Blood glucose and HbA,; was measured in ten and seventeen week old male Zucker
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diabetic fatty rats (Genetic Model Inc ) control rats (Genetic Mode! Inc ) and male ZDF
rats treated for seven weeks with 30 mg/kg/d compound of the formula (II-B) 35
mg/kg/d MDL 100 240 and 1 mg/kg/d Ramipnl Fifteen animal were analyzed in each

group

Blood samples for glucose determination were obtained from ZDF rats using standard
sampling tubes Within 30 minutes of collection samples were separated from the cells
by centrifugation Quantitative determination of blood glucose in serum was performed
with an enzymatic in vitro test from Roche Diagnostics GmbH (Gluco-quant Roche

Mannheim/Hitachs 912

10 Diagnostics GmbH) using the automated clinical chemustry analyzer Boehnnger

To obtain blood samples for HbA,. determination disposable capillary tubes were
used HbA,. values were obtained from hemolyzed whole blood samples with a

15 turbidimetnc nhibition immunoassay (Tina-quant, Roche Diagnostics GmbH) and
hemoglobin concentrations were determined m a second channel! on an automated
clinical chemistry analyzer (Boehnnger Mannheim/Hitachi 812) HbA, concentration in
percent were calculated from HbA+ to total hemoglobin

20 Table 12 Blood glucose concentration in 10 and 17 week old ZDF rats control rats
and with compound (li-8) MDL 100 240 and Ramipnl treated ZDF rats

blood ZDF rats control ZDF ZDF ZDF
glucose Cpd (lI-B) Ramipnl |MDL100 240
Iage fweeks]| 10 17 10 17 10 17 10 17 10 17
|[mean [mM] [1192|2968( 732 | 804 (1067 (2100{1174 |27 33| 1037|198 74
SEM[mM] | 174 [ 132 | 015| 034 | 149 | 278 |148{ 175|140 | 210
E[animals] 15 15 | 20 20 15 15 15 15 15 15

Table 13 HbA, values in 10 and 17 week old ZDF rats control rats and with
compound (1I-B) MDL 100 240 and Ramipnl treated ZDF rats

HbA‘le

ZDF rats

control

ZDF
Cpd (11-B)

ZDF
Ramipnl

ZDF
MDL100 240
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|?ge[weeks1 10 |17 1w0}17 0] 1710 ] 17 | 10 | 17
Imean[%)] (614 | 996 | 449|462 569 |824 | 566 [ 948|560 [ 710
SD [%] 022|042[002[002[018|071 1014 (052015 | 046
Infammals] | 15 1 15 [ 20 ] 20 [ 14 [ 15 | 15 [ 15 [ 15 | 15

Blood glucose concentration and HbA+¢ values are significant lowser in the control
animals compared to the ZDF rats (P<0 01) The 17 weeks old male ZDF rats treated
with MOL 100 240 or compound (!1-B) show also significant lower blood glucose

5 concentration and HbA,. values compared to the untreated ZDF rats No significant
difference for blood glucose or HbA4¢ can be shown in Ramipril treated 17 week old
ZDF rats compared to the untreated ZDF rats

ENDOTHELIAL DYSFUNCTION AND ATHEROSCLEROTIC PLAQUES

10
In the atherogenic rabbit model (White New Zealand rabbits were fad with 0 25%
cholesterol plus 3% coconut oil) was shown that even a short period with atherogenic
dlet of 6 weeks already leads to a sustained endothelial dysfunction although
thereaftar the animals received for 3 months a normal diet. In all experiments yet

15 known the animals were fed constantly during the whole time course with atherogenic
diet and had un-physiologic extreme high cholesterol levels not comparable to the
situation in humans

The endothelat dysfunction as well as the atherogenic changes in the blood vessels
20 were both prevented and reversed by treatment with the ACE/NEP Inhibitor of the
compound of the formula (lI-B) first ime investigated and shown in direct companson
to the ACE inhibitor ramipnl As measure for the endothelial dysfunction served the
endothelium-dependent relaxation on isolated aortic nngs of the rabbits as well as the
nitnc oxide and superoxide release from the endothelial cells
25
Example 7 Effects of long-term treatment with the ACE/NEP inhibitor of the compound
of the formula (1I-B) on endothelial dysfunction and atherosclerotic plaques in rabbits
fed with an atherogenic diet
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Groups
Standard 18 weeks normal diet
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Atherogenic 18 weeks atherogenic diet (3% Coconut oil + 0 25% Cholesterol)

5 Vaned diet (Var ) 6 weeks atherogenic diet + 12 weeks normal diet

Vaned Diet + Ramipnl 6 weeks atherogenic diet + 12 weeks normal diet + Ramipnil

Vaned diet + compound (lI-B) 6 weeks atherogenic diet + 12 wesks normal diet + cpd (ll-

B)

10 Table 14 Relaxation of aortic nngs by acetylcholine (ACh) in 4 increased
concentrations (10 mol/L 107 molL. 10 molL and 10® mol/L) after preceding

stmulation by phenylephrine (107 mol/L) (data in % x * SEM)

ACh [10® mollL 107 mollL 10¥ mol/L 10™ mollL

Groups

Normal Diet |1165+1,55 |5268+306 |7564+283 [8381+33

Atherogenic Diet|2 18 + 1,23 7074276 11821388 [1249141
P P "y o4

Var Diet 10761229 [4333:357 [63481289 [6941+2,82
t t#° T#°

Var +Ramipd |1308+222 (51861443 |[7734:37 83731403

Var +cpd (IB) | 19913 48 50621643 |764+638 80 89 + 6 82

* p<0 05 vs Vaned diet
15 # p<0,05 vs Nommal diet
® p<0 05 vs Var + Ram
t p<005 vs Var+cpd (II-B)

Table 15 NO- and Superoxide (O ) data (in nmol/L x + SEM)

Groups NO (nM) 02 (nM)
Normal Diet 30671+36,16 * | 2041 +£5,89
AtherogenicD | 167 77 £ 30 65 52121708 #




WO 2004/002492 PCT/EP2003/006276

30

Var Diet 1743812544 35861749
Var +Ramipril | 368 31+4225 * (48091791 #
Var +cpd (IHFB) | 329,19£ 3010 * | 3018x+600

* p<005vs Vaned diet vs atherogenic diet

# p<0 05 vs Vaned diet vs Normal diet, vs Vaned diet + cpd (1I-B))

NO and O, are markers for endothelial function increased relaxation and NO-levels
5 are beneficial while increased O; formation inhiblts the beneficia! effects of NO
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Claims

1 Use of a compound of formula (1)

S
R, 0" oR,
. 5 wherein
A=H Cq-Cg-alkyl CH2OCH2CH20CHg3 -(C4-Cs-alkyl)-aryi
R4 is hydrogen -CH2OC(O)C(CHs)s or an acyl group
Ra 1s hydrogen -CH20-C{O)C(CHjs)s a C4-Ce-alkyl aryl {C4-Cs-alkyl}-aryl or
diphenyimethyl

10 X is <(CH3), whereinnis an integerOor 1 -S- -O-

0

/4
Rs T—N
™ -N- or -N-

wherein Rj is hydrogen a Ci-Cs-alkyl aryi or aryl-(C+-Cs-alkyl) and R4 15 =CF3 C1-Cqg-

15 alkyl aryl or aryl-(C+-Cs-alkyl)

B, and Bz are each independently hydrogen hydroxy -ORs wherein Rs 18 C1-Cs-alkyl
aryl or -(C4-Cq-alkyl)}-aryl or where B, and B; are attached to adjacent carbon atoms

B, and B; can be taken together with said adjacent carbon atoms to form a benzene
nng or methylenedioxy,
20

for the treatment and/or prophylaxis of nephropathy in diabetic pahents or

for the treatment and/or prophylaxis of nephropathy in non-diabetic patients or

26
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for the treatment and/or prophylaxis of insulin resistence or metabolic diseases

associated with advanced glycation end-products or

5 for the treatment and/or prophylaxis of atherosclerosts or endothelial dysfunction

2 Use according to claim 1, wherein the compound of the formula (1) is characterized
by a compound of the formula (lI)

o) OR, an
10 and R, is acetyl

3 Use according to claim 2 wherein R, is hydrogen

4 Use according to claim 2 wherein By and/or B2 are hydrogen
15
5 Use according to claim 2 wherein X 18 —CH,

6 Use according to claeim 1 wherein the compound of the formula (l) is characterized
by a compound of the formula (li-A)

SR
20 k 0™ “OH (IFA)

wherein Ry is acetyl or hydrogen
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7 Use according to claim 1 wherein the compound of the formula (I) ts characterized
by a compound of the formula (I1-8)

Os_ S
j” 0% “oH
(11-B)

5 8 Use according to claim 1, wherein the compound of the formula (1) 1s charactenzed
by a compound of the formula (11-C)

H
N
A
SH O
o OH

9 Use according to claim 1 wherein the compound of the formula (1) i1s charactenzed
10 by a compound of the formula (lil)

0 X
N
@”W)L N
SR, °

0™ "ORy )

(11-C)

and R, 1s acetyl

10 Use according to claim 8 wherein R, is hydrogen
15

970
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11 Use according to claim 8 wherein 84 and/or Bz are hydrogen
12 Use according to clam 8 wherein X is —-CH;

13 Use according to claim 1 wherein the compound of the formula (1) is charactenzed
5 by a compound of the formula (lIl-A)

H
O
mL N
N
(o)
SR, o] OH

wherein R, i1s acetyl or hydrogen

(lI-A)

14 Use according to claim 1 wherein the compound of the formula (1) i1s characterized
10 by a compound of the formula (1lI-B)

15 Use according to claim 1 wherein the compound of the formula (1) 1s charactenzed
by a compound of the formula (IlI-C)

H
N
b
SH 0
O OH

(1-B)

15 (I1-C)
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Figure 1

Kidney of a placebo rat displaying moderate tubulo-interstilial lesions (proteineous
casts in the tubules inflammatory cell nfiltration basophilic tubules ong magn x 100
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CL CM, GA,GN GQ GW ML,MR,NE SN TD TG)

Publicada

con reporte de busqueda internacional
antes de expirar el penodo provisto para corregir las reivindicaciones se
volverd a pubhicar s1 dichas correcciones son recibidas

Para una explicacién de los cddigos de dos letras y otras ebreviaturas referrse a la
“Notas de Guia sobre Cédigos y Abreviaturas™ que aparece al comienzo de cada
nimero regular de 1a Gaceta del PCT

(54) Titwlo USO DE INHIBDORES EN EL TRATAMIENTO DE

NEFROPATIA

>/



(57) Extracto La mvencién describe el uso de inhibidores de vasopeptidasa de la
férmula (1) para el tratamiento y/o profilaxis de nefropatia en pacientes diabéticos y
no diabéticos. incluyendo nefropatia diabétca y no diabética, glomérulo nefntis,
esclerosis glomerular sindrome nefroico nefroesclerosis hipertensa, micro
albuminuria o enfermedad renal en estado termimnal o resistencia a mnsulina o
enfermedades metab6licas asociadas con productos terminales de glhicacidn avanzada,
tales como complicaciones diabética, neuropatfa diabética, nefropatia diabética,
retinopatia diabética, cataratas infarto de miocardio, y/o cardiomiopatia diabética, o
aterosclerosis o disfuncién endotehal
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USO DE INHIBIDORES DE VASOPEPTIDASA EN EL TRATAMIENTO DX
NEFROPATIA

La enzima convertidora de angiotensina (ACE) es una
peptidil dipeptidasa que cataliza la conversifén de angl ten-
sina I en angiotensina II Angiotensina II es un vasoc ns-
trictor que estimula también la secrecién de aldosterona por
parte de la corteza adrenal La inhibicifn de ACE previene
tanto la conversién de angiotensina I en angiotensina II,
como el metabolismo de bradiquinina, dando como resultado
concentraciones de anglotensina II <circulante y de
aldosterona disminuida, y de bradiquinina circulante
incrementada Ademfis de estos cambios neurohormonales, se
observan disminuciones en la resistencia periférica y en la
preeién sanguinea, particularmente en individuos con una
elevada concentracién de renina circulante Otros efect s
farmacolSgicos asoclados con la inhibicién de ACE incluyen
la regresién de la hipertrofia ventricular izquierda, la
mejora en los s8ignos clinicos de fallo cardiaco y 1la
reduccién de mortalidad en pacientes con fallo cardifaco
congestivo (CHF) o disfuncién ventricular izquierda después
de infarto de miocardio

La endopeptidasa neutra {NEP) €8 una enzima
responsable del metabolismo del péptido natriurético atrial
{ANP) La inhibicién de NEP da como resultado
concentraciones Iincrementadas de ANP lo que, a su vez,
conduce a natriuresis, diuresis y disminuye el wvolumen
intravascular, el retorno venoso y presién sanguinea El1 ANP
ea liberado por miocitos atriales en respuesta a un esfuerzo
atrial o a un volumen aintravascular incrementado
Concentraciones elevadas en plasma de ANP han demostrado ser
un mecanismo compensatorio potencial en diversos estados
pat 16gic s, incluidos £fallo cardiaco c ngestivo, fallo
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renal, hipertensién esencial y cirrosis

La secrecién de ANP por parte de miocitos atriales
provoca 1la vasodilatacién, diuresis, natriuresis y la
inhibicién de 1la 1liberacién de renina y secreclédn de
aldosterona En contraposicién, la anglotensina II da como
resultado una vasoconstriccién, reabsorcién de sodio y agua
y produccién de aldosterona Estos dos sistemas hormonales
interactiian de una manera reciproca o equilibrada para
mantener respuestas vasculares y hemodinamicas fislolégicas
normales La patente de EE UU 5 430 145, la patente europea
EP 481522 y la solicitud de patente WO PCT/EP 02/03668
describen derivados triciclicos de mercaptoacetilamida de la
férmula (I) Gtiles como inhibidores de ACE y NEP, es decir
para el tratamiento y/o prevencién de fallo cardiaco e
hipertenaién

Esta invencidén se dirige al uso de un compuesto de
férmula (I)

1

8,

A Nx
Tﬂ\ﬂo

SR, 0% oR,

en donde

A = H, alquilo C;-Cs, CH20CH;CH;0CHy, -(alquil C1-C4)-arilo,

Ri1 es hidrégeno, -CH20C{0)C(CHi)3, o un grupo acllo,

Rz es hidrégeno, -CHz20-C(O)C(CH3)a, un alquilo C;-C,, arilo,
-(algquil C;-C4)~arilo, o difenilmetilo,

X es -(CHz)n, en donde n es un nimero entero 0 o 1, -5-, -0O-

r
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R3 —Rgs
T
N- 0 -N-

en donde Ry es hidrégeno, un alquilo C;-C4, arilo o aril-
(alquilo Ci-C4), Yy Rq 8 -CF3, alquiloc C3-Cje, arilo o aril-
(alquilo Cy-C4),
Bi y Bz, cada uno independientemente, son hidrégeno,
hidroxi, -ORs, en donde Rs es alquilo C:-C4, arilo o ~{alquil
C1-Cq)-arilo, o en los casos en que B; y Bz estén unidos a
Atomos de carbono adyacentes, By y B2 pueden ser tomados
juntos con dichos &tomos de carbono adyacentes para formar
un anillo de benceno o metilendioxi,
para el tratamiento y/o la profilaxis de nefropatia en
pacientes diabéticos o no diabéticos, incluvida nefropatia
diabética y no diabética, glomerulonefritils, esclerosis
glomerular, sindrome nefrético, nefroesclerxosis
hipertensiva, microalbuminuria o enfermedad renal de fase
terminal, o a un método para el tratamiento y/o 1la
profilaxis de la resistenclia a insullna o de enfermedades
metabdlicas asociadas con productos finales de glicacién
avanzada, complicaciones diabéticas tales como neuropatia
diabética, nefropatia diabética, retinopatia diabética,
cataratas, infarto de miocardio y/o <cardiomiopatia
diabética, o a un método para el tratamiento y/o la
profilaxis de aterosclerosis o disfuncién endotelial

En una realizacién, la presente invencién proporciona
los usos anteriores de un compuesto de férmula (I),
caracterizados por un compuesto de la férmula (II)

r X



10

15

20

N
H

SR, 0P R, 4,

en donde R; es acetilo En otra realizacién, la presente
invencién proporciona los usos anteriores de un compuesto de
la férmula (II), en donde Ry es hidrégeno En una
realizacién adicional, la presente invencién proporciona los
usos anteriores de un compuesto de la férmula (II), en donde
Rz es hidrégeno En una realizacién adiciocnal, la presente
invencién proporciona los usos anteriores de un compuesto de
la férmula IXI, en donde B; y/o B: son hidrédgeno Todavia en
una realizacién adicional, la presente invenciédn proporciona
los usos anteriores de un compuesto de la f46rmula (II), en
donde X es -CHz

En una realizacién adicional, la presente invencién
proporciona los usos anteriores de un compuesto de la
fé6rmula (I), caracterlzado por un compuesto de la férmula
(II-A)

OH (1I-A)

26



en donde R; es acetilo o hidrégeno
La estructura de compuestos preferidos de la férmula
(II-A) son de la férmula (II-B) a los que también se alude
como compuesto (II-B) o comp (II-B), y de la férmula (II-C)
5 que figuran a continuacién

UOL ooz 4o

(11-8)

En una reallzacién adicional, la presente invencién

10 proporciona los usos anteriores de un compuesto de la

férmula (I), caracterizados por un compuesto de la férmula
(III)

3%F
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en donde R; es acetilo En otra realizaciédn, la presente
invencién proporciona los usos anteriores de un compuesto de
la férmula (III), en donde R: es hidrégenc En una
realizacién adicional, la presente invencidédn proporciona los
usos anteriores de un compuesto de la £férmula (III), en
donde Rz es hidrégeno En una realizacién adicional, 1la
presente invencién proporciona 1los usos anterliores de un
compuesto de la férmula (III), en donde B; y/o B2 son
hidrégeno Todavia en una realizacién adicional, la presente
invencién proporciona los usos anteriores de un compuesto de
la férmula (III), en donde X es -CHz

En una realizacién adicional, la presente invencidn
proporciona los usos anteriores de un compuesto de 1la
férmula (I), caracterizado por un compuesto de la férmula
(III-RA)

0™ "OH (I-A)

368



en donde R; es acetilo o hidrégeno

La estructura de compuestos preferidos de la férmula
(III-A) son de la férmula (III-B) y (III-C) que figuran a
continuacién

8?
O

U o% o
O

8?

0 OH

Tal como se utiliza en esta memoria, el término

"alquilo Ci;~C4" 8se refiere a una cadena hidrocarbonada

monovalente saturada, lineal o ramificada, de uno, dos, tres

10 o cuatro &tomos de carbono, e incluye metilo, etilo,

propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, butilec terciario y

grupos similares El1 término "alquilo C;-C1 0" 8e refiere a

una cadena hidrocarbonada monovalente saturada, lineal o

ramificada, de uno a diez atomos de carbono, e 1incluye

15 metilo, etilo, propilo, isopropileo, n-butilo, isobutilo,

butile terciario, pentilo, isopentilo, hexilo, 2,3-dimetil-

2-butilo, heptilo, 2,2-dimetil-3-pentilo, 2-metil-2-hexilo,
octilo, 4-metil-3-heptilo y grupos similares

Tal como se utiliza en esta memoria, "alcoxi C-C{" se

20 refiere a un sustituyente monovalente que consiste en una

(N-8)

(I1-C)
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cadena de alquilo lineal o ramificada con 1 a 4 atomos de
carbono enlazados a través de un aAtomo de oxigeno del éter y
que tiene su enlace de valencia libre del oxigeno del éter,
e incluye metoxi, etoxl, propoxi, isopropoxi, butoxi, sec -
butoxi, terc -butoxl y grupos similares

Tal como se utiliza en esta memoria, "arilo"™ se
refiere a un grupo fenilo o naftilo no sustituido o
sustituido con uno a tres sustituyentes seleccionados del
grupo que consiste en metilendioxi, hidroxi, alcoxi Ci-C4,
fluoro y cloro Incluidos dentro del alcance del término "-
(alquil C;-C4)-arilo™ se encuentran fenilmetilo (bencilo),
feniletilo, p-metoxibencilo, p-fluorobencilo )4 p-
clorobencilo

Tal cormo se utlliza en esta memoria, "halédgene™ o
"Hal™ se refiere a un miembro de la familia de fldor, cloro,
bromo o yodo

Tal como se utiliza en esta memoria, "grupo aclilo" se
refiere a grupos acilo alifidticos y aromidticos y a los
derivados de compuestos heterociclicos Por ejemplo, el
grupo acilo puede ser un grupo alcanoilo inferior o (Ci;—-C4)
tal como formilo o acetilo, un grupo aroilo tal como
benzoilo, o un grupo acllo heterociclico que comprende uno o
més de los heterodtomos O, N y S, tal como el grupo

/~\
C(O}XCH~N ©
(O)-CH,

Tal como se utiliza en esta memoria, "estereoisémer "
es un término general utilizado para todos los isémeros y
moléculas individuales que difieren tunicamente en la
orlentacién de sus &tomos en el espacio El1 término
estereoisdémero incluye isémeros de 1imagen .especular
(enantiémeros), isémeros geométricos (cis/trans o E/Z2) e
isémeros de compuestos con mi&s de un centro quiral que no

g4v
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son imigenes especulares de una con la otra
(diasterecisémeros)

Tal como se utiliza en esta memoria, "R" y "S" se
utilizan comeo se usan habitualmente en la Quimica Organica
para dar a entender una configuracién especifica de un
centro quiral El1 término "R" (recto) se refiere a la
configuracién de un centro quiral con una relacién en el
sentido de las agujas del reloj de prioridades de grupo (del
mis elevado al sequndo mAs bajo) cuando se observa a lo
largo del enlace hacia el grupo de prioridad mids baja El
término "S"™ (siniestra) se refiere a la configuracién de un
centro quiral con una relacién en sentido opuesto a las
agujas del reloj de prioridades de grupc (del mis elevado al
segundo mas bajo) cuando se observa a lo largo del enlace
hacia el grupo de prioridad mds baja La prioridad de grupos
se basa en normas de secuencia, en donde la prioridad se
basa primeramente en el nimero atémico (en el orden de
nimero atémico decreciente) Un listado y un comentario de
prioridades esti&n contenidos en Stereochemistry of Organic
Compounds, Ernest L Eliel, Samuel H Wilen and Lewis N
Mander, compiladores, Wiley-Interscience, John Wiley & Sons,
Inc , Nueva York, 1994

Ademis del sistema (R)-(S), el sistema D-L mads antiguo
puede utilizarse también en esta memoria para dar a entendexr
una configuracién absoluta, especialmente con referencia a
aminoAcidos En este sistema, se orlenta una férmula proyec-
cién Fischer, de modo que el carbono nimero 1 de la cadena
principal se encuentra en la parte superior El prefijo "D"
se utiliza para representar la configuracién absoluta del
isémero en el que el grupo funcional (determinante) se
encuentra en el lado de la derecha del carbono en el centro
quiral y "L" el del isémero que se encuentra a la izquierda

Tal como se utiliza en esta memoria, "tratar" o
"tratando™ significa cualquier tratamiento que incluye, pero
no se limita a aliviar sintomas, eliminar la causa de los
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sintomas sobre una base temporal o permanente o para
prevenir o ralentizar la aparicién de sintomas y el progreso
de la enfermedad, trastorno o estado nombrado

Tal como se describe en esta memoria, el término
"pacliente” se refiere a un animal homeotermo tal como un
manifero que estd afectado por una enfermedad, trastorno o
estado particular Se entiende explicitamente que dentroc del
alcance del significado del término, cobayas, perros, gatos,
ratas, ratones, caballos, reses, ovelas y seres humanos son
ejemplos de animales

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresién "sal
farmacéuticamente aceptable" pretende aplicarse a cualquier
sal, ya sea previamente conocida o gue se descubra en un
futuro, que se utilice por un experto en la técnica y que
sea una sal por adicién orgénica o inorgénica no téxica que
sea adecuada para uso como un producto farmacéutico Bases
ilustrativas que forman sales adecuadas incluyen hidréxidos
de metales alcalinos y de metales alcalinotérreos tales como
hidréxidos de sodio, potasio, calclio o magnesio, amoniaco y
aminas alifé&ticas, <ciclicas o aromidticas tales como
metilamina, dimetilamina, trietilamina, dietilamina,
isopropildietilamina, piridina y picolina Acidos
ilustrativos que forman sales adecuadas incluyen é&cidos
inorginicos tales como, por ejemplo, &acidos clorhidrico,
bromhidrico, sulfdrico, fosférico y similares y 4&cidos
carboxilicos orgénicos tales como, por ejemplo, 4&cidos
acético, propiénico, glicélico, lactico, pirtvico, malénico,
succinico, fumirico, malico, tartético, citrico, ascérbico,
maleico, hidroximaleico y dihidroximaleico, benzoico,
fenilacético, 4-aminobenzoico, 4-hidroxibenzoico, antra-
nilico, cindmico, salicilico, 4-aminosalicilico, 2-
fenoxibenzoico, 2-acetoxibenzoico, mandélico y similares, y
4cidos sulfénicos orgénicos tales como é&cidos meta-
nosulfénico y p-toluenosulfénico

Tal como se utlliza en esta memoria, "vehiculo

¥
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farmacéutico™ se refiere a cualquier excipiente farmacéutico
conocido atil en la formulacién de compuestos
farmacéuticamente activos para administracién, y gque sean
esencialmente no téxicos y no sensibilizantes en las
condiciones de uso La proporcién exacta de estos
exciplentes se determina por la solubilidad y propiedades
quimicas del campuesto activo, la via de administracién
elegida, asi como la prictica farmacéutica convencional

Las composiciones del compuesto de la férmula (I) de
esta invencién se pueden administrar a un sujeto que
necesita de tratamiento mediante una diversidad de vias
convencionales de admnistracién, incluidas la via oral,
tépica, parenteral, por ejemplo intravenosa, subcutdnea o
intramedular Ademéds, las composiciones activas de esta
invencién se pueden administrar por via intranasal, en forma
de un supositorio rectal o utilizando una formulacién
"répida®™, es decir permitiendo que la medicacién se disuelva
en la boca sin necesidad de utilizar agua

Las composiciones activas de esta invencién se pueden
administrar solas o en combinacién con soportes, vehiculos o
diluyentes farmacéuticamente aceptables, en dosis sencilla o
miltiple Soportes, vehiculos y diluyentes farmacéuticos
adecuados incluyen diluyentes o materiales de carga sélidos
inertes, soluciones acuosas estériles y diversos disolventes
orgénicos Las composiciones farmacéuticas formadas al
combinar las composiciones activas de esta invencién y los
soportes, vehiculos o diluyentes farmacéuticamente
aceptables se administran entonces facilmente en una
diversidad de formas de dosificacién tales como comprimidos,
polvos, pastillas, darabes, soluciones inyectables y
similares S1i se desea, estas composiciones farmacéuticas
pueden contener ingredientes adicionales tales como
saboreantes, aglutinantes, exciplentes y similares Asi,
para fines de la administracién oral, se pueden emplear
comprimidos con contenido en diversos exciplentes tales como
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citrato de sodio, carbonato de calcio y fosfato de calclo,
junto con diversos desintegrantes tales como almidén, acido
alginico y determinados silicatos complejos junto con
agentes aglutinantes tales <como polivinilpirrolidona,
sacarosa, gelatina y acacia Adicionalmente, a menudo se
utilizan para fines de formacién de comprimidos agentes
lubricantes tales como estearato de magnesio, laurilsulfato
de sodioc y talco También se pueden emplear como materiales
de carga en cdpsulas de gelatina blanda y dura composiciones
sblidas de un tipo similar Materiales preferidos para ello
incluyen lactosa o azlcar de leche y polietilenglicoles de
elevado peso molecular Cuando para la administracién oral
se desean suspensiones ¢ elixires acuosos, el ingrediente
activo esencial en ellos puede combinarse con divers s
agentes edulcorantes o saboreantes, materia colorante o
tintes y, 81 se desea, agentes emulsionantes o de
suspensiédn, junto con diluyentes tales como agua, etanol,
propilenglicol, glicerol y combinaciones de los mismos

Para la administracién por via parenteral, se pueden
emplear soluclones de las composiciones activas de esta
invencién en aceite de sésamo o de cacahuete, propilenglicol
acuoso o en soluciones acuosas estériles Soluciones acuosas
de este tipo deberian estar adecuadamente tamponadas en caso
necesario e isotonizarse primero el diluyente liquido con
suficiente solucién salina o glucosa Estas soluciones
acuosas particulares son especialmente adecuadas para la
administracién por via intravenosa, intramuscular, sub-
cutdnea e 1i1ntraperitoneal A este respecto, los medios
acuosos estériles empleados estidn todos fécilmente
disponibles mediante técnlcas convencionales conocidas por
los expertos en la técnica

En general, una composicién de esta invencién se
administra por via oral, |parenteral (por ejemplo
intravenosa, intramuscular, subcutinea o© intramedular) o
téplca Para la administracién por wvia intranasal o
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administracién por inhalacién, uno o més compuestos de la
invencién se suministran convenientemente en forma de una
solucién o suspensién a partir de un reclpiente con esprai
de bomba que es exprimido o bombeado por el paciente, o en
forma de una presentacién en espral de aerosol a partir de
un recipiente presurizado o un nebulizador, con el uso de un
agente propulsor adecuado, por ejemplo
diclorodifluorometano, triclorofluorometano, dicloro-
tetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado En
el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacién
se puede determinar al proporcionar una vilvula para
suministrar una cantidad medida E]l recipiente presurizado
© nebulizador puede contener una solucién o suspensién del
compuesto activo Céapsulas y cartuchos (hechos, por ejemplo,
de gelatina) para uso en un inhalador o insuflador se pueden
formular para gque contengan una mezcla de polvos de un
compuesto de la invencién y una base de polvo adecuada tal
como lactosa o almidén Para fines de administracién trans-
dermal (por ejemplo tépica) se preparan soluciones estériles
diluidas, acuosas o parcialmente acuosas (habitualmente en
una concentracién de aproximadamente 0,1% a 5%), de otro
modo similares a las soluciones parenterales anteriores Son
conocidos métodos para preparar diversas composiciones
farmacéuticas con una determinada cantldad de ingrediente
activo, o© resultardn evidentes a la vista de esta
descripcién para los expertos de esta técnica Para ejemplos
de métodos para preparar composiciones farmacéuticas, véase
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing
Company, Easton, Pa , 190 edicién (1995)

NEFROPATIA
La nefropatia es una enfermedad crénica que se define

como una anormalidad en la excrecién de albGmina urinaria en
pacientes diabéticos o no diabéticos En seres humanos
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sanos, las tasas de excreciétn de albimina urinaria son
menores que o iguales a 40 mg/24 horas Las fases clinicas
de la nefropatia son microalbuminuria, nefropatia <linica
(albuminuria) y enfermedad renal de fase terminal (ESRD)

Una forma comin de nefropatia es la nefropatia
diabética La nefropatia diabética se desarrolla en el 35 a
40% de los pacientes con diabetes mellitus tipo 1 y en el 10
a 60% de los paclientes con diabetes mellitus tipo 2,
dependiendo del grupo étnico que esté siendo estudiado, y es
la causa mas comin de enfermedad renal en fase terminal en
los Estados Unidos Se acepta que la nefropatia diabética es
el resultado de 1la hiperglicemia, ya sea scla o en
combinacién con otros factores, tales como hipertensién y
susceptibilidad genética a la enfermedad renal Una terapia
antihipertensiva apropiada ha demostrado reduclr
significativamente 1la mortalidad renal y, posiblemente
cardiovascular, en paclentes de diabetes mellitus tipo 1
proteinfiricos, asi como retardar la tasa de declive de la
tasa de filtracién glomerular en algunos pacientes con una
funcién renal perjudicada (Lewis et al , N Engl J Med
1993, 329, 1456-1462) Asi, el cuidado convencional de
pacientes con nefropatia diabética es un control intensivo
glicémico y una normalizacién de 1la presién sanguinea
utilizando principalmente inhibidores de 1la enzima
convertidora de angiotensina (ACE) tal como ramipril

Algunos 1inhibidores de vasopeptidasa han demostrado
exhibir un mayor efecto nefroprotector que los inhibidores
de ACE solos (Molinaro et al , Curr Opin Pharmacol 2002,
2, 131-141), tal como omapatrilat en calidad de uno de los
inhibidores de vasopeptidasa mis tempranamente desarrollados
y el mis ampliamente evaluado Chen et al (Hypertension
2001, 38, 187-191) definieron 1la accién renal del
tratamiento agudo con omapatrilat y el inhibidor de ACE
fosinoprilat, en donde omapatrilat tenia una mayor respuesta
natriurética que el inhibidor de ACE En otro estudio, el

46
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inhibidor de vasopeptidasa CGS 30440 (Novartis, Suiza) tenia
un mayor efecto protector renal que el inhibidor de ACE
benazepril (Cohen et al , J Cardiovasc Pharmacol 1998,
32, 87-95)

Se ha demostrado ahora que inhibidores de
vasopeptidasa de la férmula (I) tienen un efecto
nefroprotector superior en la tasa de excrecién de albimina
y, por lo tanto, son Gtiles para el tratamiento y/o la
prevencién de nefropatia en pacientes diabéticos y no
diabéticos, incluida la nefropatia diabética,
glomerulonefritis, esclerosis glomerular, sindrome
nefrético, nefroesclerosis hipertensiva, microalbuminuria, y
enfermedad renal de fase terminal

El efecto del compuesto (II-B} es 6-8 veceas mayor que
el observado con el inhibidor de ACE ramipril

Ejemplo 1 Disminucién de 1la proteinuria mediante
tratamiento con un compuesto de la férmula (II-B)

Se determiné la excrecién de proteina y creatinina en
la orina de ratas ZDF machos (2DF Gml fa/fa) y animales
testigo heterozigéticos (2DF Gmi -/+) de 10, 17, 27 y 37
semanas de edad En grupos adicionales, se administrd
crénicamente a ratas diabéticas ramipril (1 mg/kg/dia, en el
agua de beber) o un compuesto de la férmula (II-B) (30
mg/kg/dia, en la alimentacién) a lo largo de un periodo de
10 a 37 semanas Se sacrificé a los animales después de 37
semanas y se examinaron histolégicamente sus rificnes

4
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Tabla 1 Excrecién urinaria de albimina y creatinina en
5 ratas obesas, flacas, tratadas con ramipril y tratadas con
un compuesto de la férmula (II-B)

Albdmina AlbGmina/creatinina
Fxmm mg/kg/h mg/mmol
ISemanas 0 | 7 | 17 | 27 0 7 17 27
Grupo 1
Obeso
[Media 035|178 | 9,24 [14,23] 55,27 |404,78 975 60] 1543.25

024 100(670|769 ] 4158 |349,65(714 38| 819.04
006|028 (202|232 | 1074 | 9028 |21540]( 246,95
5|15 111 15 15 11 11

HNLE

|Me¢h 0 121]0 000[0 070[0 079]12828] 9573 | 5754 | 7313
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B 0041[0068]0 033[0051] 4206 [ 6010 [ 2772 | 4,541
EMT 0,009|0 015{0 008]0,014| 0,840 | 1344 | 0623 | 1,260
N 20 (20 | 16 | 13 | 20 | 20 | 16 13
[Ensayot  |0,000|0 00G|0,000{0 000] 0 000 | 0.000 | 0,000 | 0,000
Grupo 4
Ramipril
Media 0,24 [ 1,36 [ 6 26 [10 11] 37,31 [207,35]664.20] 1077 88

012128 471|720 17,20 [198,42]510,20| 742,86
Fu'r 0031033|142(217 | 444 [ 5123 [153 83| 22388
N |15 11|11 ] 151 16 | 11 1
me 0 122]0 338/0,242[0,208] 0,133 | 0067 | 0300 | 0 178

=
. (HH8)

'Mgdlg 02710,08(041]|139|48,56 | 1430 | 4463 | 15271
F 018|004 | 018167 | 2869 | 538 | 1647 | 17493
EMT 005]001]005{060] 749 | 139 | 497 | 5274
LI 1§ |16 | 11 | 1 15 15 1 1"

Ensayo t 0,203|0 000}0 000|0 000| 0611 | 0000 | 0000 | 0,000

Resultados histolégicos

En las tablas adjuntas se lista un resumen de 1l s
hallazgos en los rifilones después de un periodo de
tratamiento de 6 meses

Los grupos examinados fueron

Cl testigo ratas ZDF flacas
C2 testigo ratas ZDF gruesas
D1 ramipril ratas ZDF gruesas 1,0 mg/kg

D4 comp (II-B) ratas ZDF gruesas 30 mg/kg

4
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Los hallazgos histopatoldgicos observados fueron

- células Armanni-Ebstein en tdbulos renales que indican un
estado metabdlico diabético

- glomeruloesclerosis que indican una lesién del rifién
crdédnica debida a un estado metabd-
lico diabético

- Atrofia tdbulo lesidn degenerativa espontéinea
comin en rifiones

- Formaciones tidbulo lesién espontédnea comin en
rifiones

- Dilatacién pelvis lesién espontanea comin en

rifiones, considerada una anomalia
en el desarrollo heredada

Células Ammanni-Ebstein no estén presentes en ratas
testigo ZDF flacas, pero si en cualquier grupo de rata ZDF
gruesa tratada

La glomeruloesclerosis no se encontrd en ratas testigo
ZDF flacas y tampoco estaba presente en animales tratados
con compuesto (II-B) De manera correspondiente, en est s
animales se encontraron bajas incidencias de lesiones
degenerativas, atrofia de tdbulos y formaciones tubulares

En comparacién con testigos ZDF gruesos en ratas
tratadas con ramipril o MDL 100 240 no estaban presentes
diferencias en 1la incidencia de la glomeruloesclerosis o
lesiones degenerativas asocladas

Estos resultados indican que el tratamiento con el
compuesto (II-B) puede prevenir el desarrollo de
glomeruloesclerosis "diabética®™ y 1lesiones degenerativas
asocladas Las lesiones en las ratas testigo ZDF gruesas
eran miAs bien poco graves

Ademés, en animales tratados con el compuesto (II-B)
se observd una elevada incidencia de la dilatacién de la
pelvis
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EXPLICACION DE cinicos ¥ shmoros

ciDIGOS Y SIMBOLOS UTILIZADOS A NIVEL ANIMAL
K0 = grupo de sacrificio terminal

Ny
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Tabla 2 hallazgos histolégicos

NUMERO DE ANIMALES CON HALLAZGOS MICROSCOPI-
COS POR ORGANO/GRUPO/SEXO
Estado de necropsia GRUPO DE SACRIFICIO TERMINAL (KO)

SEXO Machos
Grupo de dosis
CH C2 D1 D4
N° ANIMALES POR GRUPO 12 8 9 o
DE DOSIS
Riflones N° axaminado 12 6 9 8
~céiulas Armanni-Ebatein - 8 7 8
- glomeruloesclerosis - 6 6 1
- atrofia tibulo renal - 6 9 2
- cliindros tdbulo renal 1 6 8 3
- diiatacién peivia 3 2 5 7

INCIDENCIA SUMARIA DE CLASIFICACIONES POR ORGANO/

[GRUPOISEXOD

SEXO Machos
Grupo de dosis
N° ANIMALES POR GRUPO ‘1’,:, %2 %‘ %“
DE DOSIS
Rifiones N° examinado 12 ;] 9 8
- células Armanni-Ebstein CALID 1 - 2 1 -
CALD 2| . 3 6 5
cALD 3| - 1 ] 3
TOTAL AFECTADO ; 6 7 8
GRAVEDADMEDIA | . 18 19 | 24
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- Glomeruloesclerosis CALID 1 - 1 - 1
CALID 2 - 3 4

CALID 3 - 2 2 1

TOTAL AFECTADO - 6 6 1
GRAVEDAD MEDIA - 22 23 10

- Afrofia tbulo renal CALID 1 - 2 4 1
CALID 2 - 2 4 -

CALID 3 . 1 1 1

CALID 4 - 1 - -

TOTAL. AFECTADO - 8 8 2
GRAVEDAD MEDIA - 22 17 20

Formaciones. tdbulo renal CALID 1 1 1 1 2
CALID 2 - 4 7 1

CALID 3 - 1 - -

TOTAL AFECTADO 1 6 8 3

GRAVEDAD MEDIA 10 20 19 13

Dilatacion pelvis CAD2| 3 - 1 1
CALID 3 - 1 2 5

CALID 4 - 1 2 1

TOTAL AFECTADO 3 2 5 7
GRAVEDADMEDIA | 20 35 32 30

I3
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Tabla 3 Excreciétn urinaria de albimina y creatinina en
ratas gruesas diabéticas de azicar (ZDF), ratas tratadas con
ramipril y ratas tratadas con un compuesto de la férmula
(II-B) partiendo de un animal de 6 meses de edad Las ratas
ZDF son un modelo de diabetes tipo II

Albimina/creatinina

mg/mmol

Basal mm]&._.
Placebo
ratas ZDF
media 133099 [106825 |1193 47 |
s 70755 |778681 63310
EMT 23023 |(22482 (18276
N 12 12 12
Comp (1I-B)
ratas ZDF
media 133099 [13508 [10086
[ 79755 (4028 |50,27
EMT 230,23 [1163 [17 11
N 12 12 12
Ramipril
ratas ZDF
media 133099 [124050 [841 69
[] 79755 1103803 |1124 24
EMT 23023 (299,07 [324 54
N 12 12 12

\
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Ejemplo 2

Se determiné la excrecién de albimina y creatinina en
ratas Goto-Kakizaki (GK) Las ratas GK son un modelo de
diabetes tipo II Se dej6é un grupo sin tratar y uno se tratd
con el inhibidor de ACE/NEP de la férmula (II-B) y un grupo
se tratd con el inhibidor de ACE ramipril

Tabla 4 Excrecién urinaria de albimina y creatinina en
ratas GK, ratas tratadas con ramipril y ratas tratadas .con
un compuesto de férmula (II-B) partiendo de un animal de 6
meses de edad
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Albiimina/creatinina
mg/mmol
6
| samanas | 12 m:'gn

Placebo

GK
media 10395 |32037 |[1183 19
8 7142 |230,17 (63774
EMT 20,62 66 44 184,00
N 12 12 12
Comp (Ii-B)
ratas GK
media 10395 [1770 [24,28
s 71,42 8,01 14 41
EMT 20,62 1,74 4,16
N 12 12 12
Ramipril
ratas GK
medla 10385 (16171 |244 89
S 71,42 11242 (14800
EMT 20,62 325 44 0
N 12 12 11

Ejemplo 3

Se determiné la excrecién de albimina y creatinina en
rastas Wistar Se dejé un grupo sin tratar, uno se tratd con
el inhibidor de ACE/NEP de £6rmula (II-B) y un grupo se
tratd con el inhibidor de ACE ramipril Las ratas Wistar son
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no diabéticas y desarrollan proteinuria y lesiones
estructurales del rifibn durante la vida de adulto Las ratas
Wistar son, por lo tanto, un modelo de nefropatia no
diabética

La figura 1 muestra la nefropatia no diabética
relacionada con la edad en ratas Wistar tratadas con placebo
(el rifibn de una rata placebo exhibe lesiones tidbulo-
instersticiales moderadas (formaciones proteinicas en 1los
tdbulos, infiltracién celular inflamatoria, tdbulos
baséfilos))

Tabla 5 Excreciétn urinaria de alblmina y creatinina en
ratas Wistar, ratas tratadas con ramipril y ratas tratadas
con un compuesto de la férmula (II-B) partiendo de un animal
de 6 meses de edad

3
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Alblimina/creatinina
mg/mmol
Basal th 12 somanas

Placebo

ratas Wistar

medla 13045 [14982 1290 10
S 28553 123112 265689
EMT 80,28 |6410 173,60
N 10 13 13
Comp. (I-B)

ratas Wistar

(media 13045 (1807 [21,21
S 28553 [17,64 |2849
EMT 8029 |489 8,18
N 10 13 13
Ramipril

ratas Wistar

media 13045 |184,27 [188 40
3 28553 171,87 (148,47
EMT 80,20 (4062 [4228
N 10 12 12

\¥'s

En el modelo no diabético, el compuesto de la férmuila

(II-B) muestra un efecto nefroprotector significativamente

5 mayor que ramipril segin se determina por el grado de
proteinuria

ENFERMEDADES RELACIONADAS COMN LA EDAD
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La incubacién de proteinas o lipidos con azficares
aldosa resulta en una glicacién no enzimitica y en 1la
oxlidacién de grupos amino en proteinas para formar aductos
Amadori Con el tiempo, los aductos sufren unas
redisposiciones adicionales, deshidrataciones y reticulacién
con otras proteinas para formar complejos conocidos como
productos finales de glicosilacién avanzada (AGEs) La
formacién de AGEs también se puede describir como reacciones
de Mailllard Factores que fomentan la formacidén de AGEs
incluian un cambio retardado en las proteinas (por ejemplo
como en amiloldosis), acumulacién de macromoléculas con un
alto contenido en lisina y altos niveles de glucosa en
sangre (por ejemplo como en el casc de diabetes) (Hori et
al , J Biol Chem 270 25752-761, (1995)) Los AGEs han
estado implicados en una diversidad de trastornos, incluidas
complicaciones asociadas con diabetes y el envejecimiento
normal

Los AGEs exhiben una unién especifica y saturable a
receptores de la superficie celular en células endoteliales
de la microvasculatura, monocltos y macréfagos, células de
la musculatura lisa, células mesenglales y neuronas El
receptor de los productos finales glicados avanzados (RAGE)
e? un miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas de
moléculas de la superficie celular

Niveles incrementados de RAGE se encuentran en tejidos
en envejecimiento (Schleicher et al , J Clin Invest 1997,
99, 457-468) y en la retina, vasculatura y rifién diabéticos
(Schmidt et al , Nature Med 1995, 1002-1004) La activacién
de RAGE en diferentes tejidos y érganos conduce a un cierto
nimero de consecuenclas patofisioclégicas RAGE ha estado
implicado en una diversidad de estados que incluyen
inflamaciones aguda y crénica (Hofmann et al, Cell 1999, 97,
£89-901), el desarrollc de complicaciones tardias diabéticas
tales como una permeabilidad vascular incrementada, nefropa-
tia, aterosclerosis y retinopatia por acumulaciédn de AGEs en

N§
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los rifiones y otros tejidos (Singh et al , Diabetologia
2001, 44, 129-146), asi como en la enfermedad de Alzheimer
{Yan et al , Nature 1996, 382, 685-691), disfunclédn eréctil,
invasién y metéstasis de tumores (Taguchi et al , Nature
2000, 405, 354-357)

Es conocido que el inhibidor de ACE ramipril influye
sobre los niveles en suero de productos finales de glicacién
avanzada en pacientes de alto riesgo con una enfermedad
arterial coronaria resultados procedentes de un estudio
HOPE (B Kihovd, EM Hjerkinn, I Seljeflot, T J Berg,
A A Reikvam)

Se ha encontrado ahora que compuestos de la férmula
(I) reducen significativamente la acumulacién de AGEs en los
rifiones y en el corazén Por lo tanto, compuestos de la
férmula (I) son Gtiles para la prevencién y/o el tratamiento
de enfermedades metabdlicas asociadas con productos finales
de glicacién  avanzada, especlalmente complicaciones
diabéticas tales como neuropatia diabética, nefropatia
diabética, retinopatia diabética, infarto de miocardio,
cataratas y cardiopatia diabética

Los valores AGE del rifidn se determinaron mediante
andlisis de la mancha puntual (Stracke et al , Exp Clin
Endocrinol, Diabets 2002, 109, 330-336) y cromatografia
liquida de alta resolucién de fase inversa o RP-HPLC (Drusch
et al , Food Chem 1999, 65, 547-553)

El tratamliento de ratas diabéticas con un compuesto de
la férmula (II-B) normaliza los valores de AGE en el rifién
(CML), el tratamiento con M 100 240 disminuye significativa-
mente el valor CML

Ejemplo 4 Andlisis de la mancha puntual
Muestras de rifién para andlisis de la mancha puntual

se obtuvieron de ratas ZDF machos de 17 semanas de edad,
ratas testigo y ratas ZDF tratadas durante siete semanas con

Y
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30 mg/kg/d de compuesto (II-B) y 35 mg/kg/d de MDL 100 240
Se sacrificé a tres animales de cada grupo, los rifiones se
retiraron e inmediatamente se congelaron en nitrégeno
liquido La molienda del rifin se efectud en nitrégeno
liquido utilizando un molino congelador (Freezer 6750, C3
Analysetechnik GmbH) 10 mg de muestra de rifidSn se
disolvieron en 1 ml de solucién salina tamponada con fosfato
(PBS que contenia 0,5 g/l de Tween 20, PMSF 0,5 mM, 1
Hg/ml) La solucién se tratd dos veces durante cinco
segundos con un disruptor de células ultrasénico (45% de
potencia, Bandolin Sonoplus HD 2070), se centrifugdé durante
20 minutos a 4000 rpm y el material scbrenadante se utilizd
para el andlisis de la mancha puntual La membrana de
nitrocelulosa se colocd en el aparato de la mancha puntual y
se lavéd dos veces con 100 pl de TBS/pocillo Para cada
muestra, 10 ug de proteina (la concentracién de proteina de
las muestras se determiné con el andlisis de proteinas DC,
Bio Rad) se diluyeron en 100 ul de TBS y se cargaron sobre
la membrana de nitrocelulosa (Amersham) La membrana se
incubé durante una noche en TBST (Tris 20 mM, NaCl 137 mM,
Tween 20 al 0,05% v/v) con leche en polvo no grasa al 5% a
41C y se incubé durante 1 hora a la temperatura ambiente
utilizando la siguiente concentracién de anticuerpos anti-
CML 011 (Biologo) 0,25 ug/ml, anti-CEL (Biologo) 0,25 pg/ml
y anti-pentosidina 012 (Biologo) 0,25 pg/ml Después de un
lavado extenso en TBST con leche en polvo no grasa al 5%,
las membranas se expusieron a anticuerpos IgG anti-ratén
marcados con peroxidasa alcalina (Dianova) durante una h ra
a la temperatura ambiente Las membranas se lavaron de nuevo
Yy se expusieron al sistema de deteccién de
quimiofluorescencia reforzade (Amersham) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante La fluorescencia zrelativa se
determiné con el Fluor~Imager 595 (Molecular Dynamics) y se
cuantificé wutilizando el software Image-Quant Los
resultados se expresaron en fluorescencia relativa (rf)

(4o
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Tabla 6 Valores del subtipo de AGE CML en el rifién de ratas

30

ZDF de 17 semanas de edad,
5 tratadas con compuesto (II-B) o MDL 100 240

ratas testigo y ratas 2DF

fonas de reime de 17 n medis EMT enswyo t
3".."5'1'1"'"""'" d*10% | rf+10°

coniral fiaco 3 32.20 122

rats ZDF 3 4514 323 001980
ZDF comp. (I-8) 3 3262 034 00182
ZDF MDL 100.240 3 38 67 138 0 1389

Tabla 7 Valores del subtipo de AGE CEL en el rifnén de ratas

10 ZDF de 17 semanas de edad,

ratas testigo y ratas ZDF
tratadas con compuesto (II-B) o MDL 100 240

rifiones de retas de 17 n media EMT
Serne do edad d*10% | f*10°
control flaco 3 54 40 255
ratas ZDF 3 6130 112
ZDF comp. (I-B) 3 50 24 046
ZDF MDL 100.240 3 52 60 116

15 Tabla 8 Valores del subtipo de AGE pentosidina en el rifién
de ratas ZDF de 17 semanas de edad,

ratas testigo y ratas

ZDF tratadas con compuesto (II-B) o MDL 100 240
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dﬂu..d%::::::; n meadia EMT
peniosidina 012 f*10% | ~10°
|control flaco 3 5278 1865
ratas ZDF 3 56 01 124
ZDF comp. (I-B) 3 44 09 161
ZDF MDL 100.240 3 40 70 275

Los valores del subtipo de AGE CML son
significativamente mayores en rifiones de ratas 2DF en
comparacién con ratas testigo (p<0,05) Para los subtipos de
AGE CEL y pentosidina no pudo mostrarse ninguna diferencia
significativa en las ratas ZDF y testigo Ratas ZDF tratadas
con un compuesto de la férmula (II-B) muestran valores AGE
significativamente menores para el subtipo AGE CML, CEL y
pentosidina (p<0,05) en comparacién c¢on ratas 2ZDF n
tratadas Valores AGE menores para los subtipos CEL vy
pentosidina también se pueden determinar en ratas Z2ZDF
tratadas con MDL 100 240 (p<0,01)

Ejemplo 5 Cromatografia liquida de alta resolucliédn de fase
inversa (RP-HPLC)

Muestras de rifidn y corazédn para el andlisis de RP-
HPLC se obtuvieron de ratas ZDF machos de 17 semanas de
edad, ratas testigo y ratas 2ZDF tratadas durante silete
semanas con 30 mg/kg/d de compuesto de la férmula (II-B) y
35 mg/kg/d de MDL 100 240 Se analizaron dos animales de
cada grupo Las moliendas del rifiébn y del corazén se
efectuaron en nitrégeno liquido wutilizando un molino
congelador (Freezer 6750, C3 Analysetechnik GmbH) La
hidrélisis de las muestras de organocs se efectué con acido
clorhidrico (HCl) é M a 1101C durante 12 horas La

X'
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derivatizacién de muestras con o-ftaldlaldehido (OPA) y RP-
HPIC se efectud seglin se describe en Drusch et al , Food
Chem 1999, 65, 547-553

Tabla 9 Valores del subtipo de AGE CML en el rifién de ratas
ZDF de 17 semanas de edad, ratas testigo y ratas ZDF
tratadas con compuesto (II-B) o MDL 100 240

G wmada | | |SrGmeds| aur
17 semanas de [animales} [%]
edad

ZDF placebo 2 100 027
rnmml flaco 2 84 119
comp (1FB) 2 55 383
MDL 100.240 2 60 1015

Tabla 10 Valores de los subtipos de AGE CML en el rifién de
ratas ZDF de 37 semanas de edad, ratas testigo y ratas ZDF
tratadas con un compuesto de férmula (II-B) o MDL 100 240
Los valores con p<0,05 se consideraron significativos
{(*p<0,05, **p<0,01)

RP-HPLC n conc media | EMT ensayot| sign
g;nnasdam:sdo (animates) | %0 CMEDR | o

|ocad

ZDF placebo 2 100 200 0010 :
control flaco 2 70 017

ZOF comp (11-B) 2 ~ 58 448 0014 v
ZDF MDL 100.240 2 03 477 0208
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Tabla 11 Valores de los subtipos de AGE CML en el corazén
de ratas 2ZDF de 37 semanas de edad, ratas testigo y ratas
ZDF tratadas con un compuesto de férmula (II-B) o MDL
100 240 Los valores con p<0,05 se consideraron
significatives (*p<0,05, **p<0,01)

RPHPLC o ratas n m r:-nl:]l EMT ensayot | sign

de 37 semennsde | [Snimaies] [%]

odad

ZDF placebo 2 100 3.74 0015 .
flaco 2 32 728

ZDF comg. (I-8) 2 26 1095 0025 g

ZDF MDL 100240 2 86 320 0022 .

Ratas 2ZDF muestran una concentracién de CML
significativamente mayor en el rifibn de ratas de 17 y 37
semanas de edad y en el corazén de ratas de 17 semanas de
edad en comparacién con ratas testigo (p<0,05) El
tratamiento con un compuesto de la férmula (II-B) reduce la
concentracién de CML en el rifién de ratas ZDF de 17 y 37
semanas de edad, asi como la concentracién de CML en el
corazén de ratas ZDF de 17 semanas de edad MDL 100 240
reduce también la concentracién de CML en el rifién y corazén
en ratas ZDF de 17 semanas de edad, pero no en el rifién de
ratas ZDF de 37 semanas de edad

RESISTENCIA A INSULINA

Los compuestos de la férmula (I} muestran también una
actividad sensibilizante a insulina La accién profilédctica
de los compuestos de la férmula (I) tras nefropatia -es
también indicativa de que se puede esperar que un agente
sensibilizante a insulina prevenga, invierta, estabilice o

€<t



10

15

20

25

30

35

34

retarde la progresién de microalbuminuria en albuminuria
Esto se debe a que se considera que la microalbuminuria es
un adivino de la futura nefropatia, especialmente en pacien-
tes con una evidencia clinica de un sindrome de resistencia
a insulina pre-diabético, al que alternativamente se alude
como sindrome X

Hasta la fecha no se ha examinado el uso de
inhibidores de ACE ¢ de vasopeptidasa para el tratamiento de
la resistencia a insulina

Se ha encontrado ahora que compuestos de la férmula
(I) reducen significativamente las concentraciones de
glucosa en sangre y los valores HbA:ic y, con ello, reducen
la resistencia a insulina HbA;c es una medida de valores de
glucosa a largo plazo HbAc glicado es un AGE tempran , un
denominado producto Amadori

El efecto de un compuesto de la férmula (II-B) sobre
HbA;c y el valor de glucosa en sangre es similar a M
100 240, y ambos compuestos muestran valores menores que el
inhibidor de ACE ramipril

Ejemplo 6 Andlisis de glucosa en sangre y HbAj;c en ratas
ZDF

La glucosa en sangre y HbAic se midieron en ratas
gruesas diabéticas Zucker machos de diecisiete semanas de
edad (Genetlic Model Inc ), ratas testigo (Genetic Model
Inc ) y ratas ZDF machos tratadas durante siete semanas con
30 mg/kg/d de compuesto de la férmula (II-B), 35 mg/kg/d de
MDL 100 240 y 1 mg/kg/d de ramipril En cada grupo se
analizaron quince animales

Las muestras de sangre para la determinacién de
glucosa se obtuvieron de ratas ZDF utilizando tubos de
muestreo convencionales En el espacio de 30 minutos de la
recogida, las muestras se separaron de las células por
centrifugacién La determlnacidén cuantitativa de la glucosa

éJ



10

15

20

25

35

en sangre en suero se efectud con un ensayo enzimitico in
vitro de Roche Diagnostics GmbH (Glucoquant, Roche
Diagnostics GmbH) utilizando el analizador de quimica
clinica automatizado Boehringer Mannheim/Hitachi 912

Para obtener muestras de sangre para la determinaclén
de HbAj;c, se utlilizaron tubos capilares desechables Los
valores HbA)c se obtuvieron de muestras de sangre entera
hemolizada con un inmuncensayo de la inhibicién
turbidimétrica (Tina-quant, Roche Diagnostics GmbH) y las
concentraciones de hemoglobina se determinaron en un segundo
canal en un analizador de quimica clinica automatizado
(Boehringer Mannheim/Hitachi 912) La concentracién de HbA;c
en porcentaje se calculdé a partir de la relacién HbAj)c a
hemoglobina total

Tabla 12 Concentracién de glucosa en sangre en ratas ZDF de
10 y 17 semanas de edad, ratas testigo y ratas 2ZDF tratadas
con compuesto (II-B), MDL 100 240 y ramipril

gicosaen| ratesZDF| control ZDF ZDF ZDF
sangre Comp (+B)| Ramipil |MDL100.240
feemanag)] 10 | 17 | 10 | 97 | 0 | 17 | 10 [ 17 | 10 | 17
medafvM] |1102]|2068] 732 | 804 106721 00|11 74 |27 33| 10.37 | 19 74|
EMT [mM) 1741 132|015 (034 | 140|278 | 148 [ 175|140 (210
nfanimate) | 15 | 15 | 20 | 20 | 15 | 15 | 15 | 15 | 16 | 16
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Tabla 13 Valores HbA;c en ratas 2DF de 10 y 17 semanas de
edad, ratas testigo y ratas ZDF tratadas con compuesto (II-
B), MDL 100 240 y ramipril

HbAqc ratas ZDF | control Z0F 2DF | 2OF
Comp (I-B)| Ramiprd |MDL100 240
oded 10 | 17 | 10 | 17 | 10 | 17 | 0 | 17 | 10 | 17
meda] |614 |DOB | 440 4062 | 500 824 | 560 048 (560 | 719
DTN 022 042|002[002Z|016/071 014|052 015|048
nfekmaia] | 15 | 15 | 20 | 20 | 14 | 16 | 15 | 16 | 16 | 15 |

La concentracién de glucosa en sangre y los valores
HbAj;c son significativamente menores en los animales testigo
en comparacién con las ratas ZDF (p<0,0l) Las ratas ZDF
machos de 17 semanas de edad tratadas con MDL 100 240 o
compuesto (JI-B) muestran también una concentracién de
glucosa en sangre y valores HbA;c significativamente men res
en comparacién con las ratas ZDF tratadas No puede
demostrarse ninguna diferencla significativa en cuanto a la
glucosa en sangre o HbA;c en ratas ZDF de 17 semanas de edad
tratadas con ramipril en comparacién con las ratas ZDF no
tratadas

DISFUNCION EMDOTELIAL ¥ PLACAS ATEROSCLEROTICAS

En el modelo de conejo aterogénico (conejos White New
Zealand fueron alimentados con colesterol al 0,25% més
aceite de coco al 3%) se demostré que incluso un <orto
periodo con una dieta aterogénica de 6 semanas ya conduce a
una disfuncién endotelial sostenida, a pesar de que después
de ello los animales recibieron durante 3 meses una dieta
normal En todos los experimentos conocidos los animales
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fueron alimentados constantemente durante todo el tiempo con
una dleta aterogénica y tenian niveles de colestercl
extremadamente altos no fisiolégicos, no equiparables con la
situacién en seres humanos

La disfuncién endotelial asi como 1los <cambios
aterogénicos en los vasos sanguineos fueron ambos prevenidos
€ invertidos mediante tratamiento con el inhibor de ACE/NEP
del compuesto de la férmula (II-B), Iinvesatigados por vez
primera y mostrados en comparacidén directa con el inhibidor
de ACE, ramipril Como medida de la disfuncién endotelial
servia la relajacién dependiente del endotelio sobre anillos
adérticos aislados de los conejos, asi como la liberacién de
6xido y superdxido nitrico a partir de 1las células
endoteliales

Ejemplo 7 Efectos del tratamiento a large plazo con el
inhibidor de ACE/NEP del compuesto de la férmula (II-B)
sobre la disfuncién endotelial y placas atercoesclerdticas en
conejos alimentados con una dieta aterogénica

Grupos

Convencionales dieta normal durante 18 semanas

Aterogénicos dieta aterogénica durante 18 semanas (aceite
de coco al 3% + colesterol al 0,25%)

Dieta variada (Var ) dieta aterogénica durante 6 semanas +
dieta normal durante 12 semanas

Dieta variada + ramipril dieta aterogénica durante 6
semanas + dieta normal durante 12 semanas + ramipril

Dieta varlada + compuesto (I1I-B) dieta atercgénica durante
6 semanas + dieta normal durante 12 semanas + comp (II-B)

Tabla 14 Relajacién de los anillos aérticos por
acetilcolina (ACh) en 4 concentraciones incrementadas (107°
mol/l, 1077 mol/l, 10 mol/l y 10 mol/l) después de
estimulacién precedente por parte de fenilefrina (1077

66
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mol/l) (datos en %, x Yy EMT)
ACh [10¥ molL 107 mollL 109 moliL 10° mol/L
Grupos
Distanormal 11652155 |6208t308 |[75642283 |[8381%33
Dista aterogénical2 18 £ 1,23 7072276 118212388 |1249+41
%t gt RE
Dieta var 1076+£228 (43331357 (6348+289 |[6D41:282
t T#° TH*
Var +Ramipd [1308+£222 |51862443 |T734237 83731403
Vu'mp(ll-a419.9:|:3.40 50821643 |764:6,38 8089+ 682
* p<0,05 frente a dieta variada,
# p<0,05 frente a dieta normal,
1 p<0,05 frente a Var + Ram
t+ p<0,05 frente a Var + comp (II-B)

Tabla 15 Datos de NO y superdxido (0z") (en nmol/l,
EMT')
Grupos NO (nM) 0z (nM)
Dieta normal 306,71+3616 “ | 2041588
D aterogénica | 167,77 £ 3085 52,12+706 #
Dieta var 17430+ 2544 3586+749
Var +Ramipril | 36831+4225 * (480027901 #
Var +comp (II-B)| 329 18£3010 * | 30 18 1 6,00
+ p<0,05 frente a dieta variada, frente a
aterogénica,

# p<0,05 frente a dieta variada,

frente a dieta variada + comp

frente a dieta noral,
(II-B)
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NO y Oz son marcadores de la funcidén endotelial son
benefliciosos una relajacién incrementada y niveles de NO,

mientras que la formacién de Oz incrementada inhibe los
efectos beneficiosos de NO

+O
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1l - Uso de un compuesto de férmula (I)

B,

Iz
O

SR, 07 oR,
(1)

en donde

A = H, alquilo Ci~Cy, CH20CH,CH20CH3, -{alquil C;-C4)-arilo,

R; es hidrégeno, —-CHz0C(O)C(CHs3)s, © un grupo acilo,

Rz es hidrégeno, -CHz0~C(0O)C(CHi)a, un alquilo C;-Cs, arilo,
-(alquil C;—Cq)-arilo, o difenilmetilo,

X es -(CH2)s, en donde n es un nimero entero 0 o 1, -S-, -0~

!

//0
Ra —Ry
oo T
N- 0 -N-

en donde R; es hidrégeno, un alquilo C;-C4, arilo o aril-
(alquilo Ci1-C4), y R4 &8s -CF3;, alquilo C;-Cy, arilo o aril-
(algullo Ci-C4) .,

Bp y Bz, cada uno 1independientemente, son hidrégeno,
hidroxi, -ORs, en donde Rs es alquilo C;-C4, arilo o -{alquil
C1~C4)-arilo, o en los casos en que B; y Bz estén unidos a
dtomos de carbono adyacentes, By, y Bz pueden ser tomados

#
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juntos con dichos Atomos de carbono adyacentes para formar
un anillo de benceno o metilendioxi,
para el tratamiento y/o profilaxis de nefropatia en
paclentes diabéticos, o
para el tratamiento y/o profilaxis de nefropatia en
pacientes no diabéticos, o
para el tratamiento y/o profilaxis de resistencia a insulina
o enfermedades metabbdlicas asocladas con productos finales
de glicacién avanzada, o
para el tratamiento y/o profilaxis de aterosclerosis vy
disfuncién endotelial

2 - Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde
el compuesto de la férmula (I) se caracteriza por un
compuesto de la férmula (II)

SR, 07 oR,

y R1 es acetilo

3 - Uso de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde R;
es hidrégeno

4 - Uso de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde B
y/o Ba son hidrégeno

5 - Uso de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde X
es -CHz

6 - Uso de acuerdo con la relvindicacién 1, en donde
el compuesto de la férmula (I) se caracteriza por un
compuesto de la férmula (II-A)

>2
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N
SR, O

0™ "OH (U-A)

en donde R, es acetilo o hidrégeno

5 7 - Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde
el compuesto de la férmula (I) se caracteriza por un
compuesto de la férmula (II-B)

(1-B)

10
8 - Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde
el compuesto de la férmula (I) se caracteriza por un
compuesto de la férmula (II-C)

*3
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d

SH o

9 - Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde
el compuesto de la fébrmula (I) se caracteriza por un
compuesto de la férmula (III)

Y

y R; es acetilo

10 - Uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en donde
R1 es hidrdégeno

11 - Uso de acuerde con la reivindicaciédn 9, en donde
By, y/o Bz son hidrégeno

12 - Uso de acuerdo con la reivindicaciétn 9, en donde
X es -CHz

13 - Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde
el compuesto de la férmula (I) se caracteriza por un
compuesto de la férmula (III-A)

()

2



44

%
Ry 0% o

en donde R; es acetilo o hidrégeno
14 - Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde
5 el compuesto de la férmula (I) se caracteriza por un
compuesto de la férmula (III-B)

(I-A)

(in-8)

10 15 - Uso de acuerdo con la reivindicaciédn 1, en donde
el compuesto de la férmula (I) se caracteriza por un
compuesto de la férmula (III-C)

%
gﬁ” o
0” "OH

(ni-c)

74
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La 1invencién describe el uso de inhibidores de
vasopeptidasa de la férmula (I)

(I)

para el tratamiento y/o profilaxis de nefropatia en
pacientes diabéticos o no diabéticos, incluida la nefropatia
diabética o no diabética, glomerulonefritis, esclerosis
glomerular, sindrome nefrético, nefroesclerosis
hipertensiva, microalbuminuria o enfermedad renal de fase
terminal, o resistencia a la insulina o de enfermedades
metabdlicas asociadas con productos finales de glicacién
avanzada tales como complicaciones diabéticas, neurocpatia
diabética, nefropatia diabética, retinopatia diabética,
cataratas, infarto de miocardio y/o cardiomiopatia
diabética, o aterosclerosis o disfuncién endotelial

]
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D Bax No. VIII (i) Declaration as to the spphicant s entitlement, as at the internationat filing
date, to ¢lxim the priarity of the earlier application
D Box Ne. VI (iv) Declaration of inventonihip (anly for the purposes of the designation of
the United States of America)
D Box No. Vil {¥) Declarslion as to non-prejudicinl disclosures or exceptions to Iack of
novelty
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT

(PCT Article 36 and Rule 70)

S 2

AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GMBH

Applicant’s or agant's flle referance See Nottfication of Tmnamitial of intemational
20020044 FOR FURTHER ACTION Preliminary Examination Raporl {Form PCTAPEAM18)
intemational application No. Intenational fiing date (dayinonthiser) Priortty dale (day#nonthear)
PCTEP 0306276 1306 2003 28 .06 2002

Intlomational Paient Classification (IPC) or both national classification and IPC

AB1K3155

Agplicant

2  This REPORT consists of a total of 6 sheets. Including this cover sheset

1 This Intemational preliminary axamination report has been preparsd by this Intemational Preliminary Examining
Authority and Is tranamitted to the applicant according to Article 38

OO Thie report s also accompanied by ANNEXES. e sheets of the description claims andbr drawings which have
been amended and are the basis for this report andbr sheets containing rectifications made before this Authority
{see Rule 70 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT).

These annexes consist of a total of sheets

3  This report contains Indications relating to the following ltems

| [ Basisof the opinion
- N O Prorty
% i & Non-astablishment of opinion with regard to novelty Inventive step and Industrial applicabliity
Iv. 0O Lackof unity of nvention
V B Reasoned statement under Rule 66 2(a)il} with regard 1o novelty inventive step or industrial applicability
clations and explanations supporting such statement
VI 0O Certain documents cited
VIl O Certain defects in the intemational application
Vil O Coertain observationa on the interational application
Date of submission of the demand Data of completion ot this report
14 01 2004 22 07 2004
Name and /nalling addrees of the Intemational Authorized Officar
pretiminary axamining authority f“\
European Patent Office \
D-80268 Munich Laffargue Haak T 1 i
Tel +46 BB 2398 0 Tx. 523858 epmu d Y
Fax +40 89 2309 4485 Talephone No. +49 89 2399 8009 ~——

Form PCTAPEA/409 (Cover Shest) (January 2004}
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INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Intemational applicaton No PCT/EP 0306276

Basis of the report

1 With regard to the elements of the intemational application (Replacemant sheets which have been fumished to

the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in this report as onginally filed'
&and are not annexed to this raport since they do not contain amendments (Rules 70 16 and 70 17))

Description, Pages
130 as oniginally filed

Claims Numbers
115 as onginally filed

Drawings, Sheesis
1 as originally filed

With regard to the language all the elements marked above were available or fumished to this Authortty in the
language in which the intemational application was filed unless otherwise indicated under this tem

These elements were available or fumished to this Authonty in the following language which Is

O the language of a translaton furnished for the purposes of the international search (under Rule 23 1(b))
0O the language of publication of the international application (under Rule 48 3(b))

O the language of a translaton fumished for the purposes of intemational preliminary examination (under
Rule 55 2 and/or 55 3)

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the intemational application the
international preliminary examination was carmed out on the basis of the sequence listing

contained in the interational application in written form

filed togethar with the international application in computer readable form
furmished subsequently to this Authority in written form

furnished subsequently to this Authority in computer readable form

The statement that the subsequently furmished written sequence listing does not go beyond the disclosure
in the iternational application as filed has been fumished

The statement that the information recorded in computer readable form s identical to the wrtten sequence
listing has been fumnished

O ocoOoagaao

The amendments have resuited in the cancellation of

O the descnption pages
O the claims Nos
O the drawings sheets

Form PCTAPEA/408 (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINA_TION REPORT International applicaton No  PCT/EP 0306276

5 O Thie report has been established as if (some of) the amendments had not been made since they have
been considered to go beyond the disclosure as filed (Rule 70 2{c))

(Any replacement sheet containing such amendmenis must be referred to under item 1 and annexsed 1o this
report)

6 Additional observations. if necessary

Il Non-sstablishment of opinion with regard to novelty inventive step and industrial applicability

1 The questions whether the claimed invention appears to be navel to invoive an inventive step (to be non
obvious) or to be industnally applicable have not been examined in respect of

¥ the entire intamnational application
O claims Nos
because

¥ the said intemational application or the sald claims Nos 1 15 (IA only see separate sheat) relate to the
following subject matter which does not require an intemational preliminary examination (specify)

ses separate shest

1 the description claims or drawings (indicate particular elementis below) or said claims Nos are so unclear
that no meaningful opinion could be formed (specify)

O the claims or said claims Nos are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed

O no intemational search repornt has been establishad for the said claims Nos

2 A meaningful intemational preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/

or amino acid sequencae listing to comply with the standard provided for in Annex C of tha Administrative
Instructions

O the writien form has not been fumished or does not comply with the Standard

O the computer readable form has not been furnished or does not comply with the Standard

V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty inventive step or industrial applicability

cltations and explanations supporting such astatement

1 Statement
Novelty (N) Yas Claims 115
No Clams
Inventive stap (IS) Yas Claims
No Clams 115
Industnal applicability (IA) Yos Clams 1 15 see separate shaet

No Claims

2 Citations and explanations

Form PCTAPEA/4Q9 (January 2004}
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational application No PCT/EP 03/06276
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

]| Non-establishment of opinlon with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

Claims 1 15 relate to subject matter considered by this Authorty o be coveared by the provisions of Rule
67 1(v) PCT Consequently no opinion will be formulated with respect to the industnal applicability of the
subject matter of these claims (Article 34{4)(a)(i) PCT)

v Reasoned statement under Rule 66.2(a)(ii) with regard to novslity, inventive step or industriai
applicabliity

Novelly

The present opinion has besn drafted on the basis that the priority is deemed to be validly claimed The
documents indicated in the Intemnational Search Report with P X are thus not taking into account

inventive step

D6 and D7 summarise the effects of several dual ACE / NEP inhibitors on renal disease The difference with
tha prasent claims lie in the Markush formulae The technical problem ta be solved 1s seen in the provision
of altemative treatments for nephropathy or atherosclerosie (for the other indications see below VIl} The
claimed solution consisis of the use of compounds according to formula | Il or lil The application documents
only contain experimental data concerning the use of compounds having formuia 1l and there is thus no
evidence that the technical problem is solved over the whole area claimed in particular when compounds
according to formula | or lll are used In addition the expenmental data compare a compound of formula Il B
with ramipril an ACE inhibftor instead of the companson with other dual ACE / NEP inhibitors of the closest
prior art (D6 D7) For these reasons the present claims 1 15 are not considered to involve an inventive step
in the sense of Art. 33(1) PCT

industnal appicability

For the asseasment of the present claims-15 on the question whether they are industrially applicable no uni
fied critenia exist in the PCT Contracting Statese The patentability can also be dependent upon the formulation
of the claims The EPO for example does not recognize as industnally applicable the subjact matter of claims
to the use of a compound in medical treatment, but may allow howaver claims to a known compound for first
use in medical treatmant and the use of such a compound for the manufacture of a medicament for a new
medical treatment

Present claims 1 15 are unclear {Art 6 PCT} insofar they relate to the “treatment and/or prophylaxis of insulin
resistance or metabolic diseases associated with advanced glycation end products or endothelial
dysfunction These featuras are NOT considered to be diseases such as those listed in the Intemational
Classification of Digeases (ICD) iasued by the WHO

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 1) (EPO-April 1987)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intermnational application No PCT/EP 03/06276
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Clted documents

Documents of the ISR are numbered D1 D7 according to the order of appearance Unless specified
otherwise reference is mads to the passages cited in the ISR

D1 WO 02/083671 A (AVENTIS PHARMA GMBH) 24 October 2002 (2002 10 24)

D2 SCHAFERS AFKHAMF RUTTENH BLEICHM BUSCH AE LINZW Charaktensierung der
hypertensiven Nephropathy in spontan hypertensiven Rattem Effektive Tharapie durch den ACE
Hemmaer Ramipril und den Vasopeptidase-Hemmer AVE7688 89 FRUHJAHRSTAGUNG 2003
DER DEUTSCHEN GESELLSCHAFT FUR KARDIOLOGIE HERZ UND
KREISLAUFFORSCHUNG 24 Apnl 2003 (2003-04 24) 26 April 2003 (2003-04-26)
XP002259328 Mannheim

D3 AFKHAMF ET AL Late long-term treatment with the ACE inhibitor ramipnil and the vasopeptidase
inhibitor AVE7688 improves endothelial function and increases survival in old SHR NAUNYN
SCHMIEDEBERG S ARCHIVES OF PHARMACOLOGY vol 367 no Supplement 1 March 2003
(2003-03) page R71 XP002258328 44th Spring Meeting of the Deutsche Gesellschalft fuer
Expenmentelle und Klinische Pharmmakologie und Mainz, Germany" March 17 20 2003 ISSN 0028-
1208 (ISSN pnnt)

D4 HAHN ALEXANDRA Effekte einer chronischen Behandiung mid dem ACE Inhibitor Ramipnl dem
ACE NEP Inhibitor AVE 7688 sowie in Kombination mit dem B2 Rezeptor Antagonisten HOE 140 in
adutten diabetischen und nicht diabstischen Ratten DISSERTATION TIERARZLICHE
HOCHSCHULE [Online] 26 May 2003 (2003-05-26) pages 1 175 XP002258330 Hannover
Retrieved from the Intemet URL httt /elib tiho-hannover de/dissertat ions/hahna_2003 pdf>
[retrieved on 2003 10-27]

D5 WECKLER NADINE Effekte ener chronishen Behandiung mit dem ACE NEP Inhibitor AVE 7688
und Ramipril auf die endotheliale Dysfunktion am Modell des aterrogen gefutterten Kaninchens
DISSERTATION JUSTUS LIEBIG UNIVERSITAT GIESSEN [Online] 22 Novembar 2002 (2002
11 22) pages 1 110 XP002258331 Retnieved from tha Intemet URL http.//bibd uni
giesssen de/gdoc/2002/ un/do20162 pdf> [retrieved on 2003-10-27]

D8 MOLINARO GIUSEPPE ET AL 'Vasopeptidase inhibitors A new class of dual zinc
metaliopeptidass inhibrtors for cardioranal therapeutice CURRENT OPINION IN
PHARMACOLOGY vol 2 no 2 April 2002 (2002-04) pages 131 141 XP002258332 ISSN 1471
4892

D7 GILBERTREET AL Novel approaches to the treatment of progressive renal disease CURRENT
OPINION IN PHARMACOLOGY ENGLAND APR 2001 vol 1 no 2 Apnil 2001 (2001-04) pages
183 189 XP002259333 ISSN 1471 4892

Form PCT/Separaie Sheet/408 (Shest 2) (EPO-Aprl 1987)



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT
REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
(PCT Articulo 36 y Regla 70)

Referencia de archivo del solicitante o agente
2002/0044

PARA ACCION ADICIONAL Ver Notificacién de Transmisién del Reporte de
Examen Prelimmar Intermacional (Forma
PCT/IPEA/416)

Solicitud internacional No PCT/EP 03/06276
Fecha de presentacién internacional (dia/mes/afio) 13 06 2003
Fecha de pnondad (dia/mes/afio) 28 06 2002

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o tanto clasificacién nacional como IPC
A61K 31/55

Solicitante
AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GMBH

1 Este reporte de examen prelimmar internacional ha sido preparado por esta
Autondad Internacional de Examen Preliminar y es transmitida al solicitante
de acuerdo con el Articulo 36

2 Este REPORTE consiste de un total de 8 hojas mcluyendo esta hoja de
cubjerta
Este reporte también estd acompafiado por ANEXOS, es decir hojas de la
descnpeién rewvindicaciones y/o dibujos que ha sido corregidos y son la base
para este reporte y/o hojas que contienen rectificaciones hechas ante esta
Autoridad (ver Regla 7016 y Seccién 607 de las Instrucciones
Administrativas bajo el PCT)

Estos anexos consisten de un total de hojas.

3 Este reporte contiene indicaciones relacionadas con los siguientes ftems

| X Base de la optnién

II Pniondad

I X No establecimiento de opimdn con respecto a novedad,
paso inventivo y aphcabilidad industrial

v Falta de umidad de invencién

\' X Declaracién motivada bajo el Articulo 35 2 con respecto
a novedad paso inventivo o aphicabihdad industnal
citaciones y explicaciones que soportan cada

declaracién
VI Algunos documentos citados
VI Algunos defectos en la solicitud internacional
Vil Algunas observaciones sobre la solicitud internacional

Fecha de presentacién de la solicitud 14 01 2004
Fecha de completado este reporte 22 07 2004
Nombre y direccién de envio de la autonidad de examen preliminar internacional

7



Oficina Europea de Patentes

D-80298 Munich

Tel +49 892399 0

Tx 523656 epmud

Fax +49 89 2399 — 4465

Funcionario autorizado

Laffargue-Haak, T

Teléfono No +49 89 2399 8009

Forma PCT/IPEA/409 (Hoja de cubierta) (Enero 2004)

REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
Solicitud Internacional No PCT/EP 03/06276

[ Base del reporte

1 Con respecto a los elementos de las hojas de la sohcitud nternacional (Se
hace referencia a las hojas de reemplazo que han sido sumimstradas a la
Oficina receptora en respuesta a una invitacién bajo el Articulo 14 en esta
opinidén como “se presentaron ongmnalmente y no estin anexas a este reporte
puesto que no contienen correcciones (Reglas 70 16 y 70 17))

Descripcion Péginas 1 a 30 como se presentaron ongimnalmente
Rervindicaciones, Niimeros 1 a 15 como se presentaron originalmente
Dibujos. Hojas 1 como se presentaron onginalmente

2 Con respecto al 1dioma, todos los elementos marcados armba estaban
disporubles o fueron sumimstrados a esta Autoridad en el 1dioma en el cual
fue presentada la solicitud internacional a menos que se indique de otra forma
bajo este item.

Estos elementos estaban dispombles o fueron sumimstrados a esta Autoridad en el
siguiente idioma el cual es
el 1dioma de una traduccién sumimstrada para el propésito de la busqueda
internacional (bajo 1a Regla 23 1(b)),
el 1dioma de la publicacién de la sohcitwd nternacional (bajo la Regla
48 3(b)),
el idioma de una traduccién summmstrada para el propésito del examen
preliminar internacional (bajo la Regla 55 2 y/o 55 3)

3 Con especto a cualquier nucledtido y/o secuencia de aminoédcidos divulgados
en la solicitud internacional, el examen preliminar internacional se llevd a
cabo en la base del listado de secuencias
contenido en la solicitud intemacional en forma escnta
presentado comjuntamente con la solicitud intemnacional en forma lefble por
computador,
sumimstrado subsecuentemente a esta Autondad en forma escnta,
summstrado subsecuentemente a esta Autoridad en forma lefble por
computador
Se ha sumimstrado la declaracién de que el listado de secuencias escrito
suministrado subsecuentemente no entra més alld de la divulgacién en la
solicitud internacional como se presentd



.VOID

Se ha summmstrado la declaracién de que la informacién registrada en forma
lefble por computador subsecuentemente es 1déntica al histado de secuencias
escrito

4 Las correcciones han dado como resultado la cancelacién de
la descripcién, paginas
las reivindicaciones. Nos
los dibujos hojas

5 Este reporte ha sido establecido como s1 (algunas de) las correcciones no se
hayan hecho, pues han sido consideradas como maés alld de las divulgaciones
como se presentaron (Regla 70 2(c))
(Se debe hacer referencia a cualquier hoja de reemplazo que contiene dichas
correcciones como bajo el item 1 y anexo a este reporte )

6 Observaciones adicionales. 1 es necesano

Il No establecimento de opimién con respecto a novedad, paso mventivo y
aphcabilidad industnal

1 Las preguntas de s1 la invencién reivindicada parece ser novedosa 1nvolucra
un paso mventivo (no es obvia) o es industnalmente aplicable no han sido y
no serén examinadas con respecto a
X la solicitud internacional completa,
las rervindicaciones Nos
debido a

X la mencionada solicitud internacional o las mencionadas
rewvindicaciones Nos. se relacionan con la siguiente matena sujeto lo
cual no requiere de un examen preliminar internacional (especificar)
ver hoja separada
la descnipcidn, rervindicaciones o dibujos (indicar abajo los elementos
particulares) o dichas reivindicaciones Nos Son tan poco claras que no
se puede formar una opimon importante (especificar)
las reivindicaciones o dichas reivindicaciones Nos estin tan
mnadecuadamente sustentadas en la descripcién que no se puede formar
una opimon mmportante
no se¢ ha establecido un reporte de busqueda internacional para las
dichas reivindicaciones Nos.

2 No se puede dingir una opimén escnita debido a la falta del hstado de
nucledtidos y/o secuencia de aminoédcidos para cumplir con el Estéindar provisto en el
Anexo C de las instrucciones admimstrativas

la forma escnita no se ha suministrado o no cumple con el Estndar

la forma lefble por computador no se ha sumimstrado o no cumple con

el Estindar

v Declaracién motivada bajo el Articulo 35(2) con respecto a novedad, paso

inventivo o aphcabihidad industrial citaciones y explicaciones que soportan dicha
declaracidn

1 Declaracién
Novedad (N) S1 Reivindicaciones 1 15
No  Reivindicaciones
Paso mmventivo (IS) S1 Rervindicaciones



No Reivindicaciones 1-15
Aphcabilidad industnal (IA) Si Reivindicaciones 1-15
No  Rewvindicaciones
2 Citaciones y exphicaciones
Ver hoja separada
REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL - HOJA SEPARADA
Solicitud internacional No PCT/EP 03/06276

III  No establecimiento de opimién con respecto a la novedad, 1a altura inventiva y
la aphicabilidad industrial

Las reivindicaciones 1-15 se relacionan con matena sujeta considerada por esta
Autondad como cubierta por las provisiones de la Regla 67 1(v) PCT
Consecuentemente, no se formulard opimén con respecto a la aplicabilidad industrial
de la matena sujeto de estas reivindicaciones (Articulo 34(4)(a)(1) PCT)

v Declaracién motivada bajo la Regla 66 2(a)(n1) con respecto a la novedad la
altura inventiva o la aphcabihdad mdustnal

Novedad

La presente opmmén ha sido escnta sobre la base de que la pnondad se considera
retvindicada vélidamente Los documentos indicados en el Reporte de Biisqueda
Internacional con P X no son consecuentemente tenidos en cuenta.

Altura inventiva

D6 y D7 resumen los efectos de vanos inmbidores de ACE / NEP dual en enfermedad
renal La diferencia con las presentes reivindicaciones reside en las férmulas de
Markush El problema técnico ha resolverse se ve en la provisién de tratarmientos
alternativos para la nefropatia o arterosclerosis (para las otras indicaciones ver abajo
VII) La solucién reivindicada consiste en el uso de compuestos de acuerdo con la
formula I 1I o IIL Los documentos de la solicitud sélo contienen datos
expenmentales concernientes al uso de compuestos que tienen férmula [ y no hay asi
consecuentemente evidencia de que se resuelve el problema tecnico sobre toda el area
reivindicada, en particular cuando se usan los compuestos de acuerdo con la férmula I
o Il Adicionalmente los datos experimentales comparan un compuesto de férmula
II-B con ramipnl, un mmhibidor ACE en vez de la comparacién con otros inhibidores
duales ACE / NEP del arte previo més cercano (D6 D7) Por estas razones, las
presentes reivindicaciones 1 15 no son consideradas como involucrando una altura
inventiva en el sentido del Articulo 33(1) PCT

Aplicabihidad industrial

Para la avaluacién de las presentes reivindicaciones 1-15 respecto a la pregunta de s1
son industnalmente aplicables no existen cnterios unificados en los Estados
Contratantes del PCT La patentabihdad puede ademés depender de la formulacién de
las reivindicaciones La EPO por eemplo, no reconoce como industrialmente
aplicable la matena sujeto de las reivindicaciones de uso de un compuesto en
tratammento médico, pero puede permutir, sin embargo, reivindicaciones de un
compuesto conocido para un primer uso en tratamiento médico y el uso de dicho
compuesto para la fabnicacién de un medicamento para un nuevo tratamiento médico



Las presentes reivindicaciones 1-15 no son claras (Articulo 6 PCT) en tanto que se
relacionan con el tratamiento o profilaxis de resistencia a la insulina o enfermedades
metabélicas asociadas con productos terminales para ghcacidn avanzada o disfuncién
endotehal Estas caracterishcas NO son consideradas enfermedades tales como
aquellas hstadas en la Clasificacién Intemacional de Enfermedades (ICD) expedida
por WHO

Documentos citados

Los documentos del ISR son numerados D1-D7 de acuerdo con el orden de apancién
A menos que se especifique de otra forma, se hace referencia a los pasajes citados en
el ISR

D1 WO 02/083671 A (AVENTIS PHARMA GMBH) 24 Octubre 2002 (24 10-
24)

D2 SCHAFERS AFKHAMF RUTTEN H BLEICHM BUSCH AE LINZ W
Charaktensienrung der hypertensiven Nephropathy 1n spontan hypertensiven
Rattern Effektive Therapie durch den ACE Hemmer Ramipnl und den
Vasopeptidase-Hemmer AVE7688 69 FRUHJAHRSTAGUNG 2003 DER
DEUTSCHEN GESELLSCHAFT FUR KARDIOGIE HERZ UND
KREISLAUFFORSCHUNG, 24 Abnl 2003 (2003 04-24) 26 Abnl 2003
(‘003-04 26) XP002259328 Mannheim

D3 AFKHAM Y OTROS ‘Tratamiento a largo plazo con el mmhibidor ACE
ramipril y el inhibidor de vasopeptidasa AVE7688 mejora la funcién
endotehal ¢ incrementa la supervivencia en SHR viejos ‘ARCHIVOS DE
FARMACOLOGIA NAUNYN-SCHMIEDEBERG, volumen 367 no
suplemento 1, Marzo 2003 (2003 03) pigina R71 XP002259329 Reurudn 44
de Pnmavera del Deutsche Gesellschaft fuer Expenmentelle und Khimische
Pharmakologie und, Mainz Alemama, Marzo 17-20 2003 ISSN 0028-1298
(ISSN impreso)
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