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© | Nombre: PFIZER PRODUCTS INC. IDENTIFICACION |
SOLICITANTE [ Direccion: Eastern Point Road, Groton, CT " C.C, NIT l

(71) | 06340 E.U.A. !
Nacionalidad o Domicilio: ESTADOUNIDENSE C.E. Otro i

] Lugar de Constitucién: Estados Unidos de |

. América. S Cual ,

| Teléfono: Fax: l ) !

‘ E-mail: Namero |

IDENTIFICACION

' Nombre: CARLOS R. OLARTE
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REPRESENTANTE | " /"1 50 No, BA-37 Piso 10 C.E. Otr “
' i
‘ H
|

. Teléfono: 601-7700 Fax: 601-7799

. . . : Cual .
E-mail: office@olarteraisbeck.com Namero 79782747Bta
, TP 74.29

I T N : —
! 1
' Nombre: Michel Brent Tollefson ’
INVENTOR (ES) Direccion: 700 chesterfield Parkway, Chesterfield, MO 63017 E.U.A. i
(72) l z
i
| Nacionalidad o Domicilio: VER PAGINA ADJUNTA "
@ PCT (86) ,
Salicitud Internacional No. PCT/IB2006/003132 Fecha Qctubre 31, 2006 l
Pubticacién Internacional No. WQ 2007/054778 Fecha Mayo 18, 2007 !
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Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.
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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

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

Poderes, si fuere el caso. Adjunto copia simple ver expediente No. ©6~100-363
Documento de cesion del inventor al solicitante ¢ a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos).

Traduccidon de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcidon, reivindicaciones,
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacionzi de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccién del examen preliminar internacional efectvado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material biolbgico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informaciéon sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta

solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional. /

Otros. Blsqueda Internacional

FIGURA CARACTERISTICA:

4 )

Solicito 1a concesion de la patente,

C.C. 79.782.747 Btd T.P._74.295

.
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TRADUCCION OFICIAL No. 05-223

Efectvada el dia 9 de diciembre de 2005, de un documento
escrito en 1Inglés, al cual para su identificacién se le
estampa el sello de Sergioc Andrés Rueda Iglesias, Traductor e
Intérprete Oficial por Resolucién No. 0138 expedida por el
Ministerio de Justicia y del Derecho el 11 de febrero de 2002.

Traducciédén de las Autenticaciones Notariales y 3subsiguientes
correspondientes a un Poder otorgado por PFIZER PRODUCTS,
INC., a Carlos R. Olarte y/o J. Ian Raisbeck y/o Ana Maria
Frieri y/o Juan Guillermoc Moure y/o HNatalia Castro,
documento este due viene en espafiol, se explica por s5i solo y
fue firmado por Grover F. Fuller, Jr. el 17 de noviembre de

2005 en Nueva York, Estados Unidos de América.

También en inglés y en espafiol viene Certificacién Notarial

mediante la cual se confirma el nombre Yy Cargo de Grover F.’

Fuller, Jr, asi como 1la existencia legal de 1a compania.

Dicha certificacién notarial esti firmada por Susan 2.

Killian, Notario Publico de Nueva York, cuyo cargo expira el

4 de octubre de 2008, segun consta en su correspondiente

5eilo notarial.

Suscrito y jurado ante mi el 17 de noviembre de 2005.

(fdo.} Susan 2. Killian I
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ESTADO DE NUEVA YORK =~ CONDADO DE NUEVA YORK No. 467518

Bl suscrito, Norman Goodman, Escribano del Condado Y. del
Tribunal Supremo del Estado de Nueva York, tribunal éste
provisto de sello por ley, por medio de este documento
certifico conforme a la ley ejecutiva del Estado de Nueva
York que Susan Z. Killian, Cuyo nombre aparece suscrito en la
declaracién jurada o certificado de reconocimiepto- anexo,
desempefiaba en el momento de tomar el mismo, las funciones de
Notario Publico, en Y para el Estado de Nueva York, estando
debidamente comisionado bajo juramento y habilitado como tal;
que conforme a la ley en mi despacho obra un certjificado de
-Su nombramiento con su firma autégrafa; que conozco bien la
letra manuscrita de dicho Notario Publico o he coumparado 1la
firma que aparece en el instrumento anexo con la que reposa
en los archivos de mi oficina, y creo en conciencia que la

misma es auténtica.

EN FE DE LO CUAL, firmo de mi pufio v letra Y estampo mi sello

oficial, el dia 22 de noviembre de 2005.

(fdo.) Norman Goodman, Escribano del Condado y del Tribunal

Supremo del Estado de Nueva York.
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APOSTILIA
(Convencioén de La Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Pais: Estados Unidos de América

El presente documento pablico

2. Fue firmado por: Norman Goodman
3. Que actud en su calidad de: Escribano del Condado
q. Lleva el sello del Condado de Nueva York

Se certificé:

5. En Nueva York, Nueva York

6. Bl 22 de noviembre de 2005

7. Por parte del Secretario de Estado, (Encargado)
Estado de Nueva York

B. Bajo el Numero NYC-10404652a

9. Aparece Sello del Estado de Nueva York

del

10. Firmado por: James Bizzarri, Secretario de Estado

Especial Encargado

Es traduccién fiel y completa efectuada por:

SHECHD MRS BRDS (5ME08s

c{ N . u,.’.}m(.m.: E !l.'u",!.‘.'.:'lf-'l‘if ORI LY,

Sergio Andrés Ruedd Iglesias BLefplL - INGLES £ ONSLES . BB TIGL
c.c. B0.424.773 de Bogota Lo e BOM bl 20 DR e
<. . RN S (I ] H R F TR YR LW N 3



Apostille

{Convention de La Haye du 5 Oclobre 1961)

1. Countfy: United States of America
This public document
2. has been signed by Norman Goodman

3. acting in the capacity of County Clerk

4, bears the seal/stamp of the county of New York

‘ r [ 4
Certified
5. At New York, New York 6. the 22nd day of November 2005

7. by Special Deputy Secretary of State, State of New York
8. No. NYC-10404952A

9. Seal/Stamp 10.  Signature

S

James Bizzarri
Special Deputy Secretary of State

04135505 RSL { REV: 2/0/96)



COLOMBIA

OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI LTDA.

Power of Attorney

The undersigned,

Poder

El suscrito,

PFIZER PRODUCTS INC.,

domiciled in

domiciliado en

Eastern Point Road, Groton, State of Connecticut 06340, United States of
America

by mcans of these prescnts hereby grants to Carlos
R. Olarte and/or J. Tan Raisbeck and/or
Ana Maria Frieri and/or Juan Guillermno

Moure and/or Natalia Castro full and
sufficicnt Power of Attorney to file, prosccute,
obtain, defend and enforce any amd all of the
company’s Patents for [aventions, Utility Models,
Layout-Designs  (topographies) of lategrated
Circuits, Industrial Designs, Trademarks,
Advertising Slogdns, Trade Names, Commercial
Emblems, Geographical Indications, Protection of
Trade Secrets, Obtainer’s Certificates,
Copyrights, Registraticn of Domain Names,
Health Registrations, or any other intellectual
property right in the Republic of Colombia, 10

. which end il empowers them to take. all steps
neccssary before any administrative or judicial
authority of any class for the objects stated, 10 file
petitions, recourscs, replics and oppositions, pay
laxcs and annuities, request testimonies, reccive
documents and securities, abandon- applications and
collect vefunds. Sufficient power is hereby granted
to reccive notifications on behalf of the Company, lo
confer powers on thosc who are to represent the
company judicially and extrajudicially, to answer in
court in the matter of all claims and demands that
may be presented in connection with the objects
stated, giving them likewise power to substitute these
presents and revoke such substitutions.

Signature/Firma:

Datc/Fecha:

City,Country/Ciudad, Pafs: Neg() ‘/0&“’,

por medio_del presente otorga a Carlos R.
Olarte y/o J. Ian Raisbeck y/o Ana
Marfa  Frieri y/o Juan Guillermo

Moure y/o Natalia Castro poder espccial,
amplio y suficicnic para presentar, iramitar,
obtencr, defender y hacer respetar todus Y
cualquicrn de fas Patentes de Invencion, Modelos
de Utilidad, Esquemas de Trazados de
Circuitos Integrados, Disciios Industrialcs,
Marens, Lemns  Comerclates, Nombres
Comerciales, Enseflas Comerciales,
Denominaciones de Origen, Proteccion de
Secretos Empresariales, Certificados  de
Obtentor, Derechos de Autor, Registro de
Nombres de Dominio, Reglistros Sanitarios, o
cualquier otro bien de propiedad inteleetual de
la compafiia en la Repiblica de Colombia, a cuyo
efecto los faculta para dar todos los pasos
necesarios ante cualquier autoridad administrativa
0 judicial de cualquier jerarqufa para cumplir con
lo encomendudo, elevar solicitudes, recursos,
respuesias y oposiciones, pagar impuestos y
anualidades,  solicitar  testimonios,  recibir
documentos y valores, desistir y pereibir.  Se
concede poder bastante para recibir notificacionas
o nombre de la compalliu, olorgar podercs a
qQuienes vayan a representar a la compailia judicial
y extrajudicialmente, responder en juicio 2 todas
lag reclumaciones o demandas que por motivo de
lo encomendado se presentaren, dandoles
asimismo facultad para sustituir el prescnie y
revocar dichas sustituciones.

Carlos R. Olane

J- ban Raisbeck

Ana Magh Frien

Juan Guillermo Moure
Natalia Casuo

Zuydz Chahin
Zpava Ravid
Jusquedine Chaparro
Jose Luis Londuiio
Curnilo Alvaex
Felipe Mendoza
Camila Rodriguez
Santiago Vardo

O Counsel
Guitlernio Chakhin
Guraeizla Mzlo

PFIZER'PPRODUCTS INC.,
By: ; . géﬁ%ﬂ

Grover F. Fuller, Jr.
Vice President, Attorney-In- Fact

7 Newmber 005
=%

World Trade Center - Torre A, Callc 100 No, 8A — 37, Piso 10, Bogotd 1,C., Colombia

Tel +57 1 601-7700, Fax + 57 1 601-7799, office

frdolarterajsheck.com, www vlarjeraisbeck, cony



OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI LTDA.

Notarial Certification

On this date,

The undersigned Notary Public certifics:

1. That

Certificacion Notarial

En esta fecha,

cl Notario Pablico suserito certifica:

1. Quc

Grover F. Fuller, Jr.

of legal age and domiciled in

mayor de edad y domiciliado

Strect_150 East 42™ Strect

City__New York
State__New York 10017-5612 USA

signed the foregoing document.

2. That the grantor has executed the foregoing
document as Vice President, Attorney-In-Fact
of PFIZER PRODUCTS INC.

3. That PFIZER PRODUCTS INC,

having its principal place of business located in
Groton, State of Connecticut 06340,
United States of America

is duly incorporated, is currently in cxistence, and
that the purposes for which the Power of Altorney is
granted arc within the scope of its corporate
purposcs.

4. That the grantor has the authority to execute the
Power of Attorney and that histhcr representation is
legal.

suscribid ¢l documento que antecede.

2. Que el otorgante ha suscrito el referido
documento en su cardcter de

de

4. Que
con sede principal ubicada en

esld legalmente constituida, que tiene existencia
legal vigente y que los propésitos para los cuales
sc otorga el poder se encuentra dentro de los que
comprenden su objeto social.

4. Que ¢l otorgante ticne la representacién para
suscribir ¢l poder, y que ésta ¢s legitima.

. ’ . D2
NOTARY PUBLIC (Signature); %\/\9-‘\%2 k\ \\/&th /

[N

Blotary Public, Stato of New York
 NoOrKI6i16521

Ll it New York Congty
Lituission Explres October 4, “Z,U 68

Pdpina4 do §



4,

APCSTILLA

(Convencion da la Haya"del 5 de Qctubre de 1961

Pais: Estados Unidos de América

El presente documento publice fue firmado por BRIAN JACKSON, JR.

Que actud en su calidad de Notario Pablico en y para E| Distrito de
Cotumbia.

¥ lleva el sellc del Notaric

Publice BRIAN JACKSON. JR.,

10.

Se certifico

En Washingtan D.C

El 27 de febrero de 2008

Por el secretario de Distrito de Celumbia.

Bajo el Numero 1878E6. Lieva el Sello

Firmado por Stefnanie D. Scott, Secretano de Estado



ASIGNACION

Para la valiosa consideracidon pagada por mi (nosotros) by PFIZER
PRODUCTS INC. una corporacién crganizada baje las leyes del estado de
Connecticut, Estadas Unidos de América que es direccién completa de la
oficina de correos Eastern Poin Road, Groton, Connecticut 06340, Estados
Unidas de América, Yo (nosotros) vende y asigna por este medic a PFIZER
PRODULCTS INC, toda mi (nuestra) dearecha, titule e interés en y para mi
{nuestro) invencidén para una nusva y utl mejora dentro de ' 4-ACIDO
CARBOXILICO DE 1-(1-(2-ETOXIETIL)-3-ETIL-7-(4-METILPIRIDINE-2-
ILAMING}-1H-PIRAZOLC4,3-D)PIRIMIDIN-5-ILYPIPERIDINA Y SALES DE
LAS MISMAS cuanto la Replblica de Colombia  se refiere, comao
completamente dispuesto descrito en la especificacidan yo {nosotres) autoriza
por este medio a comisidn de patentes de Colombia a publicar la patente digha
a PFIZER FRODUCTS INC de acuerdo a esta asignacion.

Dando fe yo (nosotros) tiene

(firma ilegible) Michae| Brent Tollefson
Chesterfield MO USA 19 de septiembre de 2005 — Michaal Brent Tallefson
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Apostille

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

District of Columbia
United States of America

BRIAN JACKSON, JR.
"This public document has been signed by

NOTARY PUBLIC IN AND FOR THE DISTRICT
acting in the capacity of OE-COLUMBIA

BRIAN JACKSON, JR.. NOTARY PUBLIC, D.C.
bears the seal/stamp of

CERTIFIED

at Washington, D.C.
27 ™ FEBRUARY 2008
the day of

by Secretary of the District of Columbia

No. L8 7886

10. Signature

R D S

STEPHANIE D. SCOTT




PC33153A
) CO-1 fb :
- ASSIGNMENT \ :

For valuable consideration paid to me (us) by PFIZER PRODUCTS INC. a corporation organized under the
laws of the State of Connecticut, United States of America whose full post office address is Eastern Point
Roud, Groton, Connecticut 06340, United States of Ameriea, I (we) do hereby sell and assign to the said
PFIZER PRODUCTS INC., all my (our) right, title and interest in and to my (our) inveation for a new and
useful Improvement in 1-(14{2-ETHOXYETHYL)-3-ETHYL-7-(4-METHYLPYRIDIN-2-YLAMINO)-1H-
PYRAZOLO[4,3-DIPYRIMIDIN-5-YL)PIPERIDINE-4-CARBOXYLIC ACID AND SALTS THEREOF
so far as the Republic of Colombia is concemed, as fully set forth and described in the specification, and 1 (we)
do hereby authorize and request the Commissioner of Patents of Colombia to issue said patent to the said

PFIZER PRODUCTS INC, in accordance with this assignment,

In witness whercof 1 (we) have hereunto set my (our) hand(s) this

4 4 s
S A — S,,/r} [9, 22( CLQ'L‘({(:%MO

Place, date and signature - Michael Brent TOLLEFSON 4

4 4




S
\ £BY CERTIFY THAT THI
1S THE ORIGINAL DOCUMENT

AE A

District of Columbia: S$
Subscribed and Sworn to bafore me
this 27~ - Y

Y, .
Brian Jac! L Jr. Notary, le, D.C.
My Commission Expires February 29, 2012



(19) World Intellectual Property Organization 50
Imtemabonal Burean i

- (43} Inlernational Pubﬁcalﬁan Date
18 May 2007 (18.05.2007)
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(10} International Publieation Number

{31} Enternztional Patent Classilication:

LoD 870 (2006010 ASIFR I3/12 2006013
AGLK JL/A08 (2006.01) ARLP 2500 (2006013
AFLF HIZ (206005 AedF 4300 (2006013
(21) Tnlerpatlesul Application Number:
PCTIBRI006/D03L32

{23} Internstional Filing Date: 31 Octaber 2006 (31.10.2006)
{25}y Filing Laaguage: Euglish

{26} Publication Languuge: English
{30} Priority Duln:
SvT35,320 10 Movember 2008 (M1 1L.2005) US

(71} Applicant {jor aff designated Stpres exeepr U8 ) FFTAER
PRODUCTS EINC. [USTS]; Baslern Poiol Road, GIDID:_I.
CT 00340 (US).

{72y Invenior; and

£75) Loventor/Applicent {for U8 onfy):
Michael Brent [UISAFS]; Plizer Global Research and
Development, T00 chostorGeld Parkway, Chesterfield, MG
63017 {US).

TAOLLEFSON,

WO 2007/054778 Al

) Agent: FULLER, Grover, E, Jr, Phzer Inc, 150 Bast
42nd Strect, New York, FY 10017-5612 (1135).

(81} Designated Siates (wrlcss wiherwize indicared, far every
i of nbiiarcl protection availablel AR, AG, AL, AM,
AT, AUL AZ BA KR, BG, BR, BW BY, BZ, Ca, CH. CN,
C:c-. CR/ CU, €, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, G, TS, IT,

GR ;.,GD. GE, GH, GM, GT. HN, HR, HU, I, 1L, IV, IS,
HKE, Kz, KM, KM, KF, KR, K, LA, UC, LK, LR, LS,
LT, LU, LV, LY, Ma, MD, 85 ME, M, MW B3, MY,
MZ, NA, NG, NI MO, NZ, O, BFG, PH, PL, PT, RO, BS,
RU, 5, 81, 85, 503, SK, £L, 8M, 8V, 5Y, T, T, 1N,
TR, TL T, VA, UG US, UL, VT, VR, ZA, ZM, AW,

£84) Designated Siates (urdess otherwise indicared, for every
kind of regional protectinn available): ARIPO (BW, GH,
Gid, KB, LS, MW, MZ, Na, 3D, 5L, §Z, TZ, UG, ZM,
ZW, Earasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MDy, R1I,TT TM),
 Buropean (ALL BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FL,
FR, (B, GR, HU, IE, L5, IT, LT, LW, LV, MC, WL, I'L, I"L,
RO, 36, 5L, 5K, TR, AP (BF, BI, CF, Cf3, CL U3, GA,
GN, G, GW, ML, MR, NE,; 8N, T, TG).

[Continued or nesr pagef

.[54_] Title: PYRAZOLOM 3-DIFYRIMIDIN-5-YLIDERIVATIVE USED A3 FDES INHIBITORS

(57) Absteact: The present invention
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BYRRZOLO [4, 3-D] FYRIMIDIN-5-YL} DERIVATIVE USED A PDES INMIBLITORS

FIELD OF THE INVENTION
The prasent Invantion relates generally to 1 1-{2-ethecyettiyly-3-athyl-7-{d-methylpyridin-
z-ylam]nuj-iH-pyrazola[4,Srd]pyrfnidlrhs-;djpipaﬂdlna—damrboxyﬁu'am::l and lis salte. Tha

‘present invention jurther relates 10 pharmaceutical compositlons comprising this compound or its

sahs, melhods of treatment employing this compound er ite salts, and methods of preparing this
compound or its salts. in genesal, the compound end iis salts inhibit the cyclic guanyizie

. monsphosphats-specitic phosphodiesterase type 5 {"PDEST anzyme,

BAGKGROUND OF THE INVENTION
- Hyperiension is a condifion associated with, among other phyglielogical problems, an
incraased sk of stroke, mchérdiﬂl Infarciion, atrial fikrllldtian, heart failure, penpheral vascular
diseasa and renal impaiiment. Desplie the numersus druge avaliable in various phammacological
categories 1o ireat hypariension and miated physitlogical prcﬂillams; nat al patisnts raspnnd' ta-
such drugs as affgctively or as safahr a5 desired.” Additional therapeutic egents for the treatment

"of hyperiensien andfor related conditons are still nesded.

One class of therapeulic agants repcriad in tha literature as vseful T::r the treatrmernd o
hyparignsion are inhibltares of the FOES enzyme {"PDES inhibllars™). In ganeral. vazcutar
endoibelial cells secrete nlife oxide which acts on vascular smooth muscle cells and leads 1o the
activatlon of guanylale cysiese and the accumulation of cyclic guanosine monophosphale

(“cGMP"). The accumsiation of cGMF causes the muscles 16 relax and the Yood vesseals 10

dilate, ledding to a reduction n blood pressure. The cGMP is inactivated by hydiolysis 1o
guantsing ?—mnnophuspﬁata {“GMP7} by cEMP—quc:]f'rc_phosphodiﬂstarasas. One cGEMP-
phosphodiesierass involved In the inactivation of eGRMP is tha PDES enzyme. Inhibitors of the
PDES enzyma decrease the rate of GGMP hydrolysis. This reduction in cGMP hydratysis
pmanluataa the aclions of nitrlc oxide leading to & lpwasing of blood prassurs,

Compounds that ara F'D E5 inhlhitors have been rapurtad in the literatura. For example,
WOERD5048616 reports one class of pyrazolofd, Erd]py'nmldmyl mnpuunds WDEOGSM%‘-?
raports another slass of pyrazobo[4, Erd]py(midmm compounds, WOZ0D0L68 10 repons anmher
class of pyraroiof4, E—d]pynrmdmv_.ﬂ uumpﬂunds EP 1348707 repm‘ls anoiherclaﬁs of

_pyrazolo[d, :}d]p}-nwdm!ﬂ compcrunds

Tha idantification of additional compounds that are PDES inhibltars |s deslrabla. Such

. gompounds can be used 1g traat subjects sutfering frotn of susceplibla to hypeﬂensmn abdfor

ielalad physiclogical problams and luriher expand ‘tha rangs of reatrent options availakds for
such subjects.

b
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suMMARY OF THE INVENTION

"In ons embodirend, the invention comprises 1-(1- -(Z-athoxyethyl)- &athsd-?—[‘l'
mathylpyridin-2-ylamino}-1 H-pyrazolo[d,3-dlpyrimidin-5-yijpiperidine-4-carboxylic  acid and its
phammacautically acoeplable salts. : - ' o

" |n ancther embodiment, the inventicn comprises a phamaceulical mmpusmnn
comprising 1-{1-{2-ethocyelhyl]l- S—eihyl-?' {4-risthidpyridin-2-ylamino}-1 H-pyrazaiof4.53-
nﬂpy'nmil:im-.':'n -yl piperidine- 4-urbmtytlc acid, nrapharmaceuﬂcaily amueptabla salt Ihemul anda
pharmacaullca";r-amaptahle CAITIET.

In another embadimeart, the invantion comprisas & prmrrnaceulir:.al cnmpoﬂllm
comprisiag 1-{1-{2-sthuxyathyl}- 3—ath3r1-? {4-methyipyridin-2-ylaming)- -1 Hpyrazolold,3-
dipyrimidn-5-ylipipendine-4- uarbmrylu: acid, ora phannar:auhcall}r accaptab]a sait tharaot, one
or.maore additional therapeutic agents, and a phammaceutically amaptabm carrler.

In ancther embodiment, tha invention comprises mathods fﬂr iraating a conditlon in &
subject by adminislering to a subject a therapeytically effective ‘amaunt of 1-{1-{2-ethoxyethyl-3
atind-7- (Amemylpyr[dun-a-z.rlammo} 1:—§-p5rra.:zuln1;4 S-cipyrirmidin- E-yl}pnpeﬂdina--i-carbuxwm acld,

. or a pharmacewtically ac@ap!able eak thereof. Condilons that-can be ireatad in accondance wilr -
1ha present invention Incﬁude cardiovascular conditions, metabelic conditions, cental narous
systam conditions, pulmenary condltions, sexual dysfunctlnn pain and tenal dysfunction.

In enother embodmant, ths invention comprises methors for ireating a cendilion In &
subject by adminlataring to a subject & therapautcally effective amount of 1-{1-{2-athoxysthyl}-3-
‘gt yi-7-(d-mathylpyridin-2- wlaming)-1Hpyrazolold, 3-d]pynmndkw5-yl]plp-andm&#ce.rmmlc acid,
or & pharmaceutically acceplable sall thereol, one or more additional therapeutic agents, and a
phasmaceulically acteptable camer. Conditions that can be ireated in ascordance with the
present invention Include cardiovascular condltions, metabalic conditiona, central nervous -
system conditiens, puimonarycnndltmns, sexual dysfunctien, pain, and renal dystunetlon. -

n anather ambediment, the invention comprises use ‘of 1-{1:{2-athoryethyl}-3-glhyt7-(4-
methylpyridin-2-ylamina}=1 H-pyrazolod, 3-dpyrimldin-& ]d]pmsrldln&d-mlbax;dlc acid, ora
pharmaceulically cceptable salt thareof, for the manufa:ture of a medicarmant for the treatment
of a condition In a subject. Such condilions Ingluds cardiovascular aond:hnns metabolic.
eenditiong, central nervous system cundniom, pulmonary mndltmns gexual dystunciion, pain,
an.d ranzt dysfunction.

n annther embadumanl the.Invention comprizes mathods far makIng {12
ethoxyelhyl)-3-othyl- 7-(4 memylpyrldln-z-gdaminn)-‘l H-pyrazelo[4, 3-dipyrimidin-&-yijpiperidine-4-
carboxyllc noid, or A pharmaceuticalty accepiable salt thereof, : .

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
Figure 1 shnws a graph illustrating the stiect oh bluud preseure of rapezied I:H'-El
agminstration of 1-(1-(2-ethoxyethyl)- 3-81h1.1 -7-{4-methylpymidin-2-ylaming -1 H-pyrazu'!n[-# 3
d]p:u'I'lmldln-&yl}p:p&ridlﬂa-.dvcarbﬂxylm acid {1 mgkg dally oTaI daose), alane and in combination
will gnalapr, In a conscious sponlanagus hypartensive rat model .
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Figuré 2 shows a graph itlustrating the effect on 24-hour urinary cGMP ot repeated oral
administration of 1-{1-(2-ethoxyathyl}-3-ethyl-7-{4-methyipyridin-2-ylamino)- 1 H-pyrazoio{4,3-

. dlpyrimidin-5-y!) piperidine-4-carboxylic acid (1 mg/kg daily oral dosa), alone and in comblnation

with enalapril, in a conscious spontaneous hypertensive ral model.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
This detailed description of-embodiments is intended only to acquaint athers skllled in
the ant with Applicants’ inventions, its principles, and its practical application so that others sk]lled
in the art may adapt and apply the inventions in their numerous forms, as they may be best
suited to the requirements of a particular use. These inventions, therefore, are nol limited to the
embodiments described in this specification, and may be variously moditiad. '

A. Abbreviatiops and Definitions
_ As used in reference to "H NMR, the symbol “Srefers 1o a "H NMR chemical shit.
As used In reference to 'H NMR, the abbreviation “br” refers to a broad "H NMR signal.
* As used In reference to 'H NMR, the abbreviation “d* refers to a doublet 'H NMR peak::
As used in reférence to 'H NMR, the abbreviation "m® refers to a multiplet 'H NMR peak:
As used in reference to 'H NMR, the abbreviation “q" refers to a quartet "H NMR peak.
As used in reference to "H NMR, the abbreviation *s” refers 10 a singlet 'H NMR peak.
As used in reference 1o *H NMR, the abbreviation °t” refers to a mplet YH NMR peak.
The abbreviation "BSA" refers to bovine serum albumin,
The abbreviation “CDF” refers to carbodiimide.
Thé abbreviation “DMSO" refers to dimethylsulioxide.
" The abbreviation "DBAD" refers to dibenzylazodicarboxylate.
The abbreviation *EDTA" refers to ethylenediaminetetraacetic acid.
The abbreviation *HEPES" refers to 4-(2-hydroxyethyl)-1-plperazineethanasulfonic acid.
The abbreviation “HRMS" refers to High Resolution Mass Spectroscopy (elecuospréy
iomsahon positiva scan). ’
The abbraviation “iPrOAc" tefers to isopropy’l acetats.
The abbreviation "LCMS" refers 1o Liquid Chromatography Mass Spectroscopy.
. The abbreviation “m/z” rafers to a Mass spectrum peak.
" The abbreviation “NaN(TMS)," refers to sodium hexamethyldisilazide.
The abbreviation ‘pfu" refers to plague-forming units. '
The abbreviation Pt/C” refers to platiﬁum on carbon. .
‘The abbreviation "PMSE” refers to phenyimethylsulfonyt fluorids.
The abbreviation *SPA" refers 1o scintillation proximity assay.
The abbroviation “THF" refers 1o etrahydrofuran.
The abbreviation “Tris-HCP refers 1o Tris({hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride.
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The term "cGMP-mediated condition” refers to any condition mediated by cGMP, . ~
whether through direct regutation by cGMP, or through Indirect regulation by cGMP as a
component of a signaliing pathway.

The term “PDES-mediated condition® refars to any condition mediated by the PDES
enzyme.

The term “hypertensive subject” refers to a subject having hypertensuon, suffering from
the eflects of hypertension or susceptible to a hyperiensive condition if not treated to prevent or

. control such hypertenslon,

The term "pharmaceuticaily acceptable carder” refers to a casrior that is compatible with
the other ingredients of the composition and is not deleterious 1o the subject. Such carriers may
bea pharmaceutically acceptable materlal, composition or vehicle, such as a liquid or solid filler,
diluent, excipient, solvant or encapsulating material, involved in carrying or transporting a
chemical agent. The preferred commposition depends on the method of administration.

The term "thefapeuticelly effective amount® refers to that amount of drug or
pharmaceutical agent that will elich the biological or medical response of a tissue, system or
animal that is being sought by a researcher or clinician. '

The term “reaiment’ (aﬁd cotresponding terms “reat” and “ireating”} includes paliiative:*
restorative, and preventative treatment of a. subject. The term "paliiative treatment” refers to
treatment that eases or raduces the effect or intensity of a condtition in a subject without curing
the condition. Tha term “preventative treatment” (and thelcorrasponding term “prophylactic
treatment”) refers 1o either preventing the onsel of a preclinically evident condition altégether or
preventing the onset of a preclinical evident slage of a condition in a subject. The term
restorative treatment” refers 1o treatment thal halts the progression of, reduces the pathologic
manifestations of, or entirely eliminates a condition In a subject. \

B. Carb iperidine Compound
in one embodiment, the presem invention comprisas the oompound havlng the structure:

and the salts (particularty the pharmaceutically-acceptable salts) of the compound. The
corresponding name of this compound is 1-(1-(2-ethoxysthyl)-3-ethyk7-(4-methylpyridin-2-
ylamino)-1H-pyrazoiol4, 3—d]pyrim|din-5 -yl)piperidine-4-carboxylic acid. Unless otherwise stated,
this compound, all tautomeric forms of the compound, and the pharmaceutically-acceptable salts
of the compound and its tautomeric forms are collectively referred to in this application as the

PCT/1B2006/003132

at



WO 2007/054778 _ ' PCT/IB2006/003132

10

15

25

30

35

"Carboxypiperiding Compound™. The Carboxypiperidlm Compound is usetul, for example, as an '

inhibitor of the PDES enzyme, "

In one embodiment, the present invention is directed to the free acid form of the
Carboxypiperidine Compound.

In another embodiment, the present invention Is directed to the pharmaceuucally
accepiable salts of the Carboxyplpendma Compound. . ]

WO20040968810 reports a genus of compounds that genericalty embraces the
Carbokyplperidine Compound. Although WO2004096610 provides examplas of speacific
compounds within the genus, it does not disclose the Carboxyplperidine Compound itsef. The
Carboxypiperidine Compound, however, possesses at laast one or more different properties
relalive to the specific compéunds described in WG2004096810, These properties include, for
example, efficacy (e.g, greater in vitro, ax vivo, andfor in vivo potency), salety (e.q.,-greatsr

) selectivity and/or lowsr loxicity), phan'nacokfnelic properties (8.g., Cr,y, longer hali-fife and/or

lower clearance), and manufacturing properties (a.g.. ease of synthesis and/or availabimy of
stanting materials),

ahl .
As noted above, tha Carboxypiperidine Compound may be in either the free acid form or
in a salt form. Ditferent salt forms of the Carboxypiperidine Compound may hava difierent
physical properties relative to each other. Accordingly, selection of the specific aélt form of the
Cemowplpgﬁdlne Compound potentlally can Impact, for example, compound stability {such as

avera range’of tomparatres and/or humidities), compound solubility, and other compound

physical properties that can affect a drug preduct. in addition, salts of the Carboxypiperidine
Compound generally will have greater aqusous scﬁubllhy than the commesponding free acid form.

Where the salt of the Carboxypiperidine Compound Is administered to a human or
animal subject (as opposed 10, for example, use for in vitro testing), the salt preferably is a
pharmaceutically acceptable salt. - The 1erm “phammaceutically acceptable salt® refers to a salt
that Is generally considered sultable for human consumption (particularly a non-toxic salt).
Pharmaceutically acceptable salis InClude base addition salts and acid addition saits of the
corresponding free acid. These salts typically may be prepared by conventionial means from the
free acid of the Carboxyplperidine Compound.

" MNustralive base addltion salts of the Carboxypiperidine Compound include metallic salts
and organic-salts. Metallic salts Include alkali metal (group ia) safts (such as lithium, sodium and
potassium salts), alkaline earth metal (group lla) salts {such as calcium and magnssium éahs),
and other physiological acceptable metal saits (such as aluminum and zinc saits). Organic salts
include salls rpade from secondary, tertiary and quaternary amines {such as tromethamine,
diethylamine, triethylamine, ethanolamine, diethanclamine, triethanolamine, ethylenediamine,

- N,N'-dibenzylathylenediamine, meglumine (N-methylglucamine), procaine, chioroprocaine, and

choline) and salts made from cationic amino acids (such as arginine, lysine and histidine).

+
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Examples of suitable acid addition salts include, hj,'drochlorlda. hydrobromide,
hydrofluoride, hydroiodide, borate, fluorcborate, phosphate, hydregen phosphats, dinydrogen
phosphate, glycerophosphate, hexafluorophosphate, metaphosphate, nitrate, bicarbonate,
carbonate, bisulphate, sulfate, dodecylsulfate, sultonate, methanesulfonate, ethanesulfonate,
benzenesulfonate, oluenesulfonate, triffucromethanesutionate, toluenesulionate, 2-
hyﬂroxyethanesulfonate. cyclohexylaminosutfonate, 2-naphthalesutfonate, camphorsutionate, ‘
acetate, adipate, anthranilate, aspanate, ascorbate, algenate, trifluoroacetats, phehylacetate.
benzoate, p-hydroxybenzoate, basylate, butyrate, f-hydroxybutyrate, camphorate, camsyate,
citrate, embonalte, edisylate, esylate, tormate, fumaraté, gluconate, digluconate, glycolats,
glucamate, glucurcnaie, gluceptate, heptanoate, glycoheptanoate, hexanoate, hibanzate,
isethlonate, isothlonate, lactate, lactobionate, malate, maleate, mandelate, mesylate, nicotinate,

4omiate, oxalate, palmitata, pamoalte, panthothenate, pectinats, picrate, pivalate, proplonate,

cyclopentaneproplonate, 3-phenyipropionate, pyruvate, saccharate, sé!icyima. stearate,
succinate, sulfanilaté‘. tartrate, galactarate, tosyiate, uronate, galacluronata, thiocyanale,_ and-
undecanoate, o
For & review on suitable salts, see "Handbook of Phammaceutical Salls: Properties,
Selection, and Use” by Stahl and Wermuth (Wilay-VCH, Weinhaim, Germany, 2002).

aut rs

As used In this application, the term Carboxypiperidine Compound (as well as tha

‘ corresponding structure) is Intanded to embrace all tautomeric isomers of 1-{1-(2-ethoxyethyi)-3-

ethyi-7-(4-methylpyridin-2-ylamino}-1H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl) piperidine-4-carboxylic acid.
Representalive tautomeric isomers of the Carboxyplperidine Compound are shown bslow:

Tautomer (1) - Tautomer (2} Tautomer {3)

E. Methods of Irgbatmgnt

The present invention further comprises methods for treating a condition in a subject
having or susceptible to having such a condition by administering to the subject a therapeutically-
cfective amaunt of the Carboxypiperidine Compound. In one ambodiment, the treatment is
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preventati\}e wreatment. In another embodiment, the treatment is palliative treatrment. ' still
another embodiment, the treatment Is restorative treatment. :

In another embodiment, the condition is a PDES-mediated condition.

In another embodiment, the condition is a cGMP-mediated condition. A condition in
which, for inatance, insufficient cGMP is a major com;;onant and whose production or actien Is
modulated in response to the PDE5S enzyme, would therefore be considered a dxsordér mediated

‘by cGMP.

In another embodimenit, the condttion is selected from the group consisting of
cardiovascular éondhions melabolic conditions, central nervous system conditions, pulmonary
conditions, sexual dystunction, pain and renal dysfunction. '

In another embodlmem tha condition is a cardiovascuiar condition selected from the
group consistlng of hypenenslon (Including essential hypenension, pulmonary hypertension,
pulmonary arterial hypertension, secondary hyperiension, isolated systolic hypertension,
hypertension assoclated with diabetes, hypertension associated with atherosclerosis, and
renovascular hyperiension); complications assoclated with hypertansion (including vascular
organ damage, congestive hear failure, angina, stroke, glaucmha and impaired renal function)p-- -
valvular insufiiciency; stable, unstablé and variant (Prinzmetal) angina; peripheral vascular
disease; myocardial infarct; siroke {including stroka recovary); thromboembolic disease;
restenosis; arteriosclerosis; atherosclerosis; angiostenosis after bypass; angloplasty (including:

' percutaneous transluminal angloplasty and percutaneous transtuminal coronary angioplasty)

hyperlipidemia; hypoxic vasoconstriction; vascuiitis {including Kawasaki's syndrome}); heart

- failure (including congestive heart failure, decompensated heart failure, systolic hear failure,

diastolic heart failure, feft ventricular hear failure, right ventricular heart failure, and left
venmcular hypertrophy); Raynaud'’s phenomsnon; pnaeclampsm1 pregnancy-lnduced high bleod
pressure cardiomyopathy; and arterial occlusive disordars.

In another embodimant, the condition is hypentension.

in another embodiment, the condition is pulmonary hypertension.

in another embodiment, the condition is pulmonary anterial hypertansion,

in anmhe.r embodiment, the condition is heart failure. '

In another embodiment, the conditlon is diastolic heart faiture.

In another embodiment, the condition is systolic heart failure.

In another embodiment, the condition is angm& '

In another embadiment, tha condition Is thrombos:s

In another ambodiment, the condition Is stroke (mclud:ng stroke recovery),

in ancther embodiment, the condhion Is a condition associated with endothelial

- dystunction {including conditions selected from the group consisting of atharosclerotic lesions,

myocardial Ischaemia, peripheral ischaemia, vatvular insufficiency, pulmonary arterial
hypertansion, angina, dots, vascular complications atter vascular bypass, vascular dilation,
vascular repermaabilisation, and hean transpiantation).
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In another embodiment, the condltion is a metabolic condition selected from the group
consisting of Syndrome X; diabetes ({including type | and type I! diabetas); insulin resistance;
syndromes of insulin resistancs {including insulin receplor disorders, Rabson-Mendenhali
syndrome, Ieprechéuﬁism, Kobbering-Ounnigan syndrome, Seip syndroma, Lawrence
syndrome, Cughing syndrome, acromegaly, pheochomocytoma, glucagoncma, pimary )
aldesteronism, somatostatinoma, Lipoatrophic diabetes, -cell toxin induced diebetes, Grave's
disease, Hashimato®s thyroiditis and idiopathic Addison s disease); Impaired glucose tolerance;
diabatic compllcanons {Including diabelic gangrene, dlabetic arthropathy, diabetic nephropathy,
diabetic glomarulosclarosis, diabatic deramatopathy, diabatic neuropathy, peripheral diabetic
neuropathy, diabetic cataract, and diabetic rotinopathy}); hyperglycemia; and obesity.*

In another embodiment, the condhtion is Insulin resistance.

in another embodimem the condition is nephropalhy

In another embodiment, the condition is a central nervous system condition selected

- from the group consisting of vascular dementia; craniocerebral trauma; cerebral infarct;

cerebrovascular accident, dementia; concentration disorders; Alzheimer's digease; Parkinson's .
d:sease amyolateral sclerosis; Huntmgton s disease; multtiple sclerosis; Creutzfeld- Jacob
disease; anxiety; depressmn s!eep disorders; and migraine.

In another embodiment, the condition Is Alzhelmer's disease.

In another embodiment, the condition Is Parkinson's diséase.

In another embodiment, the condltion is amyoletéral sclerosis.

In anothér embodiment, the condltion is a concentration disorder.

In another embodiment, the conditicn is a pulmonary condgition selocted from the group
consisting of asthma; acute respiratory distress; cystic fibrosis; chronic abstructive pulmonary
disaase; bronchitis; and chronic reversible pulmonary obstruction.

In ancther embodimarit. the condition is pain. In another embodiment, tha condition is
acuie pain. Examples of acute pain include acule pain assoéiated with injury or surgery. In
another embodiment, the condition is chronic pain. Examples of chronio pain inciude
neuropathic pain (including postherpstic neuralgia and pain assaciated with peripheral, cancer or
diabetic neuropathy), carpal tunnel syndrome, back pain (including pain associated with
hemiated or ruptured interveriabral discs or abnormalilles of the lumber facet joints, sacroiliac
joints, paraspinal muscles or the posterior longitudinal ligament), headache, cancer pain ’
(including tumour related pain such as bone pain, headache, facial pain or visceral paln) or pain
assocnated with cancer tharapy (including postchemotherapy syndrome chronlc postsurgical
pain syndrome post radiation syndrome, pain associated with lmmunutherapy, or paln
associated with hormonal therapy), arthritic pain (including ostecarthritis and rheumatold arthritis
pain), chronic post-surgical pain, post herpetic neuraigia, trigeminal neuralgia, HIV neuropathy,
phantom limb pain, ceniral post-stroke pain and pain associated with chronic alcoholism,
hypothyroidism, uremia, multiple sclerosis, spinal cord injury, Parkinson's disease, epliepsy and
vitamin deficlency. in another embodiment, the condition is nociceptive pain (incleding pain from
central nerveus System rauma, strains/sprains, bumns, myccardial infasction and acute
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pancreatitis, post-operative pain (pain following any type of surgical procedure); pcrsttra'umaﬁc-
pain, renal calic, cancar pain and back pain}. in ancther embadiment, the conditlon is paln

" associated with inflammation {including arthritic pain {such as osteoarthritis and rheurmnatoid

disease pain), ankylosing spondylitis, visceral pain (including Inflammatory bowel disease,
functional bowel disorder, gastro-esophageal reflux, dyspepsia, irritable bowel syndrame,
functional abdeminal pain syndrome, Crohn’s disease, ileitis, ulcerative colitis, dysmenorrheal,
cystilis, pancreatitis and palvic pain). In another embodiment, the condtion is pain resulting from -
musculo-skeletal disorders (including myalgia, fibromyalgia, spondyiitis, sero-nagalive (non-
rheumatoid) arthropathies, non-articular rheumatism, dystrophinopathy, glycogenolysis,
polymyosilis and pyomyositis). In another embod:ment the condition is selected from the group

. ccmsusﬁng of hean and vascular pain {including paln caused by angina, myocardm] infarction,

mitral stenosis, pericarditis, Raynaud’s phenomenon, scleredoma and skeletal muscla ischemia),
in another embodiment, the condition is selected from the group consisting of head pain

. (including migraine such as migraine with aura and migralne without aura), cluster headache, -

tenslon-type headache mixed headache and headache associated with vaseular disorders;
orofadial pain, including dentaj pain, otic pain, buming mouth syndrome and temporomandibular-: .-
myofascial pain).

In another embodlmem the conditlon is sexual dysfuncllon {indluding sexual dysfunction
selected from the group consisting of impotence (organic or psychic); male erectile dysfunction;

" clitoral dysfunction; sexual dysfunctlon afler spiral cord injury; femate sexual arousal disorder;

female sexual orgasmic dysfunction; female sexual pain disorder; and female hypoactive sexual

_desire disorder).

In another embodiment, the condition is male erectile dysfunction. .

-In anothar embodiment, the condition Is renal dysfunction {Including renal dystunction
selected from the group COI’ISlSﬁnQ of acute renal failure, chronic renal failure; nephropathy {such’
as dlabetic nephropathyy); 1ubuloint3rsullal disorders; glomerulopathy; and nephritis, In anmnar
aembodiment, the conditlon is a cancer condition sélected from the group conslsting of cancerous
cachexia; tumor metastasis and neoplasia.

In another embodiment, the condition is osteoporosis.

In another embodiment, the condition Is a gastrointestinal condition selected from the
group consislidg of nutcracker cesophagus; anal fissure; disorders of gut moﬂlity-: irritable bowel
syndrome and haemorrhoids. tn another smbediment, the condition Is a urologic condition ’
selected from the group consisting of bladder outlet obstruction; incontinence and benign
prostatic hyperplasia, . :

In anothar embodiment, the condition is a skin condition, selected from psoriaéis;

‘urticaria and skin necrosis,

In another embodiment, the condition Is an ophtha!mlc condition seiected from retinal
disease; macular degeneration and glaucoma,

in another embodiment, the condition is nitirate intolerance.

In another embodiment, the condition Is baldness.
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In another embodiment, the condition is a gynecalogic condition selected from the group
conslsting of dysmenorrhoea (primary and secondary); infertiity and premature lebor. In another
ambodiment, the condition is secondary dysmenorrhoea.

In another embodiment, the preéenl invention iurther comprises methods for inducing
weight loss or maintenance of weight loss in a subject by administering to the subject a
therapeutically-effective amount of the Carboxypiperidine Compound.

E. Subjgcts
The Carboxypiperidine Compound (including the corresponding methods of treatment

and pharmaceutical compositions) are suitable for use with, for example, mammalian subjects
such as humans, othar primates (e.9., mankeys, chimpanzees), companion animals {e.g., dogs,

‘cats, horses), farm animals (e.g., goats, sheep, pigs, catile), laboratory animals (e.g., mics, rats),

and wild and zoo animals (e.g.. wolves, bears, deer). In one embodiment, the subjeqt isa
mammalian subject. In another embodiment, the subject is a human. E

"G. Hypothesized Mechani

Without being held to a particular theory, it is hypothesized that the Carboxyplperiding-+ -
Compound is an inhibitor of the PDES enzyme. ltis further hypothesized that the
Carboxypiperidine Compound inhibits the action of the PDES anzyme leading to an Increase In
intraceliular cGMP levels. This increase in intracellular cGMP levals reduces intracellular
calcium signaling, which iIn tum results in vascular smooth muscle relaxation and a reduction in
blood pressure.

H. Adminisiration and Dosing i
The Carboxyplperidine Compound is generally administered in a therapeutically effective

amount. in one embodiment, the Carboxypiperidine Compound is administered in a PDES
enzyme inhibiting amount. The Carboxypiperidine Compound can be administered by any
suitable route in the form of a pharmmaceutical compesition adapted 10 such a route, and in a dose
etfective for the treatment intended. Therapeutically effective dosas of the Carboxypiperidine
Compound required to prevent or arrest the progress of, or to treat the medical condition, are
readily ascertained by ane of ondinary skill in the art using preclinical and clinicat approaches -
familiar to the medicinal arts. ‘ -

'[he dosagé regimen for the compounds and/or compositions-conlaining the compounds

- is based on a variety of tactors, including the type, age, weight, sex and medical condition of the

patient; the séverily of the condition; the route of administration; and the activity of the particular
compound employed. Thus the dosage regimen may vary based on the specific situation.
Dosage levels from about 0.081 mg to about 100 mg of Carboxypiperidine Conipound per
kitogram of body welght per day are useful in the treatment of the above-indicated conditions. in
ons embadiment, the total daily dose of the Carboxypiperidine Compound (administpred in s;ingle
or divided dascs) is typically from about 0.001 mg/kg to about 20 mg/kg (i.e., mg compound/fkg
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bedy weight). In anothar embodiment, ]he total daily doze of the Garbﬁxyp&p&ﬁdmé -Corﬂp.ound s -

from about 0.005 mgfkn to about 10 mg)kg In ancther embodiment, the 1otal daily dose is from-

* about 0.005 mgrky to about 5 mgfg. In another embgdiment, fhe lotal daily dosa Is Jrom about

0.01 mg/eg 1o about 1 mafkg. Thesa dosages are based on an average hurman subjeu: having &
waeight of about 65 ky to about 75 kg. A physician will readily be abls io determine deses tor

* subjects whose weight falls outsida of this range, such as infants, The administration of tha-

Carboxypiperidine Gompeund can be repested 3 pluralir}r of times In & day (typlcally ng grezler
than 4 trmas) to achieve-the desirad dally doge. :
For canveniance the Carbm:ypkpendine Gn-mpnun:;l can be admmlmered na unlt dosaga

fo:m If daslrad, muluple dozes par day of tha uni dnsaga form can te used to mcrsase ihe total
.daity dose. The unit dosage farm, for example, may ba a fablel ot eapsule ccnlaunmg about 0.01,

0.05,0.1, 0.5, 1, 5, 10, 15, 20, 28, 30, 35, 40, 45, 50, 8%, 80, §5, 70, ¥5 B0, BS, 90, 95, 100, 125,
184, 175, 200, 250 or 50[} mg of the Carbmr,rpap@rn:line Compéund. In one embodimant, the unrt
dosage ferm contains from eboul 001 g o abon 508 mg of the Carboxypiperidite l:;c:mpn-und

‘In another embodiment, the unit dosage form containg from about 0.05 mg to about 250 myg of

the Carboxypipendine Compound. In anc:thar ambndiment the unil dosaga form conltains from:-
about 0.1 mg 12 sbout 100 my of the Carbuxyplparldine C:ompaund In another embodiment, the -
unit dosage form containg from about 0.5 mg to about 50 myg of the carbcxyplpanﬂme

T Compound.

I,_Use.in the Preparaifon_of a Megicsmant .
In arother embadiment, the pragent Inverition comprises the Carboxyplperidine

'Cumpuund for use as a medicament (such as a unit dosage tablet ar unit dosage capsulg).

- The presenl ivention fuither compriees he Loe.of-the Carbnxyplpeﬁdma Compound for
the manuracture of & med:camanl {such as a unit dﬂsage tablgt oF unit dosage cap.sn.de]l 10 treat
ane or mere of the conditions pre-wousiy idanified n the abowe sactions discussing mathods of
treaimant, In one emhnﬂumsﬂt tha condition I= hypardension. '

JJ. Phanﬂanam&_g! ComEnsilingg ’ .
For the treatmant of the conditians referred 1o above, the Carboxypiperidine Campuund

can be administerad g the free acid compound per se. I another Emhndlmant the
Carboxypiperiding Gompound can de sdminlstered =5 one or mare pharrnan::&utical!y af;ceptabla
salts of the free acid compound perse. In ancther embodiment, the Carbaxypiperiding
Compouend gan be administered &F & Mixturg of the the frea acld compound par seand one or
more pharmaceutcally accsptable salls of the frae acid compound per sa.

Tha present invention furlher compriges pharmaceutizal compositions cnmpnamg the
Carboxypiperidine Compound, in ohe embodimant, the phanﬂaceuﬂcal G::lmpnrsitmn CcoOmprsss .
the Carboxypiperiding Compaund in the fres acid torm. In another embediment, the
pharmaceutical composilion comprises one or move pharmaceuucally acteplable salis of the
Carbuxypipaﬂdlne Compaund. In another embodiment, the pharmwauﬁc:al c:r:nmpﬂs;tmn

(1
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comprises a mixture of fhe Carhoxyrﬁ[paridfne Campoung in the fres acld ferm and one or mare
pharmaceutically acceptable salts of the Carboxypiperidine Sompound. In one .ambndimenl', the
phamaceutical compesition comprises the Caroxypiperiding Compound and at laast one
phammacautically-acceptable camier. The carrier can be a solid, a Mquid, or both, and mey ba
tormulated with the Carboxypiparidine Gompound s a unki dosage farm, for axample, a ahiet,
which Gan contain from 0.05% to 85% by welght of the Garbaxypiperidine Compound. Olhet -
pharmacalogically active substances can alsa be presant,

The Carboxypiperiding Compotnd may ba administersad hy any sulteble roitte, preferabiy
in 1he farm of a phanmaceulical compositien adapia:l 1o Buch a route, and i ina dosa effective for
the treatment intended. The Carboxyplperidine Compeund and mrraspunding unmpcsiliuns for
example, may be ad minfstared orally, ractally, pararterally, or tnpun[ly

Orad administration of a solid dosage famm may be, for example, presented in dizcrote
unlts, such as hard or soft capsufes, pills, cachets, Iozengse, or tablts, sach cﬁniain!ng a
predetenminad amount of a1 lsest one compound of the prasent nviention. Ih ancther
emﬁudirnanl the oral adminlstration may ba in a powder or granute form.  In ancther
embodiment, the oral dose form is sub-ingual, such as, for example, a lozenge. In such sulld,

* dosage forms, the Cartoxypipatiding Bompnund ia ordinarily combinad with one gr more.

a:ﬁuvarrts. In the: ca=a of capsbfes, tablets, and pilis, the docage 1orms also may -;:urnprlse
buffering aganis or may be grepared with enteric caalmga

{r another smbodiment, oral administration may be In a liguid dose form. Laquld tdosags
forms for oral administralion include, for exampla; pharmeceutically acceptable emulsluns
solutions, suspanslons, syrups, and elixirs comaining inert dileents commonly used in the an
{e.g., watar). Such compositions also may comprise adjuvanis, such as weiling, emulsiiing,
suspending, Tavering {e.g., sweetening), andfar perfurning agents.

In anmhar embm:ﬁm&nt the prezant [fvention comprises a parenieml gose Torm.,
“Farenteral administralion” includes, for axarnpla subcutanacus injactions, intravenous

injestions, Intraperiionsally, Inramuseular injections, ntrasternal injections, and infusion,

Injeclable preparations fe.g., sterlle in;actahle aquacus or. oleag!nous AUEPENSIDRS} may ba '
formulatad according 1o the known art using sultable dlsperslng, welting agents, andior
suspending agents.

In.anather ermbadiment, the present invention comprises a toplcal dosage form. “Topical’
adminfsiration” includes, for example, transdermal adminisiration, such as via transdemal

. patches or iontopRaresis deviees, intraccuiar agminlstration, or intranasal or inhalation

administrafion. Compositions for topisal admiistration gl=0 include, lor.example, fopical gels,
SRrays, oftmants, ahd oreams. A lopical farmulation may include a compound which enhances
absorption or penetration of the active ingredlent through the skin or other stfected areas. Whan
the compounds of this invention are administered by a transdemal device, adminlstration wilt be
actotiplishad using a patch aither of the reservair and -pmaus membrane typa or of 2 eclid
matrix variety. Formulations sultable for topleal administeation 1o the eve inelude, for sxample,
&ye drops wheraln the compound of this invantion is dissolved or suspended in stitable carrer.
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For intranasal administration or administration by inhalation, the a_ctive eor'npoundé of the
invention are conveniently delivered In the form of & solution or suspension from a pump spray
container that is squeezed or pumped by the patient or as an aerosol spray preszentation from a
pressurized container or a nebulizer, with the use of a suitable propellant.

In another embodiment, the present Invention comprises a rectal dosage form. Such
rectal dose form may be In the form of, for example, a suppository. .

Other cairier materials and modes of administration known in the pharmaceutical art may
also be used. Pharmacsutical compositions of the invention may be piepared by any of the well-
known technigues of pharmacy, such as etfective formulation and administration procedures.
The above considerations in regard to effactive formulations and administration procedures are

well known In the art and are described in standard texibooks. Formulation ot drugs Is discussed .

In, for exampla Hoover, John E., Ramington’s ical Sciences, Mack Publishing Co.,
Easton, Pennsyivania. 1975; Liberman, et al., €ds., harmacemical Dosage Forms, Marcel
Decker, New York, N.Y., 1680; and Kibbe, et al., Eds., Handbook of Pharmacauﬂcal Exclpients:
(3° Ed.), Armerican Pharmaceutical. Association, Washington, 1998.

K. Combinations at Combination .
The Carboxyplperidlne Compound also can be administered in combination with other
therapeutic agents to ¥reat the various conditions previously discussed above. The

" Carboxypiperidine Compound and the other lﬁerapeutic agent(s) may be may be administered

éimuhaneously (either In the same dosage form or in separale dosage forms) or sequentially.

- Acocordingly, in one embodiment, the present invention comprises methods for treating a

condition in a subject _havlng or suscepiible to having such a condition by} administering to the
subject a therapeutically-effective amount of the Carboxypiperidine Compound and one or more

: additiorial therapéutic agents. In another embodiment, the present invention comprises a

pharmacautical compaosition comprising the Carboxypiperidine Compaund, one or more
additional therapeutic agents, and a pharmacsutically acceptable'carrler.

In one embodiment, the Carboxypiperidine Compound may be administered with aspirin.

In ancther smbadiment, the Carboxypiperidine Compound may be co-administered with

- one or more diuretics. Examples of suitable diuretics include hydroglorothiazide {suchas

MICROZIDE"‘ and ORETIC™), hydroﬂumethnazlde (such as SALUHON‘"‘") bemetanide (such
as BUMEXT“), torsemide (such as DEMADEX™), metolazone (such as ZAROXOLYNTM),

_ chiarathiazide (such as DIURIL™ ESIDRIX™ and HYDRDDIURIL"‘). triamterene (such as

DYRENIUM™), ethacrynic acid (such as EDECFIIN"") chiorthalidone {such as HYGRO‘PON“‘),
furosemide (such as LASIX™), indapamide (such as LOZOL™), and amiloride (such as
MIDAMOR™ and MODURETIC™).

In anolher embodiment, the Carboxypiperidine Compound may be oo-administered with
one or more angiolensin converting enzyme :nhlbllors Examples of suitable angiotensin
converting enzyma inhibitors include quinapril (such as ACCUPRIL™), perindopril (such as
Acsom”") captapril (such as CAPOTEN™), enalapril {such as VAsorec““). ENALAPRILAT™,
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ramipril (such as ALTACE™), cllazapril, defapri, fosenopril {such as MONOPRIL™), zofenopri,
Indotapril, benazepril (such as LOTENSIN™), tisinopril (such as PRINIVIL™ and ZESTRIL™),
spirapril, trandolapril (such as MAVIK™), perindep, pentoprii, moexipril (such as UNIVASC™)
tasidotril, S—allyrnefcaptocaptopﬁl. and pivopril.

In another embodiment, the Carboxypiperidine Compound may be co-administered with
one or more angiotensin |l receptor blockers. Examples of suitable angiotensin'il receptor
blockers lnclyde candesartan (such as ATACANDT"), eprosartan (such as TEVETEN™)," .
irbesartan (such as AVEPRO™), fosartan (such as COZAAR™), oli‘nesartan, olmasartan
medoxomil {(such as BENICAR™), tasosarian, telmisartan (such as MICARDIS™), valsartan
(such as DIOVAN™), zolasartan, FI1-6828K, RNH-6270, UH-7198 Way-126227, KRH- 594, TAK-
536, BRA-657, and TA-606. 4

In another embadiment, the Carboxypiperidine Compound may be co-administered with
cne or more calcium channel blockers. Examples of sultable caiclum channal biockers include-
nifedipine (such as ADALAT™, ADALAT GC™ and PROCARDIA™), veraparmil (such as
CALAN™, COVERA-HS™, [SOPTIN SR™ and VERELANT™), diitinzem (such as CARDIZEM™
CARDIZEM CD™, CARDIZEM LA™, CARDIZEM SRA™, DILACOR™, TIAMATE™ and
TIAZAC™), isradipine (such as DYNACIRC™ and DYNACIRC CR™), amlodipine (such.as
NORVASC™), felodipine (such as PLENDIL™), nisoldipine {(such as SULAR™), bepridil.(such
as VASCOR™), vatanidipine, clevidipine, lercanidipine, qiliﬂazerh, and NNC-SS—OGQS.‘ '

In another embodiment, the Carboxypiperidine Compound may be co-administared with
one of more beta blockers. Examples of sullable beta blockers include timoloi {such as
BLOCARDENT™), cartealol (such as CARTROL™), carvedilol (such as COREG™), nadold! (such
as CORGARD™,), bropranolol (such as INNOPRAN X1L.™), betaxolol (such as KERLONE™), ‘
penbgto&ol (such as LEVATOL™), metoprolol (such as LOPRESSOR™ ‘and TOPROL-XL™},

‘atenolol (such as TENORMIN™), pindolol (such as VISKEN™), and bisoprolol.

In another embodimen, the Carboxybipefidine Compound may be co-administered with
one or more alpha blockers. Examples of sultable alpha biockers include prazosin, doxazosin
(such as CARDURAT™), phenoxybenzamine (such as DIBENZYLINE™), terazosin (such as
HYTRIN™), CDRI-93/478 and CR-2991.

In another embodiment, the Carboxypiperidine Compound may be co-administered with
one or more alpha-beta blockers. An axample of a suitable alpha-beta blocker is Iabetalol {such
as NORMODYNE™ or TRANDATE™), A

in another embodiment.. the Carboxypiperidine Compound may be co-administered with

" one or more aldosterona receptor antagonists. Examples of suitable aldosterane receptor

antagonlsts include eplerenone {such as INSPRA™) and spironolactone {such as
ALDACTONE™),

In another embodiment, the Carboxypiperidine Compound may be co-administered whh
one or more renin Inhibitors. Examples of suitable renin inhibitors include aliskiren (SPP 100), '
SPP-500/600 and YS$-004-39,
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In anptherembaodiment, the Carbexypiperidine Compound may be cnfadm]nisie'red with

‘ong or mors eeniral antladrenargics, Examples of suilable central entiadrenergles includes

methyfdopa (such as ALDOMET™), cloniding (such as CATAPRES™ or GATAPHES-TTS’”]I
guznfacing {such a5 TENEX™), and guanabenz {such as WYTENSIN™),

In ancther ambcmmant the Gmxyp|par:d1na Gnmpound may be coaadmmlsiered with
one or mare glycoaldes / Inatrdpic agsnls. An exarnpla nf & sultabie giyeosids f moimplc agent is
dagﬂxm {such &s LANCRR™Y -

. In znether embodiment, the Carboxypiperidine Cumpnunr.l rnay hs mdminﬁstered iith

fra Gr mare human Belype natriurstic pepides. An example of a suitable Miman B-m:e
natriuretic peplide is nesiritide {sueh as NATRECOR™). )
In ancthar embediment, the Carboxyplperidine Compoting may be m—administarsd with

" gne of more Oehic nilrates or nitrg exide donars, "Nltnc exide donor® refers 1o a compound

thal donatas,, rehaases andfor directly or indirecthy tranatars a nitrogen monoxids species, andfor
slimulate tha sndogenous production o vitdc oxida or and ethafium-darived relaxing factor
{EDAF] In vivo and/or elevate endogendus lsvels of niiric oxiga or EDRF In vivo. It alao includes

compounds that re substrates for pitic oxide synihase.. Examples of suitable nittic oxida donors.: -

Inciudg Sanrl:msmhmls nifites, nivratas, N-oxo-h-nitrosamines, SPM 3672, SPM 5185, SPM -

. ‘5186 and analopuss thereof, sodium nllropn.rssma, nilroglycarin, isozorbida dinftrate, isogorbide

mamonirate, melsidoming, SIN-1 and subsirates of the various isazymes of nitric oxide synthasae,
In another ermbodimant, the Carbompxandme Cump[:umj iy ba co-adminlsiered with
ona or more bradykinin agon(sts. :
|n ansther ambodimant, the Carbuxyﬁiper!dina Compound may be co-administarad with

" one or mote solubie guanylate cyclaae ammtnrs anexampls of 4 suitable snLubJa guanylate .

cyclasz activalor is BAY-41-8543,

In ahother embediment, he Garbuxyp [paridine Compound may be m—adrnln:sleraci wlth
ona or more nautrel endupEpﬂdas& inhibitors. Examples of sufiable neuiral ehﬂmpaphdasa '
inhibitors inchide amapatnlat fasitotrl, mixanpnr EsRmpatilal, Z137824,

.
: Sl
N e

H
O =COH
BMS-189221 .4 MD,-160240
In ancther embodiment, the Carboxypiperiding Ceormpound may be uﬁ-admlnisIEIed with:
one of morg endgthelian antagonisis. Examples of suiteble endothalin antaganists includs
ambrisgntan, darusantan, 1 waa SPP-201, TBC-3711, YM-E2899, YM-SH'MB and BMS-
193354
In another embadiment, ihe Cart;_;oxyplpeﬁdine Compound may ba co-administered with -
ona or more S-hydroxy-3-methWglutand cosnzyme A reductase inbiklto:s. ‘Examplas of suilable

Shydraxy-3-methytalutard coenzyme A reduciase inhibltore include tluvastatin {such as -
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LESCOL™), atorvastatin (such as LIPITOR™), lovastatin (such‘as ALTOCOR™ or
MEVACOR™), pravastalln (such as PHAVACHOL'"). rosuvastatin (such as CRESTOR™), and
simvastatin (such as ZOCOR™), )

in another embodiment, the Carboxyplperidine Compound masr be co-administered with
niacin or one or more nicotinic acid derivatives. Exampies of suitable niacin or nicetinic acid
derivatives includa NIACOR™, NIASPAN™, NICOLAR™, and SLO-NIACIN™,

In another embodiment, the Carboxyplperidine Cempound may be co-administered with
one or more fibric acid derivatives. Examples of sullable fibric acid-darivatives include clofibrate
(such as ATROMID-S™), gemfibrozil (such as LOPID™), and fenofibrate (such as TRICOR™),

In another embodiment, the Carboxypiperidine Compound may be co-administered with
one or more bile acid sequestants. Examples of sultable bile acid saquestants includs colestipol
{such as COLESTID™), cholestyramine (such as LQCHOLEST“‘. PREVALITE™,
QUESTRAN™, and QUESTRAN LIGHT™), colesevelam {such as WELCHOL™),

In another embodiment, the Carboxypiperidine Compound Enay be co-administered with
one or more cholesterol absorption inhibitors. An example of a suitable cholesterol absorption
Inhibitor is ezetimibe (such as ZETIA™), :

In another embodiment, the Carboxypiperidine Compound may be co-administered with-

one of more choiesteryl esler transport protein inhibitors. An example of a sultable cho!esteryl
esler transpart protein inhibltor is torcetrapib.

in another embodiment, the Carboxypiperidine Compound may be co-administered with -

one or more apical sodium-dependent bile acid cotransporter inhibitars. Examples of suitable
apical sodium-dependent bile acid cotransporter inhibitors include SD-5613, AZD?BOG and
284W94. )

In anothér embodiment, the Carboxyplperidine Compound may be co-administered with

‘ one or mora alpha glucasidass inhibitors. Examples of sultable alpha glucosidase Inhibitors -

Include miglitol (such as GLYSET™) and acarbosa {such as PRECOSE™).

In another embodiment, the Carboxypiperidine Compound may be co-administered with
one or more biguanides. Examples of suitable biguanides include rosiglitazone {such as
AVANDAMET™) and metformin (such as GLUCOPHAGE™ and GLUCOPHAGE XR™).

In ancther embodiment, the Carboxypiperidine Compound may be co-administered with
one or more insuling. Examples of suitable insulins include HUMALOG™, HUMALOG 50/50™,
HUMALOG 75/25™, HUMULIN 50/50™, HUMALIN 75/25™, HUMALIN L™, HUMALIN N™,
HUMALIN R™, HUMALIN R U-500™, HUMALIN U™, ILETIN H LENTE™, ILETIN I} NPH™,
ILETIN Il REGULAR™, LANTUS™, NOVOLIN 70/30™, NOVILIN N™, NOVILIN R™,
NOVOLOG"‘,'.VELOSULIN BR™, and EXUBERA™,

In another embodiment, the Carboxypiperidine Compound may be 6o-ac1mlnlstered with
one-or more meglitnides. Examples of suitable meglitnides Include repaglinide (such as

PRANDIN™) and nateglinide (such as STARLIX™),

In another embodiment, the Carboxyplperldine Compound may be co-administerad with

~ONg or More suHonylureas Exampies of suitable sulfonylureas include glimepiride {(such as -

16
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) AMAH‘:"L“‘"}, gly‘bunda {such a3 DF.ABEI'A““ GL‘I’NASE PHESTAB“’ o MICRONASE™), &N

ghpizide (such as GLU COTROL™ and GLUSOTROL XL,

In anciher embudlmenL 1hs Cartcxypiperding Cﬂmpnund may be co-administered with
ana of more thizzekdnsdiones. Examplas of sultable thiazclidinediones trciode picgll‘lazona
(such us ACTOS™) and rosiglitazons {auch aa AVANDIAT) )

In another embodiment, the Carboxypiparidine Gmnpuund may be cn-aﬁm]nlstera’d with

one or mors alpha-2-delta ligands. Examples of sultabla alpha-2-detra liganda Im:lmie

gabapent]n. pregabalin (such as LYRICA™), K1R, 5R,85}-6-{aminomethylbicyclof3, 2.0] hepl-ﬁ-
yr]acehc: asid, 3-[1-amlmmeﬂ13ﬂ-=yciohax3{meth}¢)-4H-{1,2 dloxadiazol-5-une, C1-{1H-1tatrazol-
E-ylmethyi}- cycloheplyl]-methylamine, (35,48)-(1 -aminomethyl-5 #dlmamwuyc!upent}ﬂj-acelln
acld, (14,350} (3-amino-methyl-bicyclof3.2.0lhepl-3-yl}-acatic acid, {35, SH;na-aminnmeth:ﬂ =-
methd- ociannfc seid, {25,5R)-3-aming-5-maihyt-haptanoic acid, (33,5R)- 3-ammo—&mnth}d-
nenanglc acid - and (35 5R)-3-amino-5-methyl-octancle acld), 25,4 5)-4-(3-

Chigroph anexy}praline, and {25,45)-4- {3-Fludrebenzylpraline.

L. Kita

‘The prassal lnvention further comprises kits that are sultable far tisg in petioming the =
rmethods of lraatment described above. In one embodimant, the it comprises a first n‘usage
form cemprising the Carbnxypfpendma Compound and & container for the first dusage mrm In:
another embodimant, the kit comprizeg a first dasage fom mmpns ng the Cartruxyplperrdina
Compound and & second dosage form comprising a second fharapaullc agenl,

Ih another embodiment, the kit comprises a first dosage form comprising the
Carboxypiparidi |ne Compotnd and & aemnn:l dosage form mmpr[slng an angictansin :cnverting
enzyme inhibitor, - . .

In another embud:rmam the kit comprises a first dgsage form cnmpﬂaing the

- Carboxypiperiding Compound and a second dosaige form mrnprismg an angimensm Il. recaptnr

antegarist,

In ancther embodimant, the kit comprisas a first dosage form -::nmprisrng tha
Carboxypipesidineg Compound and a second dosage form comprlalhg an a]dostamﬁe receptor
antagohist, ' . : ’

In anciher ambadiment, the kit comprises a first dosage fom mmpﬁ,{-sing the

Carboxyplperidina Compound and a second dosage form comprising a nitte axide: donor.

M. Compound Synthesis

The Carbixyplperidine Cnmpnund may be prepared using iha methads illustratad |n the
synthailc schemes and the experimantal procedures described below. The genaral synthatle
scharnes ara preseﬂtad for purposes of illusteation and are not intended to ba IImiing. The
starling materals used to prepare the Carboxyplpetiding Gompound are commzrcially available
O may prapared b:.r mutrne methods wall known o those of ordinary skill i in tha art {such 85

-7
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those methods disclosed in standard reference books such as the COMFPENDIUM OF ORGANIC
SYNTHETIC METHODS, Vol. I-VI (published by Wiley-Interscience)).

Scheme 1
5  Scheme 1 outlines a general procedure for the preparation of the free acid of the
Carboxypiperidine Compound.

d
X

om0
2 equv O/ L\ HN
HN N

~
N
2 equiv Ca,CO,, DMSO, 125 °C Ny | N/)\N . ‘
S O
. : OH

10  Scheme 2 outlines an aﬂemative general proceduré for the preparation of the free acld of the
Carboxypigeridine Compound, '

Scheme 2

18
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The following examples illustrate the synthesis of th.eﬂfree acid of the Carbo:iypiperidlne V
5 Compound: ‘ i

141 -(2-elhoxyethyl)-3-elh}.d77-(4-methyrlpyﬁdin-2-ylamino)-1 prrazolo[4,3-d]pyrimldin-5;
10 yl)piperidine-4-carboxylic acid

St ; Pre of 1-(2-ethoxyethyl)-3-e -nit razg|e-5-carbo de .

A 1L flask was charged with 3-ethyl-4-ritropyrazole-5-carboxamide (prepared as

15  described in EP 1176142 at page 18) (15.0 g, 81 mmol), ttiphenylphosphiné (25.6 g, 87.8 mmol),
and tetrahydrofuran {120 mL). The resulting mixture was cooled by. ptacing the flaskin a 0 °C

bath and 2-ethoxyethanol {9.5 ml, 98 mmol) was added to the flask. A solution of di-tert-butyl

19
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10

15

30

azodicarboxylate (22.5 g'. 97.8 mmol) in teﬁahydroturan (80 mL) was then added to the flask over
a pericd of 2.5 hours. The mixiure was stired with cooling for an additional hour and then
warmed to room temperature and stirred for one additional hour. The mixture was again cooled
1o 0 °C, treated with 6M hydrochloric acid (40 mi), and heated to 40 °C for one hour, The mixture
was partially concentrated and extracted between ethyl acetate and water. The aqueous layer
was back-extracted with ethyt acetate. The combined organic layers were washed with water, '
washed with brine, dried over magnasium suliate, filiered and then concentrated. The resulting
viscous oil was treated with 2-propanol and this mixture was lhsn.concemrate‘d. The resulting
material was treated with 2-propanol and heated. Upon cooling, the resulting crystals were
fikered, rinsed with cold 2-propancl, and dried to afford 16.5 g of the tite compound.

2: Praparation of 4-amino-1-(2-athoxyethyl)-3-et razole-5-carboxamide -

- 1-(2-ethoxyathyl)-3-ethyl-4-nitro-1 H-pyrazole-5-carboxamide from step 1 (15.0 g.58

- mmal), 5% Platinum-on-carbon (0.75 g), and isopropyl acetate {150 mL) were comblned.and the

mixture was stitred under BO psi of hydrogen for about 50 hours. The mixture was then filtared
through celite, the celite was rinsed with acetonitrila and the filtrate was ooncemrated The
material eventually crystall:zed togive 13.7gas a hydrate of the title compound

Step 3. 1-(2-ethoxyethyl}-3-ethi- 1 MH-pyrazolof4.3- fimidine-5.7{4 H 6 H}-dlone

A mixture of carbonyldiimidazole (12.3 g, 76.1 mmo)) in acetonitriie (123mL) was

-warmed to 50 °C. The 4-amino-1-(2-ethoxyathyl)-3-sthyl-1H-pyrazole-5-carboxamide prepared

in slep 3 (13.2 g, 58 mmol) was added to the mixture over a period of one hour and the
temperature of the mixture wes increased to 75 °C during the addition. The mixture was then
cooled and stired ovemight. The mbdure was cooled In an ice bath and filtered. Tha filter cake
was rinsed with watar and dried 1o provide 12.8 g of the title compound.

20
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A mlxiu:"e of 1-(2-ethaxysthyl)-3-ethyt-1 H-pyrazolo[4.3-dlpyﬂmidhe-5.7(4H,Sdeﬁe
) from step 3 {25.2 g, 00 mmol) was treated with PhPOCI; (195 g, 1000 mmol} and heated, under _
5 N2, with stirring at 135 °C for 20 h. The mixture was cooled and then heated at 140 °C for an
additional 20 h, The mixture was cooled and slowly added to an ice (800 g)/water (200 mL)

. mixture. This was stirred for 3 h and the resulting solid was collected by filtration and rinsed with
water (2 x 100 mL). The solid was suspended in ethyl acetate (300 mL). Watar (200 mL) was’
added and the pH adjusted to 1-2. Then 10% NaHCO;3 (125 mL) waé added (resulling in pH-7)

10  andthe layers were separated. The organic layer was succsaslvely washed with water (400 mL)
and saturatad sodlum chioride solution (160 mL). The organic solution was then dried, and
concentratad to prowde 23 g of the title compound.

15  meth din-2-ylamine

A mixture of 2-amino-4-picoline (4.32 g, 40 mmoi) and 5,7-dichioro-1 ~(2-ethoxyathyl)-3-

ethyl-1H-pyrazolo{d,3-dlpyrimidine from step 4 (5.78 g, 20 mmol) was treated with THF {25 mL)
and cocled to 0 °C. The mixiure was stirred and treated with 1 M LiN(TMS)z in THF (40 mL, 40

20 . mmol) at a rate such that the temperature was kept below 5§ °C. The mbdure was stirmed for 30
ﬁm and was then treated with 10 % citric acid solution until pH 8-7 was achieved. The modure .
was partially concentratad under reduced pressure. The mixture was then stirred at 5°C for 1 h.’
The resulting solid was collected by suction fitration and washed with waler (40 mL). The solld -
was drted in & vacuum oven al a temperature lass than 60 °C to afford 7.0 g of the title -

25 compound. :
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S : Preparation of 1-(1-{2-etho X H7-{4-meth in-2-ylamino)-14-
razolof4,3- rimidin-S-yipiperidine-4-carbo

A rhixture of N—[S—chloro—1 (2-athoxyemyl)-3-a1hyi -1H-pyrazolol4,3-d)pyrimidin-7-yl}-4~
mathylpyndm-z ylamine from step 8 (5.42 g, 166 mmol), isonipecotic acld {85.9 g, 665 mmol),
cesium carbonate (162 g, 468 mmol), and DMSO (55 mL) was heated, with stirring, at 125 f'C.-

'Atter 20 h, the mixture was cooled 1o 20 °C and water (165 mL) was added. The mixture was

stirred for 15 min and was then treatad wnh athyl acetate (55 mL), The layers wore separated

. and the aqueous was treated with another portion of ethyl acetate (55 mL) The layars wera

separated again and the aqueocus layer was taken to pH ~ 5 using 6 M HCL. After stirring for 1
hour, the resulu'ng solid was fiitared, washed with water {20 mL) and dred /n vacuuo, to give 5.5.
g of the title compound. "H NMR (400 MHz, DMSO- -da): B 1. 10(t 3 H), 1.30{t, 3 H), 1.49-1.60
{m, 2 H), 1.84-1.85 (m, 2 H), 2.32.2.36 (m, 3 H), 2.52.2.57 (m, 1 H), 2.78 (q, 2 H), 2.99-3.08 (m,
2H), 3.52(q, 2 H), 3.78 {1, 2 H), 4.45-4.53 (M, 2 H), 4.56-4.64 (m, 2 H), 691 (d, 1 H) 805(3 1
H). 81B(d 1H), 963(3.1H) 12.18 (s, 1 H}. LCMS m/z 454. :

Alternatively, a mixture of N-[S-chloro-1-{2-ethaxyethyl)-3-athyi-1 H-pyrazolof4,3-
dlpyrimidln-7-yl}-4-methylpyridin-2-ylamine from step 5 can be combinaed with isoniﬁecoﬂc acid
{betwesan 1 to 10 equivalents) and a base and hesated between 100-125¢ C in a solvent until the
reaction is compiete. Suitable bases include cesium carbonale, sodlum carbonate and
potassium carbonate. Sultable solvents include DMSO and N,N-dimethylformamide.

Upan cooling, water can be added and the basic solution extracted {betwaen 1 to 3 times) with
an organic solvent such as ethyl acetate. The remaining basic layer is acidified to PH 5 with HCI.
The mixture [s stirred for approx!mately 1 hour. The solid is filtered ofi washed with water. and

. dried in vaccuo to provide the title compound,

EXAMPLE 2
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1{1-(z-emoxyemyn-a-e:hyt-u::-memyipyrmin-z—ytamino)-1‘r-;-pyrazoao[4'.3-mpyrimmms-
W)piperldine-4-carboxylic acid

Step 1: Preparation of 1-'2-etho -3-ethyl-4-nitro-1 raiole-s-carbomm e
\\\ 0
N
. N
N[ e
NO,

'1-(2-ethoxysthyl}-3-athyl-4-nitro-1 H-pymazole-5-carboxamide was prepared according to step 1,
' Example 1.

Stap 2: Praparatio| 4-amino-1-(2-ethoxyethyl)-3-athyk 1 razole- -carboxami

A mixture of 1-(2-éthoxyethy1)-3-ethyl-4~'-nﬂro-1 H-pyrazole-S-carboxamide from step 1

- (5.70 g, 22 mmol} and pailadium hyﬂmxide (1.0 g) in ethanol (110 mL) was treated with

ammonium formate (7.0t g, 111 mmol) in four unequal portions at about 10 minute intervals,
The resulhng mixtire was heated under reflux for two hours and then cooled. The mixture was
ﬂnered through celite and concentrated. The resulting residue was purified by column
chromatography on silica gel usmg a mixture of ethyl acetate and hexane as the sluent to
provide 2.45 g of the tifle compound. 'H NMR (400 MHz, CDCL): 8 1.17 (t, 3 H), 1.21-1.32 {m, 3
H), 2.60 {q, 2 H), 3.53 (q, 2 H), 3.79-3.95 (m, 2 H), 4.38-4.52 (m, 2 H). MS (ESDH vz 227.

Step 3._1-{2-ethoxyethyi)-3-athyi-1 zolo{4.3- titpidine-5,7(4 -dicne

23



WO 2007/054778 PCT/IB2006/003132

\,
k\ o
N [ M

No
N ~O
H

A mixture of 4-amino-1-(2-emoxyethyl)-3-eth3d-1 H-pyrazole-5-carboxamide from step‘z
(2.44 g, 10.8 mmol) in N,N-dimethytformamide {40 mL) was treated with carbonyldlimidazole
(1.82 9, 11.9 mmol) and heated at 80 °C avemight. The mixture was concentrated in vacuwo and
5  the resldue was purified by cotumn chromatography on sllica gel using a mixture of ethyt acetate

and hexane as the eluent to provide 1,04 g of the title compound. MS (ESI) n/z 253.

Step 4; Prgparation of §.7-dichlore-1-{2-ethoxyvethyl)-3-thyl-1 lo[4,3-dlpyrimidin

10 A mixture of the 1-(2-ethoxyethyl)-3-ethyt-1 H-pyrazolo[4,3—d]pyr!midine-5,7(4H,6H)-dione
prepared in step 3 (7.2 g) and phosphorus oxychioride (200 mL) with one drop of N,N;
dimethylformamide was heated at reflux ovemight. The mixture was cocled and the phosphorus
oxychloride was evaporaled under reduced pressure. Ice was added 0 the resulting residue and
then the mixture was extracted with chloroform. The organic layers were dried over magnesium

15 suMfate, fiitered, and evaparated 1o provide 2.09.g of 5,7-dichloro-1-(2-gthoxyethyl)-3-ethyl-1 H.

" pyrazolof4,3-dlpyrimidine as an oil which solidified-upon. standing. LCMS m/z 289. '

20 . O
The 5,7—dichloro-1-(2-ethuxyathyl)-3—ethyl-1H-pyrazolo{4.a-d}pyrimldine preparedin step -
4 (1 mmol), 2-amino-~4-picsline {2 mmol), N.N-diisopropylethylamine (3 mmal), and N- '
methylpyrrolidone (1 mL) were added 1o each of two reaction vesssls. Each vossel was
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Irradiated in @ CEM Discover microwave for 15 minutes at 150°C. Isonipecotic acid (3 mmof)
was added to each reaction vesse! and ths resulling mixture irradiated for 15 minutes at 180 °C.
The contents of the two reaction vessels were combined. Water and ethyl acetate was addsd to
the mixture and the mixture was shaken. Hydrochloric acld (1M) was added to the mixture and
the mixture was shaken again. The layers were separated. The organic layer was washed with

‘water, hydrochloric acld (1M) was addad, and the layers were separated. The organic layer was

dried ovar rmagnesium sutfate,‘ﬁhersd, and evaporated. The pH of the aqueous layer was raised
to about six by adding saturated sodium carbonate and the aquseous layar was then extractad’ '
with ethyl acetate. The organic layer was driad over magnesium sulfate, fitered, added to the
above organic residue and evaporated. The solution was purified by AP-HPLC on a Varian
DynaM C-18 column (250x41.4mm) with a gradient of 10-95% acetonitrile/watsr (hydrochloric
acid) over 15 minutes in two batches. Fractions were combined and evaporated to afford 0.26 g
of the title compound, 'H NMRA (400 MHz, DMSO-dg}: § 1.10 (. 3 H), 1.30 (1, 3 H), 1.49-1.60 {m,
2 H), 1.84-1.85 (m, 2 H), 2.32-2.36 (m, 3 H), 2.52-2.57 (m, 1 H),2.78 (q, 2 H), 2.99-3.08 {m, 2 H),
3.52(q, 2 H), 3.78 (1, 2 H), 4.45-4.53 (m, 2 W), 4.56-4.64 {m, 2 H), 6.91 [d, 1 H), 8.05 (s, 1 H),
8.18 (d, 1 H), 9.63 (s, 1 H), 12.18 (s, 1 H). LCMS m/z 454,

. Protocols

N_Potency and Selectivity Asgays

Method 1; Human Platelet PDES Enzyme |nhibition Scintiliation Proximity Assay

An in vitro assay can be used to evaluate the inhibition of POES enzymae activity by a test
oornpound.' As described more spacifically below, this assay measures the PDES ICs; valua for

 the test compound (l.6., the concentration of the tast compound required to inhibit by 50% the

PDES enzyme-catalyzed hydrolysis of cGMP to GMP relative to the activity of uninhibited
controis). :

The PDES enzyme for use in'the assay can be obtained from human platelets by
appropriahe modification of the method of Thompson, WJ f al,; Biochemistry 18(25), 5228-5237,
1979, as described by Ballard SA et al.; J. Urology 159(6), 2164-2171, 1898. The PDES enzyme
isolated from human platelets can be used to catalyze the hydrolysis of ["H]cGMP (Amershah
Biosciences) to 5' nucleotide ["HIGMP. The PHJGMP binds to yttrium silicate SPA beads
(Amersham Biosciences) and is detected by scintillation counting. More specifically, the effect of
the test compound at different concentrations can be evaluated In the assay by contacting the
compound with a fixed amount of PDES enzyme In the presence of substrate (eGMP or cAMP in
a 3:1 ratio unlabelled to [°H}-labsled). Scintillation counting can be used as described above to
determine relative PDE5 enzyme activity. The inhibltion of PDES enzyme activity is then
calculated relative to total PDES enzyme activity of uninhibited conirols. '

PDES ic,g Assay: 96-wall microtitor platé format
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Reagents
Buffer A: 20 mM Trs-HC), 5 mM MgCl, pH 7.4
Bufjer B; 2 mg/m! BSA In Buffer A (enzyme buffer)
cGMP substrate.  *  Final concentration of 500 nM in assay .
5 The amount of *H-labelsd substrate added depends upon the specific activity of [*H]cGMP, and

10

15

20

30

the cGMP substrate is dﬂuted with a 10 mM stock of cold ¢cGMP in Buffer A for a fmaj substrate
concentration of 500 nM in the assay. )

PDE gnzyme: Prepared.in Bufier B. ‘The dilution tactor i LS determined by enzyme activity.
SPA beads: 20 mg/mi suspension prepared IndH20. ' '

Posltive Contro _ Nagative Control” Standard/Test compgund

2 41 100% DMSO 2 411 100% DMSO 2 yl Standard/Test compound
25 41 Buffer A 25 BufferA 25 ! Buffer A
251 Enzyme 25 Buffer B 25 yl Enzyme
50 sl Substrate- 50 ul Substrate . - 50 41 Substrate
50 p1 SPA 16 stop 50 1 SPA to stop : 50 11 SPA to stop

Stocks of standard and lest compounds are prepared al 5 mMin 100% DMSO. The
compound is serially diluted In a dilution pléne using a 10-paint % log dilution format. 2 4 of the
compound dilution is added in duplicate 1o the wells of the assay plate, 2 uf of 100% DMSO are
added to designated control wells, 25 ul of Bufter A are added to all walls. 25 1 of Buffer B are
added to the negative control weils. 25 ul of enZyme are added to the ramalnlng wells. 50 p of
substrate are added to each well, Plates are sealed and incubated for 60 minutes on a plate
shaker at 30 C. 50 4 of SPA beads are added 10 stop the reaction, The plates are agaln sealed .
and shaken for 15 minutes to aliow the beads to bind the GMP product. The beads are allowed
10 settlo for 30 hinums &nd then read on a NXT TopCount scintiflation counter. Data are
analyzed with a curve fitting application for plate-based scroening. Percent inhibition in this assay
is calcufated as ioltows

Inhibition (%) = [(mean maximum - oompound valua/ (mean maximum = mean minimum)] x 100.

The 1Csp value is determined from sigmoid dose-response curves of enzyma aclivity versus
compound concentration. '

The Carboxypiperidine Compound was tested in accordance with Method 1. The
corresponding PbEs ICspy values measured are reportad in Table A

Table A
RUN NO. METHOD 1:
PDES ICs; (nM)
T 0.050
2 0.044
. AVERAGE: 0.047
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Compounds previously disclosed In exampies from WO2004096810 were tested In
accordance with Mathod 1. The correslpon'dlng FDES ICs, values measured are reported in

Table B,

} Table B )
wO02004096810 STRUCTURE METHOD 1:
EX'AMPLE NO. PDES5 ICy

. (nh)
11 16.2

2 048

3 438

4 8.84
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METHOD 1: |
- PDEE tcso':
(nh)

6.03

6.95
508

0.29

1.74

97

*STRUCTURE,

wWO02004026810
EXAMPLE NO.

11

12

13

WO 2007/054778
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METHOD 1:
PDES ICg

(nM)

42.1

0.09

058

STRUCTURE

WO02004096810
EXAMPLE NO.

14

15

16

WO 2007/054778

22.4
25.8

0.49

29

17
18
19
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{nh)

2.04

PDES ICg

METHOD 1:
0.39
377
1.83

47.9

STRUCTURE

NF™
'\

LF\'

WO2004096810
EXAMPLE NO.

21
23

24
26
28

50.2

N/\N:CHS

=N
—
30

N
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W02004096810 STRUCTURE METHOD 1:
EXAMPLE NO. PDES ICs
(nM)

35 737

36 1450

37 >10,000

a8 - >10,000

39 456

31

N
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wO02004096810 STRUCTURE . METHOD 1:
EXAMPLE NO. PDES ICs,
_(nW)
a0 334
71 152
72 177
]
71 >10,000
80 1940
81 118
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WO2004086810 STRUCTURE - METHOD 1:
EXAMPLE NO. PDES 1Cx, .
) (ot}
‘83 134
84 247
88 >100
90 1550
191 22.6
92 26.5
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WO2004096610 STRUCTURE :
EXAMPLE NO. MPE[::EOIZ N

50
(n\) =
93 311
94 - N 432
IN ’ \N
\ -~
| “"“‘Q
OH
95 N 76.0
|
4N j \N
\ -
NA“O—D
’ \
96
o 87.9
N/
W'
 HN
N
Pa \N
s !
-
WA
S HNA o _
08 1 o~ N/! 231
N X
IN \N
y—L L ,ﬂ
99 239
N/
N R ',
"N
N, SN
Y By
R
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W02003096810 STRUCTURE. :
EXAMPLE NO. METHOD 2:
PDES ICq,
(nhM)
100 p - 672
N X ’
” N
NG
\Y NA
N .
D
103 T 76.6
rN f \IN
\Y N”’L
u’\
OH
108 T 778
K HNT X !
N ! SN
\Y
NAN/\!
(o |
109 " 273
K HNT X [
N
N T N
N\ /
N™ N
"on
110 513
W
HN Xy
N
Ua \N
Y ’N A
ﬂ\/\o/
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WOZ2004096810 STRUCTURE METHOD 1:
EXAMPLE NO. : PDES ICx,
(nM)
113 1250
114 60.6
115 220
116 1760
123 248 ]
124 . 78.2
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WO02004096810 METHOD 1:
EXAMPLE NO. PDES ICs
{nM})
125 182
126 - " QOH 2230
| " HN '
IN t \N
\ -
NJ\N/\
' K,NH
127 . | 7580
o)
’ I HNO/
N 1 N
\ s
| L |
128 : o H\ 1390
i39

129

37




PCT/AB2006/003132 /%

WO 2007/054778
WO02004008510 STRUCTURE METHOD 1:
EXAMPLE NO. PDES ICxy
i (nM)
130 >10,000
133 - 4.45
N/
K HN Xy
M R
N I N <
N :
N/.J\N/\
NH
134 ) ~ 6.57
N/
’ R HN X
N
N, \N :
) ¥
N “n
Cr?m
135. -~ = 0.92
N
i
HNT R
136 1.09
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WO2004086810 STRUCTURE METHOD 1:
EXAMPLE NO.
PDES ICy,
(nhy)
137 J 143
. o
HNT X '
N
SO
%NT/’LN/\ '
K 1033
J . Né\r
HN/K/’
v ~
| P
N™
QNH
139 0.55
N |
<
N \/E ) R
N
140 1.95
J .
A
IN , \N
A
»F’\q
™
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METHOD 1:

PDES ICq

(nM)

0.15

227

812

5.34

4715

STRUCTURE

WO02004096810

EXAMPLE NO.

141

142

143

144

145
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W02003086810 ~STRUCTU ; :
EXAMPLE NO, i METHOD
PDES IC;,
(nM)
146 321
147 2.46
_NH
148 /' - 4.3
. ) 9
N/
N ’
:N \N
vl
NT N
’ k,NH
149 J ' 34.8
N/
HN X
IN ’ \N
'
L An
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WO2004096810 STRUCTURE METHOD 1:
EXAMPLE NO. PDES ICa,
(nh)

150° I8 .

151 22.0

‘152 12.1

153 19.5

154 126

155 13.4

42 .
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WO02004096810 -STRUCTURE METHOD 1:

EXAMPLE NO. PDES ICg
{nh1)

156 1.80

157 - 16.7

158 I\ 0.71

159 L 16.3
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WO2005096810 STRUCTURE METHOD 1:
EXAMPLE NO. POES 10,
(ni)
161 0.50
162 0.24
164 L 346
[o] N= I
\ HNT "o
. ’N -
N N
JHC I\/NH
165 o 7 | 19.5
HN "o,
1166 15
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WOZ2004096810 ' STRUCTURE . METHOD 1:
EXAMPLE NO. . PDES ICy,
: (nN)
167 295
168 0.81
170 2100
‘ HNT S o,
Ny
i s
N
Re K,NH
154 S T432
TN Ny
>\/\ , \N
= NAN
HC K/N“
176 S 274
\"' ) N CH,
N /K =N
N
‘ = N/*.N’\
He. : l\/NH
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W02004098810 STRUCTURE METHOD 1:
EXAMPLE NO. PDES ICyp
(nt4)

177 535

179 183

180 341

181 0.39

182 4.03

185 1.30
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WO2004096810 .STRUCTURE -
EXAMPLE NO. . METHOD 1:
PDES ICs,
{nM)
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‘Met 1A: ‘e tiva Human Plateleti PRES E| e Inhibition Scintillation Proximity As:

10

15

The PbES 'lCm of a test oompoqnd also can be measured in an altemmative in vitro assay
that varies from Method 1-as described below:

PDES ICsq Assay: 96-wall microfiter plate format

Reagents

Buftfer A: 20 mM Tris-HCl, 5 mM MgCl; pH 7.4

Buffer B: . 2 mg/mi BSA in Buffer A (anzyme bufter)
cGMP subggglé: Final conceniration of 50 nM in assay

The amount of *H-labeled substrate added depends upon the specific activity of [*H}cGMP, and it

is diluted in Buffer A.
PDE enzyme: Prepared in Buffer B. The dilution factor is determined by enzymae activity.

SPAbeads: 4 mg/m! suspension prepared in dH0.

Positive Control Nagative Control Standard/Test compound
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3 ul 100% DMSO 3 4 100% DMSO - 3 44 Standard/Test compound

27 ul Buffer A 27 ul Buffer A 27 pl Buffar A

30 yl Enzyme 30 pl Buffer B 30 pl Enzyme

30 1 Substrate 30 41 Substrate " 30l Substrate
30 pl SPA to stop 30 1 SPA 1o stop . 304 SPA 10 stop

Stocks of standard and test compound are prepared at 2 mM in 100% DMSO. The test
compound Is serlally diluted in a dilution plate using a 10-ppint 1/5 log dilution format such that
the afarﬂng concentration in the assay Is 2 yM for an inftial ICs screen; confirmatory ICgs are
done using a 10-point 1/3 log dilution. 27 of Buffer A are added to the walls of the assay
plates. From the dilution plate, 3 #! of diluted compound is delivered in duplicate or 3 g1 of 100 %
DMSO (for positive énd negative controls) are added. 30 pl of enzyme are added. For the
negative control wells, Buffar B is substituted In place of the enzyme. 30 4l of labeled substrate
are added to all walls.

After incubating for 60 m]ﬁutes at room temperature, the reaction Is stopped with tha
addition of 30 4 of the yttrium sﬂ;cate beads. These beads are dense and require constant
agitation while being added to the plate. The plates are sealed and shaken on a plate shaker for. -
fifteen rninutes to allow the beads 1o bind the GMP product.

After aﬂowing the beads to setlle for 30 minutes, plates are read on a NXT TopCount
scintiflation counter and the data are analyzed as follows. Percent inhibition values are calculated
using the means of the 0% and 100% controls on each plate. The estimates of the 4-parametars

. of the logistic, sigmoid dose-response mode! are then calculated using the wel-level percant

Inhibition value for the compound. The formula for the tour-parametar logistic model may be
expressed as Y = ((a-d)/(1+(X/c)~b) ) +d, where Y is the respanse, X is the

" concentration, & is the lower asymptote (minimum re:sponse), d is the upper asymptote

{maximum responss), ¢ ls the mode! ICs, {in the sarme units as X), and b is the slope {as
described in De Lean, A, P. J. Munson, and D, Rodbard (“Simultaneous analysis of tamifies of
sigmoidal curves: application to bioassay, radioligand assay, and physiological dose-fesponse
curves.” Am. J. Physiol. 235(2): E97-E102, 1978). These estlmatss are used to calculate the
concentration that corresponds to S50% inhibition.

The Carboxypipefidine Compound was tested in accordance with Method 1a. The -
comesbbhdlng PDES ICs values measured are reported in Table C.
Table C
RUN NO. METHOD 1A:
PDES ICg (nM)
0.051
0.051
0.039
0.045

& Wl | =
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Preparation of the Retina: Allow the eyes to thaw untll soft and until the cornea and tens are
clear. Whils supporling the eye with the comea uppermost, make a small incision through the
conjuncliva below the level of the iris. The Incision should be sufficient to allow the humor to
escape through the cut. Using fine scissors, cut around the comea to enabls It to be lifted off as
a flap. Using a small hook, engage the lens and gently pull it out of orbit, taking care not to pult
out the retina at the same tima. Aliow the retina to drop down of Its own accord o the base of the .
orbit. .

Lift the retina with care and locate the optic nerve. Cut through the optic nerve and
transfer the retina to a small dish containing a few m! of homogenisation buffer. Gently float the
retina out on the surface of the buffer and remove any obwious pigmented material from the iris.
Place the retina In a second dish with clean buffer to remove last traces of pigment and then
transfer to a SOml Corning Costar centrifuge tube {Sigma) and keep on ice.

E6 Isolation snd Purification from Retina: Allow 2mis of the homogenisation buffer per
bovine retina and 1ml per retina for dog and human. Homogenise using hand-held homogeniser
3 x 5 second bursts cooling on ice between each burst. Filter homogenate through two layers of
surgical gauze. Spin a1 100,000g for 60 minutes at 4°C. Fliter cytosoi efther through a 0.22uM .
Steril-D pack i there s sutficient volume or through a 0.22uM syrlr{ge-end filter (e.g..Millex&
GV). Run through FPLC (Pharmacia FPLC LKB/FRAC -100C, Pharmacia) or aliquot and store in
liguid nitrogen as nesdad. . .

8 2A; Altemative Human Retina PDES Enz: nhibition Scinthlation Proxim =\
{SPA)

The inhibition of PDEE enzyme activity by a test compound also can be measured in
accordance with the in vilro assay of Method 1A, but instead using semi-purified PDES enzyme
isolated from human, bovine or canine retina In place of PDES enzyme. This assay measures
the PDES ICsp value tor the tast compound (i.e., the concentration of the test compound regquired
10 inhibit by 50% the PDE6 enzyme-catalyzed hydrolysis of [*HIcGMP to the 5’ nucleotide
[PHIGMP relative to the activity of uninhibited controls). [3SH}GMP binds to yitrium silicate SPA
beads and is detecled by scintillation counting.

gthod 3;: Human Recomblnent PDE11 Enzyme Inhibition Scintillation Proximity Assay {SP
The inhibition of PDE11 enzyme activity by a test compound can be measured in -

- accordance with the In vitro assay of Method 1, but Instead using PDE11 anzyme expressed in

519 insect cells In place of PDES enzyme. This assay measuros the PDE11 ICsp value for the
test compound (i.e., the concentration of the test compound raquired to inhibi by 50% the
PDE11 enzyme-catalyzed hydrolysis of (*HIcGMP to the 5' nucleotide [*HIGMP relative to the
activity of uninhibited controls). [SH)GMP binds to yitrium silicate SPA beads and is detectad by
scintillation counting. -
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D ‘Expresglon Purification:

{a) Exgrg' ssion: Infect 200mi of S18 insect cells (Invitrogen, Carlsbad, CA) (1x10® /ml) with a
multipiicity of infection of 2 using a baculovirus expression vector contalning transpoased PDE-
11A1 (SEQ ID NO: 1) (pFastBac system, |Il'lV¥tl;Oan) (4x10” pfw/ml). tncubate at 27°C with

220rpm shaking for 48 hours. Harvest the infecied cells by pelleting at 2000rpm for 10 minutes at
4°C. Store the infected oel] pefiet at -80 °C until ready for purtfication. Resuspend the thawed call
pellets to 1x107 calls/iml (=20ml buffer consisting of 20mM-Hépes {pH7.2}, 1mM EDTA, 20mM
sucrose, 150mM NaCl and protease inhibitor tablels). Mix thoroughly and aliow to stand on ica

for 10 minutes. Sonicate for 5 x 5 seconds, on ice. Spin the mixture at 12,000 rpm for 10

minutes at 4°C In $534. 'Store the Insoluble pellet at -80°C, and proceed to the purification of

the soluble material,

(b} Purification: Prepare the column (1.0 cm diamater, Kontes) by rinsing the empty column
twice with TBS Then mix beads (Anti-FLAG M2 Agarose, Sigma) with TBS and add to the
column - allow the beads to setife. Wagh the column with 3 column volumes of 0.1M ghycine
(pH3.5). Then wash the column with 5 column volumes of TBS (do nat allow to run dry). Apply
the extract to the column and allow the extract to enter by gravity flow. Reapply the flow- thmugh.
Wash the column with 15 column volumes of TBS, Elute the proteln with 5 x 1ml afiquots of
FLAG peptide (Sigma) (i.e., 100ug/m! in TBS). Elule the remaining protein with 1m! 0.1M
glycine, and immediately add 25ul 1M Tris pH8 to neuiraliza.

3A: Altemative Hurpan Recomblnant PDE11 Enzyme Inhibition Scintilation Pro
Assa A '

The inhibition of PDE11 enzyme activily by a test compound also can be measured in
accordance with the in vitro assay of Method 1A, but instead using PDE11 enzyme expressed in
Sfa insect cel's in place of PDE5 enzyme. This assay measures the PDéH ICy value for the
test compound (l.e., the concentration of the test compound required to inhibit by 50% the
PDE11 enzyme-catalyzed hydrolysis of [’H]cGMP to the 5’ nucisotide [°H]GMP relative to the

activity of uninhiblted controls). [3M)GMP binds to yrtnum silicate SPA beads and Is detected by
scintillation counﬁng

The Carboxypiperidine Compound was tested in accordance with Method 2, Method 24,
Method 3, and Method 3A. The corresponding PDEG and FDE11 iCsg values maasured are.
reporied in Table E.
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Table E

RUN NO. METHOD 2: | METHOD 2A: METHOD s: Meﬁc"é"ﬁa_f:‘_'
PDES ICg PDESICy, .| PDE111C, | PDE11ICs

(nM) mw | (M) (nh)

1 401 512 195 143 '
2 3.89 T 243 20.0 16.5
3 3.88 T 16.8
a 212 , 26.0
5 574 26.4
6 3.72 19.6
AVERAGE: 365 37e 88 | 187

Compounds previously c{isciosed in examples from WO2004096810 were 1ested In
“accordance with Method 2, Method 2A, Method 3, and Mathod 3A. The comresponding PDES .

5  and PDE11 ICs; values measured are reported In Table F.

Tabte F
WO02004096610 METHOD 2: | METHOD 2a: | METHOD 3: METHOD 3a:. |
EXAMPLE NO. PDES 1Cs PDES6 ICs PDE111Cy PDE11ICy,

(ni) - {nM) (M) (nM)
245 250 390
248 657 4320
248 9.92 : 316
249 5.10 1180
260 221 3120
251 9.51 : 1882
252 307 874
253 100 312
254 188 2880
255 207 : 937
258 . 275 913 =
258 198 215
258 204 ~_199
261 58.8 110 426 . 585
262 47.7 6.3 471 . 608
263 25.3 30.6 316 384

¥ L L]
10 ° Additional assays that can be used 10 evaluate the effectivenéss of a test compound

15

include Method 4, Method 4A, Method 5 and Msthod 6 described below:

An ex vivo assay can be used to measure the direct relaxation of a rat aortic ring
exposed 10 a test compound. As more specifically described below, a test compound that
Inhibits POES activity elicits a relaxation of the aortic ring by enhancing the cGMP signal (l.a., by
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inhibiting PDES enzyme-catalyzed h'ydr'olysls-of cGMP to GMP)‘evoked when the aortic ring is

exposed to a stable exogsnous nitric oxide donor, such as diethyltriamine NONQate (diazen-1-
lum-1, 2-diclate, also known as "DETA-NO®). The assay measures tha ECy, value for the test

compound (i.e., the concentration of the test compound which produces 50% of the maximum

possible effective response for the test compound).

Male Sprague-Dawley rats (250-3509) are asphyxiated using CO, gas and their thoracic
aontas carefully excised and placed in Krebs buffer. The aortas are then carefully dlssemed free
of connechve tissue and divided into 8 sections, each 3—4mm in length.

Aortic rings are suspended between paralle! stainless sieel wires In a water jacketed
(387°C), 15 mL tissue bath under a resting tension of 1 gram. Tension is measured using
lsometric tension transducers and racorded using Ponemah tissue platform asystam. Each

'preparailon Is allowed to equilibrate for &t least 60 minutes prior to compound testing. During this

time, the tissues are also incubated with 200 UM NG-moenomethyl L-arginine (“L-NMMA"), and-

" the Incubation'media changed svery 15 to 20 minutes (L-NMMA is added afier aach wash to.

malntaln the final concentration at 200uM In each nssue bath)

Following the equilibration period, bassline tensions are recorded for each tissua. The
vasoconstrictor respanse to phenylepharine (1 uM) is assessad and when the response to
phenylepherine reaches a maximum, vascular reactivity is subsequently assessed by a
challenge of acatyichaline (1 uM). Following another washout period, a second baselineA value is
recorded afler adding the vascconstrictor noradrenaline (25 niM) 1 each bath and lncubaling the
tissues for a ime period (about 15 minutes) sufficient for the ﬂssues o achleve a stable tone. An
exogenous nitric oxide drive is suppiied using the slable nitric oxide donor, DETA-NO. Ths
concentration of DETA-NQ is titrated (curnulatively in hall-log Increments) to achieve

"approximatety 5 10 15% relaxation of the noradrenaline-ovoked preconstriction. Cumulative

concentralion-response curves are constructed in a single ring, typically using 5 doses/ ring and
allowing 15 minutes betwesn each addition.

Method 4A: Altemative Aortic Ring Assay

Method 4 can be modified to provide an altemative protocol for measuring the direct .
relaxation of rat aortic rings exposed to a test compound. This altemative method varies from

Meihod 4 as descrlbed below:

For the altema!we method, the endothelium Is first removed by gently rubbing the Iumen
of the vessel together between the fingsrs prior to preparlng the fAngs (denuded rings). The
resting tension is set at 2 grams and the vasoconstrictor response t0 a maximal concentration of
phenylepherine {1 uM) is assessed, followed (after a washout period) by two further exposures to
300 nM of pheylephrine. The concentration- -response relationship to noradrenaline is ’
constructed in each lissue over concentration range 0.1 to 300 nM. After anomer'?vashout period,
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the tissues are constricted with an ECq concentration of noradrenaline for compound testing.

th: ! Culex™ Ags : -

The effect of a test compound on systemic arterial blood pressure can be evaluated in a
conscious pre-cannulated spontansously hypartensive rat ("SHR") model. This assay is
conducted using an automated blood samplar ("ABS”) system. The Culex™ ABS system
(Bioanalytical System inc., West Lafayette, IN) comprises a laptop computer, tour oomrol units
and metabolic cages. This ABS system allows for the collection of multiple bicod samples from s{
single rat whhout causmg undue stress to the animal. 1n eddition, the ABS system allows for the
coliection of urine samples that can be potentially used for biomarker Identifications. Through
this approach, efficacy and standard phammacokinetic studies are conducted in the conscious -
unrestrained SHR rals simultaneously to define the relationship between plasma free drug
concantration or potential biomarker(s) and phannacological effect (reduction of mean arterial
blood pressurs). :

SHR rats at 12 10 16 weeks of age, welghing about 300g, undergo surgerical cannulation
of both jugular veins and the right carotid artary. After surglcal recovery, animals are placed in
the Culex™ cages and tethered to a movement-responsive anm with a sensor that controls cage:

- movement when the anlmal moves to prevent the catheters from berng twisted. Connections are

made between the right jugular catheter and the Culax™ sterlle tubing set for blood sampling,
and the left iugular cathster for compound administration, and the cathater in the right carotid
artery is connectad to a pressure transducer for monitoring blood pressure, To keep the patency

. of the cathaters, the right jugular cannula Is malntained by the “tend” function of the Culex™ that

flushes the catheter with 20 uL heparin saline (10 units/mL) every 12 minutes or betwean -
sampling events, and'the left jugular cannula is filled with heparin saline{20 uhitslmL) The
patency of the right carotld cannula is maintained by slow infusion of heparin ‘'saline either directly _'
into the extend tubing when blood pressure is not recorded or through the prassure transducer .
during the blood pressure monitoring. Animals are allowed 1o acclimate for at least two hours
before compound evaluation. The test compound may be administerad intravenously or by oral
gavage, Blood sampling protocols (sampling time and volume) are programmed usingthe
Culex™ software. The total amount of blood withdrewn from each animal will not excead 750
ul/24 hrs and 10 mL/kg within two weeks. Heart rate, blood pressure, and drug concentration

are monitored. Syslemic arterfal blood pressure and heart rate are recarded by PONEMAH

(Gould Instrument System, Valley View, OH), a Pressure transducar through a data acquisnion

system for recording blood pressure and heart rate, for 6 to 24 hours based on experimental
protocol. Mean arterial blood pressure (primary endpoint) is analyzed for assessing the efficacy
of the comppund.

Blo6d samples arg analyied for measuring plasma drug conceniration, using thé
LC/MSMS method described bsiow, and for evaluating potential biomarkers.

LC/MS/MS hod
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-Sample Preparation: Plasma samples (50 pL unknown, control or blank) are mixed with
10 pL acetonilrile:water or a standard solution of the test compound and 150 pb of interal
standard solution (100 ng/mL of the test compound in acetonitrie). The mixture is centrifuged at
3000 rpm for S min, and 125 pL of the supernatant vransferred to a 96 well plate. The solvent is
evaporated under a stream of nitrogen and the residue Is reconstituted with 80 pL
acatonltrile/0.1% aqueous formic acid (20:80 v/v)

A 20 ylL volume of each prepared sample is injected onto a Phanomenex Synergi 4 ym
MAX-RP 2.0 x 75 mm column and eluted at 0.4 mL/min using gradient elution from 0.1%
aqueous formic acid {mobile phase A) to acetonitrile (mobile phase B). The gradient program
consists of inftial appllcation of 0% mobile phase A, followed by a linear gradient to 75% mobile
phase B from 0.2 to 1.15 min after injection and held at 75% mobile phase B until 2.0 min. The
mobite phase was linearly changed back 10 $0% mobile phase A from 2.00 to 2.10 minutes, and
the next injection took place at 3.00 min. Detection was performed by mass spectrometry uslng

. _positive fon electrospray {ESI) with multiple reaction monltoring of the transitions m/z 454.00

(MH+ the test compound} — m/z 408.00, m/z 466.24 {MH+ the test compound) — 409.33. The
lon spray voltagea Is-set at 5000. A callbration curve is constructed by using peak area ratios of

" the analyte relative to the Intemal standard. Subject concentrations are determined by inversa::

prediction from thelr peak area ratios against the calibration curve.

The effact of a test compound on syslemic artarial blood pressure can be evaluated in a
spontaneously ﬁypertenslve rat (“SHR") model using telemetry. SHR Rats are anesthetized with
Isoflurane gas via an isoflurane anesthasla machine thal is calibrated to dellver lsofturane over a
range of percentages as oxygen passes through the machine’s Inner chambers. The animals are
placed in an Induction chamber and administered Isoflurane at 4-5% 10 reach a surgica! plane of
anasthesia. They are then maintained at 1-2% during ths surgical procedure via a noge cone,
with isoflurane delivered via a smaller Isoflurane anesthesia dovice on the surgical table.

Following administration of aﬁesmesla, the rats are implanted with trangmitters using
aseptic procedures with commereially available sterile radio-telemetry units (Data Sciences,
international, Roseville, MN 55113-1 136). Prior 1 surgery the surgical fiekd is ahaved scrubbed

* with Dial™ prand anumlcrobial solution {containing 4% chlorhexidine gluconale and 4% iscpropyl

alcohol) followed by an application of iodine (10%%) spray solution. A 2.5 10 3.0 cm laparotomy is
pretormed and the radio-telemetry unils implanted into the abdomen, with the catheter tip
inserted into the abdominal aora. Baby Waeltlaner retractors are used t0 retain soft tissus. A1
cm section of the abdominal aorta is partially dissected and that section cross-clampad brisfly,
punctured with a 21-gauge needle and the transmitter catheter tip introduced into the vessel and

-secured by a single’ 4.0 silk sulure anchored to the adfacent psoas muscle, The transmitter body

Is then Inserted into the abdominal cavity and simultaneously secured to the abdominal muscle
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wall while closing with running 4.0 silk suture, The skin layer Is closed with subdermal continuous
4.0 absorbable sulure. A subcutaneous (s.c.} administration of marcaine followed bya topical
application of iodine is administered Into and around the suture line, respectively, upon closing.
Al rals recelve a postoperative injection of buprenorphine @ 0.05myg/kg, s.c. before regaining
consciousness. A typical dose volume for a 0.300kg rat will be 0.050ml. The rats must be fully
recovered from their operative anesthesia before the administration of buprenarphine. They then
;acaive the same dose once daily for 2 consecutive days, unless the animal demonstrates that it
is in compromising postoperative pain.

Following surgery, the rats are retumed to their cages and housed individually on solid
bonom caging with paper bedding. A period of no less than 7 days is allowed for recovery before
axpefimental procedures are initiated. It has been observed that the rats are typically
hypertensive for several days following surgsry and retum to "normotensive” levels by
approximately the 7™ day post- -surgery. They are fed standardg rat chow and water ad Hbitum
throughoul the experimental time line. -

Test compounds are administered intragasmcal!y {l.g.) via gavage, usmg ofa sta;nless )
steel, 2% Inch, 18 gauge gavage needle with a balled end. For single daily dosing, the target
volume is 3.33 mlkg, l.g. The dose volume for the test compound is approximately 1 mY rat,

* The vehicles in which the test compound is administered is methylceliulose (0. 5%) + Tween 80

(0.1%} in SOMM citrate buffer pH=5.0,

Blood pressure data will be obtained using Data Séiences Inta‘mational"s data acquisition
program (Versnon 3.0). Blood pressure samples are recorded at 1.5-3 minute intervals fora 5
second duration 24 hours per day for the entire study. This dala is processad by Data Science's
data analysis software into averages of a desarad time inervals. Al other data reduction is
performed in Microsoft Excel™ spreadsheets. '

0. T Assa

Method 7; Micronuclous Assay

An in vitro micronucleus assay can be used to determine the mutagenic potential of a

test compound. This assay detacts chromosome abnommalities resuiting from exposure 1o a test

compound by measuring the formation of small membrane-bound DNA 1ragmems such as
micronucte! in the cytoplasm of interphase calls..

The assay is conducted using Chinesa hamster ovary {CHO) cells under ditferent test
conditions [n the absance and presence of metabolic activation. Concordance in outcomas
between this screening assay and in vitro cylogenetics is around 85%. Direct (-S9) testing is
conducted using 24 hour or 3 hour continuous treatments, whereas testing with metabollc
activation (+59) invalves a 3 hour traatment Clastogemcny Is indicated by an Increasa in
numbers of micronucleated celis in the f‘ rst interphase after exposure (in cytokinesis-blocksd
binucieated cells). The results are compared to the |gvel of cytotoxicity (rﬁaasured by‘lhe
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proportion of binuclsated cells) a test compound produces. To demonstrate vandiiy of the test,
negative (vehicle-treated) and posttiva (a known responder) controls are required to respond
within established historical ranges.

Negative - A negatlve result identifies no genmoidc hazard defined by the assay’s specific
endpoint (ex. negative in vitro micronucleus). A test compound displaying a negative response
has not fulfilled specific evaluation criteria for the asgsay which may Include one or both of the
following: 1) a reproducible concentration dependent increase in the specific assay endpoint
when compared to a negatlve {vehicle) cuntrol and/or 2) ane or more test concemrations
achieving a minimum fold increase in the specific endpoint over controls,

Positive - A posllive result identifies a genotoxic hazard defin_ed by the assay's specific endpoiﬁt

'(ex. positive in vitro micronucleus). A tost compound displaying a positive rasponse has fuliilled

specific evaluation criteria for the assay which may include one or both of the tollowing: 1) a -
reproducibie concentration dependent incraaé.-e in the specific assay endpoint when compared to
& negative (vehicle) control and/or 2) one or more test concentrations achieving a minimum fold
Increase In tha specific endpoint over controls,

Equivocal - An equtvo&al resull is reserved for situations where the test compound has been
evaluated in a valid assay tast or tests (l.e. assay aocéptabﬂhy criterla satisfactory), but fails to
display a negative or positive resull as definad by established evaluation criteria. This may
convey the presence of a weak positive response that requires additional repeat testing or
evantuel confimatory testing case-by-case. ’

Inconclusive - An inconclusive result is reserved for situations where the test compound has
been evaluated In an invalid assay test (i.e. assay acceptability criteria unsatiéfaaow for
technical reasons, ex. negative or positive controls fall to respond appropriately). Rapeat testing

. Is recommended in order to eslablish a valid assay test result.

The Carboxyplperidme Compound was tested in accordance with Method 7 and yielded
an equivocal rasult.

Compounds previously disclosed in examples from WO2004096810 that were tested in
accordance with Method 7. The .comaspondlng micronucieus assay resulls are reported In Table
Q.

Table G
W02004096810 “METHOD 7:
EXAMPLE NO. MICRONUCLEUS ASSAY
261 Positive
262 Equivocal
263 Positive
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Additional assays thal can be used to evaluats the toxicity of a test compound (e.g., whera
3 the micronucleus assay yislds an equivocel result) include Method 8, Method 2, and Method 10
described below:

Method 8: In Vitro Structural Chromosome Abetration jn Humg.l_'\. Peripheral Lvmphocytes

An In vitro structural chromosome aberration assay can be used to evaluate a test

10 compound for its ability to induce structural and numerical chromosoma aberrations in the

presence and absence of mammalian metebolic activation in human peripheral lymphocytes.

Concentration calculations are based on the correspondling molety factor of 1.000. The
test compound is dissolved and diluted in DMSO, which will serve as the vehicle control at a
volume equivalent to that usad to deliver the tast compound (1% final concentration).

15 . Heparinized human peripheral venous biood from a healthy male volunteer are added. to
culture medium, followed by addition of phytohemagglutinin M (Sigma Chemical Co., St, Louis,-
Missouri) to stimulate the cellular division of Iymp,.ocytes The primary cultures are mcubated for..
at least 46 hours prior to treatment with the test compound

. The following positive control fs utilized:

20 .
Table 1. Positive Controls
Test
‘ Compound
Posltiva Mbtabotic Incubation Concentration
Control Activation  Time (hours)  °  (ug/mL)
Cyclophosphamide (CP) + } ) 10
Mitomyzin C (MMC) | - 3 04
Mitomycin C (MMC) ~ . - 24 0.1
'i'he following treal}neqts are utllized:
25 Table 2. Treatment Conditions _
Treatment . Test Compound Metabolic Har\)est Time -
Incubation Time (hours). - Activation (S9) (hours) -
(1) 3-Hr+89 . 3 + 24 .
(2) 3Hr-S9 3 - 24
(3) 24-Hr - 59 24 . . 2

The following dose levels are selectad for the assay:

68



WO 2007/054778 - PCT/B2006/003132

10

I5

20

| Table 3. Dose Levels
Treatment Concentrations (xg/mb)
(1) 3-Hr +S8 100, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700
(2) 3-Hr- 89 100,- 200, 250, 300, 400, SO0, 600, 700
(3) 24-Hr—-S9 50, 75, 100, 200, 250, 300, 350, 400

Single cultures of cells for each concentration and & vehicle controi are dosed. Coli cultures are
exposed 10 0.1 pg/mL Colcemid® (Ciba, Switzerland) for 2 hours prior 1o harvest. Cells are
harvasted by centrifugation, swelled In a hypotonic solution and then fixed in a methanol:glacial
acetic acid fixative solution. The fixed cell suspension Is dropbed amo wet microscope slides,
dried, and stained with Glemsa. For each concentration of drug tested, at Irast 2 slides per
culiure are prepared.

. CylotoxIcity.is measured by an assessment of chromoseme morphalogy and the inhibition of

mitosis (mitotic index). A mitotic index is detarmined for all treatment conditions by scoring 1000
ceils per condition for the proportion of metaphase cells. )

The maximum concantration selected for scaring chromosome aberrations is the highest-dose at
which a sufficient number of analyzable metaphase cells are axpected. if possible, the highest

- dose selacted would suppress the mitotic index by approximately 50%, but not greater than 70%

raduction.

At least one concentration under each tast condition is sélscted for analysis along with.the
doncurrent vethicle and positive control. The slides arel not analyzed in a blinded fashion. At the -
discretion of the study director, additional test concentrations may be evaluated after the initial
evaluation has been completed t0 provide further clarification of an effect {i.e., an increase or:
absence of aberrations).
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The highest test concentration selected for analysis should mest 1 of the fellowing
criteria: (1) produces approximately a 50% reduction of the mitotic index compared to the vehicle
controls, {2) shows evidence of incomplete solublility, or (3) is equivalent ta the maximum

+ concentration of 5000 pg/mL or 10 mM (whichever is lower). When possible; 100 accaptable

diploid metaphase cel's from each culture are evaluated for ¢hromosome damage. An exception
1o this is an apparent increase In the 1requency of abnormal celis dunng data collection (I e.,» 10
aberrant cells are tallisd In the first 50 acceptable celis) in which case further analysis is
discontinued. Metaphase celis selected for analysis must be Intact (.e., have 462
chromosomes), and have a minimum of overlapping chromosomes. In addition, the
chromosomes should appear elongated such that the individual arms and centromaric regions

_can be readily identifiad. Each metaphase cel! Is classified as normal or abnommal whh the

type(s) and number of abnormalilles present per cell recorded. For abnormal celis, the stage X
and Y vernier co-ordinates of the slide are recorded. Structural chromosome aberrations are

- classified as chromatid break (Ct brk), chromatid fragments {Ct Frg), chromatld damage including

exchanges, rings, dicentrics and ranslocations (R), chromosome breaks (CsBrk), chromosome
fragments (Cs Frg) and muiltiple braaks {M). In addition, cells with pulverized chromosomes {PV)
are collected in the total aberration 1ally. Cells that contained gaps are recorded but not includad- .
in the total aberration tally. Numerical chromosome aberrations are determined.for each

- treatment condition and the concurrent vehlcle‘contmtsby evaluating the number of polyploid

and endoreduplicated cells, The polyploidy Indices are obtained by scoring when possible
1000 metaphase cells/culture while tabulatlng the number of metaphase cells that are polyploid -
or endoredupllcated

A Fisher's Exact 1-talled test on the total number of aberrant cells from each treatment group
compared to the total aberrant cells from the negative controls are used as the statistical
analysis.® A p-value <0.05 Is considered to be statistically signficant.

An assay is considered valid if the following criteria are met:
1.” Posliive control Induces a statistically significant increase in the percentage of cells with
chromosome aberrations when compared to the concurrent vehicle control and the

_induced frequencles are comparable to published or historical data.

2. Vehu:la control cultures have < 3% of cells with aberations or a percentage’ considered
comparabra 10 publushed or historical data.

3. Apprdximately 50% Inhibition of mitotic index is obsarved at the highest dose lavel. This

requirement is not applicable to test compounds for which no apparent cytotoxicity could
be achieved at the maximum soluble concentration or highest allowable dose.
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Method @ ; Seven Pay Oral Gavage Toxicity Study [n the Male SDAGS Rat

The toxicity of a test compound can be evaluated in a rat model. This study determines .
the polenual toxicity of and systemic exposure to test compounds, when administered by oral
gavage, once daily, for 7 consecutive days, to 6 to 8 week old male Charles River SDNGS rats
weighing between 175g and 200g. This study Is conducted using tha Xybion Path/Tox System
(Xybion Medical Systems Corporation, Cedar Knolls, NJ).

The tast compound is dosed orally once for 7 days by gavage &t a volume of 10 mUkg
of body wenghi. The test compound Is administered {o 3 groups of rats {n=5) getting dosaes of 30
mg/kg/day, 100 mglkglday. and 500 mglkg/day. respectively. A control group (n=5) receivas
vehicle (0.5% Methylcellulose (w/v) and 0.1% Polysorbate 80 (viv) in 50 mM phosphate buffer).
The oral route is used because it is the intended route of exposure in humans. The appropriate
amount of test corﬁpound is suspended in 0.5% methylcellulose in) and 0.1% polysorbate 80
(viv) in 50 mM clirate butfer. The dosing suspension pH is maintained between 3 and 9.

Every animal is serially bled &t 1, 3, 8, and 24 hours post dose on Day 1. Urine Is
coliected approximately 24 hours for metabolic analysis. Survival and moribundity observations
are conducted once daily during the pre treatrent period. Clinical signs are observad daify, 1-3-
hours post dose. Anlmals are euthanized via exsanguiriation after 7 days. Animals found dead .
are refrigerated and necropsied at the earliest possibla time (;r.rllhin working hours). Tamminal:, -
body weights, blood samples and organ weights are not taken from animals found dead,
Moribund/unscheduled/scheduled animals that are sacrificed are taken immediately to nééropsy,
and body weights, blood samples, and all clinical clinical pathology samples exoept for utine
samples are taken.

Various tissues {adrenal, femur bone, brain, cecum, colon, duodenu'm. epididymis, hean,.
leum, jejunum, kldney, livar, pancreas, biceps femorts skeletal muscle, splaen, stomach, testis,
thymus, thyroid, lumbar spinal cord, and mesenteric lymph node} will be weighed, flash freezed
stained and fixad, After macroscopic examination, issuss collectad with gross abnofmamles are
retained In formalin. All tissues collectad with gross abnormalities are processed and .examined
microscopically by the pathologist. Tissues are trimmed, embedded, sectioned, and stained with-
hematoxylln and eosln and examined microscopically by the pathologist at the pathologist's
discretion. Bone marrow smears are prepared and stained with Wright's stain. To elucldate the
nature of an mdwldual animals lissue change, addiional tissue collection, seclionlng, staining,
and microscopic examination is conducted as requested by the pathologist.

CIihicaJ observalions, body weights, gross necropsy observations, and histopathologic
findings are directly entered into the Xyblon Path/Tox System,

Method 10;- Biol um Ames Gene Mutation Assay

A Saimonelia mutagenicity test (also known as the Ames test) can be used to determine
the mutagenic potential of a 1est compound. ‘This assay measures the mulation rate of bacteria
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that are exposed 1o a test compound. See, for eMpfe, Ames,B.N., Durston,W.E., Yamasaki,E.
and Lee,F.D. (1973) Carcinogens are mutagens: a simple test system combining liver
homogenafes for activation and bacteria for detection. Proc. Nall Acad. Scl. USA, 70, 2281-
2285). Some cardimgt_ens become activatad when they are enzymatically transformed to an
electrophilic specias capable of covalently binding to DNA. In the Ames assay, 59 (9000g
supemalant) fractions are prepared from the livers of rais pratreatad wih phenobarbita! (PB)/5,6-
benzoflavone (BF) or Aroclor 1264 to Induce such drug metabolizing énzyme activity.

The BioLum Ames assay is & higher throughput screenmg version of the standard
bacterial (Ames) gene mutation assay. To demonstrate validity of the test, negative {vehicle-
treated) and positive (a known responder) controls are required to respond within established
historical ranges.

Negative - A negative resuft identifies no genotoxic hazard defined by the assay's specific

endpoint (ex. negative in vilro micronucieus), A test compound displaying a negative response

has not lulfilled specific evaluation criteria for the assay which may include one or both of the
following: 1) & reproducible concentration dependent increase in the specific assay endpoint
when compared 1o a negative (vehicle) control and/or é) one or more test concentrations
achieving a minimum fold increass In'the specific endpoint over controls.

Positive - A positive result identifies a genotoxic hazard deﬂned by the assay‘s specific endpoint
(ex. positive In vitro micronucleus). A test oompound displaying a positive response has fuffilled
specific evaluation criterta for the assay which may Include one or both of the following: 1) a

. reproducibla concentration dependent increase in the specific assay endpoint when compared to

a negative (vehicle} contro! and/er 2) one or more tesl concentrations achieving a minimum fold
increase in the specific endpoint over controls.

Equivocal - An equivocal rasult is reserved for situations where the test compound has been

evaluated in a valid assay test or tests (l.e. assay acceptabliity critaria satisfactory), but fails to
display a negatlve or posihve result as defined by establistied evaluation criteria. This may
convey the presencs of a weak positive response that requires additional repeat !asung or
eventual conﬂrmatory testing case-by-case. :

Inconclusive - An inconclusive rasult is reséwed for situations where the test compound has

been evaluated in an Invalld assay test (i.e. assay acceptability criteria unsatisfactory for
technical reasons, ex. negative or positive controls fajl to respond appropriately). Repeat testing
is recommended In order to establish a valid assay test rasult.

.' Pharmacokinetic/Pharmacodyna St

Msthod 11: Single Dose Pharmacokinetics and Oral Bigavailabillty in Male Sprague-Dawley Rat

Followin veno Oral Administrati
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An i vivo model san be used (o avﬂluais the single dose phanna.onadnetuc properties
and absclute oral bivavailabillty of a teat compound. As desciibed more specilically below, a 1o5t
mmpuun:l is administered o Sprague-Dawisy (SD) rats either intravenously of orally in &
trossover sludy dasign and the resulling pharmagokinatc propertes znd oral bicavallability are
meastured. . ) o
Male rate are administerad a 2.0 mgikg dose crally {n=2) by gavags ag a suspension -
{0.5% math ;rlnelluluaeﬁﬂ 1% Twsen 80 In distlled water). Adter a 72 haur wash-put poriond, the
same rals weie administered 2.0 mgfky dose bolua Intravenously {n=2) a5 a solution (70% PEG
400/20% .05 M Clivale Blfier pH 310% Ethznol). Sarial Mood samples (fur plasma] sra
callected rom each rat over a 24 hour pos! dese for each roule. Plagma. concentrafions of tast
compound are determined using & LG/MSIMS method with a lower limit of quantitation [LLOG) of
1.2 {for -534). nga'mL Pharmaccokinetic parameters of & tast mmpuund ara determined from the
plasma concontration-tme data using non-companmenta! mathods,

LE/MEMS: 1) Column: Hyperso: AQUASIL G118 2. T20mm, 3.0um; 29 Mab:i& phase: Aquecus
Waler with 0.1% Formic Acld, Orgainie: Acetontrile; lonjzation: +ESH (AP 4000}, MRM: myz 494.4
— AVE 3840 EE:carnple 261 in WDZEO-Q-DBEBW} iz 506.44 — miz 408.80 {(Example 2683 in
WDEUMGBEBH]} ™'z 49533 — m/z 395.20 {Exampla 262 in WO2004098810), . The deleation .

“fimilts are 0.12 ngimb [Exarnple 261 in WOX0409€810), 1.3 ng/mL {Example 2683 in

WOEDMHBEB1 D]I ard 0,11 oghml {Example 262 in WDEONDEEB‘I &,

Walsen (Versien 8.4.0.04} i used 1o caloulats masn lasl compound concentrafions,
eoregponding standard de vislisns {$0), and parcent coefficiant of variation (%CV), and to
eslimale pharmscokinetic peramsters (derved by noncompartmental miethods) and as=ocigted
slallstics (mean, S0 & V) # applicable. (Rince n=2, no SD or CV calzylated 7). ’
Concentralions below the Bmit of quantilation (BLLY are reported as zaro 10} and are vsed in the

“svaluation of mean copeentrations and the Esﬂmahcm of AUGC. The peak plasma soncentration
' {Ca,) and the tims to reach peak coneentration fimax) are recorded directly from individual

piastRa concantration-tima proflles. The terminai Ing-llnear phasa of tha plasma.
concentration-tme cuve is identified by linear regrassion of date paints. The terminal hal-ife
{lu) is calculated as inf2) divided by absclue value of ihe slope of the terminal log- inear phase,
The area under the plasma conceniration-time curve from fime zero 1o time of the lasl

quaniifiable concentration (t [AUCy] is determined using the iinsar trapezoldat methed, Tha .

areg unn‘ar the plasma concentration-ime aurve from e zers io Irfinity [,a.uom_ﬂ i2 determinad

as AUGN Alus tha exirapolzted arez. The exlrapula:ed areq i determined by dividing the las
- cbgened plasma cmnentraﬂcn by the slopa of the wrminal log-lincar phase Systermie plasma

clearance (CL) iz calnuratad as dose/fUIC, ., whils the volume of digiribulion at stearfy siae
Vo) s ctloulated s CL x MAT, whare MAT [mean resldanca time} is definad ag AUMC

o AUG .. The ahsuluta PC hicavanabilty (F) is caleulalad as & rafic of the dosa-normalized
AUGie. of individual animal atter PO -adminisiraticn to the dosa-narmaiized AUC.D.., oi Indhvidual
animal after IV adminfstration glivan the crossovar study deglgn. The paak plasma concentration
{Cmax), tha tima t0 reach paak concentration (i), fhe terminal hall-ifa {tya), the area undar tha
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plasma concenirafion-tme curve from ime zero tn Irfinity [AUC{.H]. the valute of distribution at
steady state (Ve,), Ihe systemlc plasma clearance {CL], and the absolute FE} ioavailabilily (F)
are shown fn Tabis C, '

5 The Carboxypiperdine Compound was tested In accordance with Methed 11 and the
rasulig are reporied in Table H. Compounds previcusly discloged in examples fram -
WOZ0D40068810 were tested in accordance with Method 11. Results for these compounds are
also are reporied in Table H.
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- . Biclogical Protocols

Mgihed 12: SHR Rat Combination Thorapy

A atudy was eonductad to assess the effact of mpaatéd oral doglng of the
Carboxypipetidine Compound on bloed pressure lowering and whether co-administration of the
Carboxyplperidine Gompound and the anglatensin converting enzyma inhikhter 2natapril could
résglt in further Blood pressure fowering. The study conststad of traating s'pnmanauusar
hypertensive rats (SHA) talemelsred as descrbed In Meihod F with the Cerbexypipstidine
Compound (1 mg/kg onge dally aml) and enalaprdl {0.0075 in drinking water} alona and In
combination 1or 7 days (Figure 1) {n=12/group). The Carboxypiperidine Compound reduced
blood-prassure from a pre-dose baseling value In ca:ﬁpaﬁsun to a vehicls reated group by 11 £
1 mmHg on day 1. The raduction In bload prassure was sustalnad forthe T-day padod,
rermalning 8 £ 1 mmHg below the pre-dusa basefine on day 7.

Enal-aprl'l als0 redused blead pressure from a pre-doss baselina vaiua n comparlsc o a
vehlde teated group with a maximal raduction of 22 i 2 mmiy en day 7. The comblnetion of the
Carbouypiperhding E‘}umpﬂund plus enafaprl raduced blood pressura mote than blood pressurne

‘was r‘aducaﬂ by esch aganl alone on ail days. . . L
Changas in the urinary cGMP mechanistic blomarker were assassed over the 24-hour
- period on day 9. cGMP was alevated In & 0-24 hour urine collection in Both the :
Carbaxypiperidine Cmﬁpuund and the Carboxypiperdine Compound + analaprii combination
groups In compaiison o the vehicla treated group (Flgure 8) in=1 2fgroup). '

All ducurﬁams manticned in this appllcation are expressly incorporated by reference as if
fully s&t forth at langth, When introducing elements of iha prasent invention or the pralerrad
embodimentis) thareos; the arlicles "a”, "an®, *the” and "sald” ara intended 1o mean that there are’

' one or rere of the elements. ‘The terms *somprising®, "including” end "having® are infended to
ba nelulve and maan Hiat there may be additional Elements other than the hsted eloments.

76



WO 20054778 PCTAB2ORGO03132 -

We claim:

1. Acompound, and phammaceutically acceptable salts of the compound, hawnag the siructure:

2. The compaund of daim 1 thatis a free eeid.
3. Tre phammacauleally acoaptable salls of the compound of ofaim 1.

4, A pﬁannanautlcal tomposiion comprising a compound, or a pharmaceuteally acceptable salt
af the compound, having the stnicture:

8 pharmacautically-acceplable carrer.,
5. The pharmaceulical composition of clair 4 éamprising a free acld of the o pound.

8. The pharmaceutical compositlon of claim 4 comprising & phatrnaceaticlly accaptable salt of
the compound.

7. The pharﬁaaeuﬁmi composition of cleim 4 furthet comprising an angiatensin carmverting
enzyma {nhikier. -

8. The pharmaceutical composition of claim 4 further comprising an angictensin I} receptor
anagonist. .
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8. A method of frealing & conditon In 2 subjéct the method comprising administering 1o the
" subject a th arapauﬂca]ha—eﬂenlive amourt of & ::mnp:;uund or a pharmaceutically acceptabls salt
thersof, hav.ﬂn@ |he etruciure;

wharain the condition ls selectad irom the group consising of a cardicvascuiar condidon, &
metabolic sondlfion, a sentral netvous Syrslern condition, 2 pulmonary condition, samal
dysfunmfon pain and renal dyafunm]an

10. The method of claim 9 wheraln the condition is 2 cardiovascular condition.

11, The mathod of claim 10 wherein tha cardiovascular condition is hypertension,

12, The method of claim 10 wherain the cardlovascular condition s hean fallure.

14, The' method of ¢laim 70 wherain the cardloveceuiar condition s angine.

14. Tha method of cfalm 9 fursher comprieing administering e therapoutically-eftective amoun of
an anglotansim cenveiting &nzyme mhibitor to tha subject,

15. The mathod of claim 9 further comprising administenng a therapeutically-afective armount of
an angletensin |l receptar antagonist o the subject,

- 18, Use of & compaund, or a pharmacewtically ac{:apiéqbla- zall tharoot, ha'.r]n'g the shuciure:

in the manufzcturs of & medicaman Tor the freztment of a condition selected from tha group _
conslsting of cardlovascular condltions, metabolic conditions, central narvous system conditions,
pulmanary ronditions, sexual dyshunction, pain &nd renal dysfunction.
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17. '_I'he use af clai-m 16 whereln the condition is a cardiovaseular pﬁndmnn,
18. The uss of clalm 17 whersin the cardlovascrlar condition is hypenension.
19. The use of claim 17 v;rhereln iha cardiwasnulgr condifion Is heart failure.
29. The use of g:r-"a.]r_n 18 wherein the cardiovascular conditlan is anglna.

21. A method of praparing a first compound having the structure:

with laonipecotic acld to provide tha firs compound.
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PCO33153A

60/735320
2005-11-10

1 .
1518

Homo sapiens

SEQ ID NO 1.S5T25.txt
SEQUENCE LISTING .

PatentIn version 3.3

atggactaca aggacgacga cgacaaggga

gctgatgcetg
ataaataaca
gcctaccagqg
fctgttcttt
ttaaacagac
gtcatcttrt
tgggccaagc
gaagttgaca
T attcatrrtg
ttcatggagc
cttttgacag
aacgtgtgtc
gaggtggaaa
accaacaatg
gctaccttgg
aatatctttg
tcaatattgg
grcagtaaag

ttaatgacag

agaacagttt

gcattgctga
atccgcgétt
gtgtccctat
ttgatgggaa
gtggaCttgg
agtctgtggc
agtt;aaggc
atgacttttc
tggggatggt
tgaggaaaaa
agcrgatgtt
ttttageggt
ccttccaage
agcatcacca
ctaacctgtc
caacagacct
gagaatacga

ccrgtgacct

caaagaaagc
gctggtrget
tgatgcagag
ttggaatagc
accrrttgat
,catéaacéac
tctrgatgtg
agccaacatc
tctegacgtt
acagaaattt
ctatcggatg
cgcgatgtta
gattgtggga
taagagtggc
tttcaaccac
ctccaaggaa
cacgcrgtac
ttggaacatc

tggagccgty

tcecggtecg
atggagaaat
tcaacaggcce

gcagaccaga

aaccaccaaa

gatgcagatc
acaattatgt
ctatcatacc
cctctggtgt
gatgtcatga
aaaattgact
gttcratacc
accactgctg
tgccrgtytc
tctgcectgg
gccgtgatga
tatagtgacc

tttgagagga.

aaaaaccatc

accaaaccgt

Page

agatgtecee

catcatactc
ttccagtgaa
tatctggttt
taattggagr
aacgactttt
atgatcaagt
atgcaacatg
cagaacttgc
tcacagctgc
atgagacact
acaactggag
ggtrtcaaga
atgaccrcga
cccaactcta
Tccttcaaag
ttatgcagct
gaactgaatt
gtgatatatt
gggagatctc
1

PCT/IB2006/003132

aaagtgcagt
cgactggcta
catcagtgat
tcacataaga
ggctcaagtg
tgaggctrtt
gaagaaétcc
ttcaaaagct
catcgatgac
tctccggatg
gtgtaggtgg
acatgccrtc

cattctgacc

ccacagggga
tggaacctcet
tgagggtcac
tttgaagcag
ctttgaactt

tcgatrcaatg

cagacaggtg

1;(1-EZ—ETHOXYETHYL)-3-ETHYL-7-(4-METHYLPYRIDIN-Z-YLAMINO)-1H-PYR
4,3-D]PYRIMIDIN~-5-YL)PIPERIDINE-4-CARBOXYLIC ACID AND SALTS

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
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gcagaacttg
crcactcctt
gagtggattg
ctgaagccga
aaacgactgc

gaagacagga

taaccagtga
cagcaatttt
atagcatctg
tgctagattc
tggcctcaac

actaataa

SEQ ID NO 1.ST25.txt
gttcttcgaa caaggagatc gggagagatt agagctcaaa

tgatcggaac cggaaggatg aactgcctcg gttgcaactg
catgcctttg tatcaggcac tggtgaaggt caacgtgaaa
agtagctaca aacagaagta agtgggaaga gctacaccaa

tgcctecatcc tccfcccctg ccagtgttat ggtadgccaag

Page 2

PCT/IB2006/003132

1260
1320
1380
1440
1500
1518
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ACIDO 1-(1-(2-ETOXIETIL)-3-ETIL-7-(4-METILPIRIDIN-2-ILAMINO)-1H-
PIRAZOLO[4,3-DIPIRIMIDIN-5-IL)PIPERIDINA-4-CARBOXILICO Y LAS
| ' SALES DEL MISMO | "
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere generalmente al acido’ 1-(1-(2-
etoxietil)-A c 3—eti|-7-(4-metilpiridin-2-ilarhino)-i‘H~pirazolo[4,3-d]pirimidin—5-
ilpiperidina-4- carboxilico y las sales del rﬁismo. La presente iﬁ:&;ncibn
ademds se refiere a las composiciones fafma'oéuti.cas que comprenden. este
compuesto' 0 sus sales, los procedimientos de tratamiento que emplean este :
compuesto ©° sus sales, y los procedimientos. de preparaciéon .de este
compuesto o sus sales. En general, ‘e'l compuesfo y su's sales inhiben la
enzima fosfodieéterasa de tipo 5 (“PDES") eSpepiﬁw de mondfosfato de.

guanilato ciclico.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La hipertensiér{ es una afeéccion asociada a, entre otros problemas

' fisiologicos, un riesgo incrementado de accidente oerebrovéscular. infarto de

miocardio, fibrilacion atrial, insuficiencia cardiaca, enfermedad vascular
periférica y disfuncién renal. A pesar de los numerosos farmacos disponibles
en diversas categorias farmacologicas para tratar hipertension y.p‘roblemas
fisiolégicos relacionados, no todos los pacientes requnden' a tales farmacos
con la eficacia o con {a seguridad que desea. Todavia son néoesarios ‘agentes
terapéutipos"édicionales para el tratamiento de hipertensiﬁﬁ y/o afecciones
relacionadas. |

Una clase de agentes terapéuticos resefiados en'la bibliograﬁa como

utiles para el tratamiento de hipertension son inhibidores de la enzima PDES

(“inhibidores- de la PDES"). En general, las células endoteliales vasculares "
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secretan &xido nitrico que actia sobre las células del misculo liso vascular y.

conduce a Iz activacion de la guanilate ciclasa y la acumulacién del

monofosfato de guancsina cidico ("¢GMP”). La acumulacién de cGMP.

provoca que los musculos se relajen y los vasos sanguineos se dilaten,

cunduciendo a una reduccidn en-la presion sangul'nea' El cGMP se inactiva

por la hidrolisis 2 5'-mannfnsfatn de guanosina ~ ("GMP") ‘mediante

fosfodiesterasas especificas de cGMP Una cGMP-fosfodiesterasa implicada

en la ini;ctiuaciﬁn de cGMP es Ia enzima PDES. Los inhibidores de la enzima

" PDES disminuyen la velocidad de la hidrolisis de cGMP. Esta reduccion en la

hidrélisis de clGMP puiendia 'Ias;_acc'innes de &xido nitrico que conduce a la -

reduccidn de la presign sanguinea.

Los compuestos que son inhibidores de la PDES se han resefiado enla .

bibliografia. Por ejemplo, el documento WO 2005049616 resefia una clase de
compuestos de pirazolo[4,3-<d]pirimidinilo. £l documento WO 2003048617

resefia ofta clase de compuestos de pirazolo[4,3-d]pirimidinilo. €l documento

WO 20040968?6 resefia ofra -clase de compuestos de ﬁiraznln[dl,}_

dlpirirmidinilo. EI documento EP 1348707 resefia otra clase de compuestos de
pirazolo[4,3-dlpirimidinilo. ' |

Es deseable la identificacion de compuestos adicicnales que son

: inhihidﬁres de la PDES. Tales compuestos se pueden usar para tratar sujetos

que padeoen o son susceptibles. de hipertension y/o problemas fisiolégicos -

relacionados y ademés amplian el intervalo de opciones de tratamlentn
disponibles para tales sujetos.
SUMARIO DE LA INVENCION
En una realizacion, Ia invehﬁiﬁn comprende el acido 1-(1-+(2-etoxetil)-3-
etil-7-{4-metilpiridin-2-llamino)-1H-pirazolof4,3-dlpirimidin-5-i}piperidina-4-

c:arﬁm_f:iliud y sus sales farmacéuticamente aceptables.
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En otra realizacion, la invencién comprende una composicion
fannaoéuti qﬁé comprende elAécido 1-(1-(2-etoxietil)-3-etil-7-(4-metilpiridin-
2- -ilamino)-1H-pirazolo[4,3-d]pirimidin-5-il)piperidina-4-carboxilico o una sal
farmacéuticamente aceptable del mfsmo, y un vehicuio »'farmacéutimmente
aceptable. o | "

En otré - realizacién, la- invencibn comprende’ una composicion
farmacéutica que cgmprende el acido 1:(1-(2éto%ietil)—S—etil—?y-(cS—meﬁlpiriqin'-
2- ilamino)-1H-pirazolo[4, 3~d]pin'midin-5-i|)piperidiné-4-carbom’lico o una sal
farmacéuticamente aceptable del’ mismo, uno o mas agentes terapéutleos ?
adicionales, y un vehiculo farmaoeuttcamente aceptable

En ofra realizacién, la invencién comprende procedimientos pa}é tratar
una afeccion en un sujeto mediante la administracién‘a un sujéto de una.
cantidad terapéuticamente eficaz del acido 1-(1 (2-eto>oetll)-3-ettl-7-(4- .'
metilpiridin-2-ilamino}-1H-pirazolo[4, 3-d]plnmtdln-5—|l)p|per|dma-4mrboml|co o

una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Las afeoclones .que se "

-pueden tratar de acuerdo con la presente invencion incluyen : afecciones

cardiovascul’arés, afecciones metabdlicas, afecciones de! éistemé nervioso
central, afecciones pulmonares, disfuncién sexual, dolor, y disfuncién renai.

En o'tra iéalizacién, la invencién comprende procedimientos para tratar
una afeccion en un sujeto mediante la administracién a un sujéto de una

cantidad terapéuticamente eficaz del acido 1-(1—(2—etometll)-3-etll—7-(4—

, metllplndln-Z-llammo)-1H-plrazolo[4 3-d]p1nm|d|n-5-|l)p|pend|na-4-camoxlhoo o

una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, uno o mas agentes'
terapéuticos adicionales, y un vehiculo fannaoéuticamenfg aceptable. Las
afecciones que se pueden ftratar de acuerdo con laupresente invencién -

incluyen afecciones cardiovasculares, afecciones metabdlicas, afecciones del

sistema nervioso central, afecciones pulmonares, disfuncion sexual, dolor, y
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disfuncion renal. »
" En otra realizacion, la invencién comprende el uso del acido 1-(1-(2-
etoxietil)—S-etil-T-(4—metilpiﬁdin-z-ilamiho)-j H-pirazolo[4,3-d)pirimidin-5-
‘il)piperidina4-carboxilico 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mism |
para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una afgobién en
un sujeto. Téles afecciones incluyen afecciones cardiovasculares, afecciones
metabolicas, afecciones del sistema nervioso centra!, afecciones pulmonares,'
disfuncién sexual, dolor, y disfuncion renal. ' |

En otra realizacidn, la invencién comprende procedimientos - para

"fabriwr el acido 1'-(1-(2-etoiietil)—3:eti|—7—(4-metilpiﬁdin—2—i!amino)-1H-
* pirazolo[4,3- .d]piri:hidin-5-i|)piperidi'na-4;mpboxilioo o una sal

farmaoeuhcamente aceptable del mismo.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La figura 1. muestra un grafico que ilustra el efecto sobre Ia presion
sanguinea-de la administracion orél‘repetida"del acido 1—(1-(2—etoxietil)—3-etil-'
7-4 | metilpiridin-2-ilamino)-1 H-pirazolo[4,3-d]p_‘irimidin-s-inbiperidina-df-'

carboxilico (1 mg/kg de dosis oral al dia), solo y en combinacién con enalapril,

' 4eh un modelo de rata hipertensa consciente espontanea.

La figura 2 muestra un gréfico que ilustra el efecto . sobre el cGMP

urinario- de 24 horas de la admlmstracuon oral repetnda del écldo 1-(1-(2-

. etoxietil)- 3-et|I-7-(4-menlp|ndzn 2-ilamino)-1 H-plrazolo[4 Bd]pmmldm-s-

il)piperidina~4-carboxilico (1 mg/kg de dosis oral al dia), solo y en combinacién

con enalapril, en un modelo de rata hipertensa consciente espontanea.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

" - Esta descripcion detaflada de realizaciones pretende solamente informar a
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otros experos en la técnica de las invenciones de los soiicitantes.l sus
principios, y su éblicacién practica de manera que-otros expertos en la técnica
puedan adaptar y aplicar las invenciones en sus numerbsas formas, como se
puedan adaptar mejor a los requerirriientos de un uso particular. Por lo tanto,
estas invenciones, no se limitan a las realizaciones descritas en esta'memoria
descriptiva, y sé pueden modificar de diversas maneras..

A. Abreviaturas y definiciones

Como se usa enreferencia a 'H RMN, el simbolo “5° se refiere él )
desplazamiento quimico de-'H RMN. ‘ _ '
Como se. usa en referencna a 'H RMN, la abreviatura "br" se refiere a
una seﬁal 'de 'H RMN ancha, ” |
Como se usa en referencia a 'H RMN, la abreviatura "d" se refiere a un,
pico de 'H RMN doblete. | . | |
Como se usa en referencia a 'H RMN, la abrevuatura " se refiere a ﬁn ‘

pico de 'H RMN multiplete.

Como se usa en referenc:a a'H RMN, la abreviatura °c" se- reﬁere aun

. pico de 'H RMN cuartete.

Como se usa en referencia a '"H RMN, la abreviatura “s” se refiere a un
pico de "H RMN singlete.

Como se usa en referencia a 'H RMN, la abreviaturé ‘1" se réﬁgre aun
pico de.'H RMN triplete.

La abnewatura ‘BSA” se ref ere a albumma sérica bovina.

La abreviatura “CDI” se refiere a carbodiimida. .

La abreviatura “DMSO" se refiere a dimetilsulféxido.

La abreviatura “DBAD" se refiere a' dlbencuazodlcarboxulato

La abreviatura *EDTA’ se refiere a acido etulendaammatetraacétmo

La abreviatura *‘HEPES"™ se refiere a 4acido 4-(2-h|drox1ettl)-1—
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piperazinaetanosulfénico. _ .

La abreviatura “EMAR" se refiere a espectroscopia de maéas de alta -
resolucion (barrido positivo de ionizacién por electropulverizacién).

La abreviatura "iPrOAc” se refiere a acetato de isopropilo.

La abreviatura “CLE'M": se refiere a espectroscqpia de masas _aéoplaﬂb
a cromatografia liquida. : .‘ |

La abreviatura *m/z" se refiere a pico de espectro de masas.

La abreviatura “NaN(TMS);" se réﬁere a hexametildisilazida de sqdio.

La abreviétura “ufp” se refiere a unidades formadoras de placas.

La abreviatura “PYC” se refiere a platino sobre carbono.

La abreviatura "PMSF" se refiere a fluoruro de fen'ilmetilsylfoniio.

La abreviatura “SPA” se refiere a er;sayo de proxirﬁidad de centelleo.

La abreviatura “THF" se réﬁere a tetrahidrofurano.’

La abreviatura . "Tris-HCI® se vreftere a clorhidrato de

Tris(hidmximgtil)aminometa_no. B |

El tc_’ermino “afeccién mediada bor c-GMP® se refiere a cualquier

afeccién mediada por cGMP, o bien a través de regulacién directa por cGMP,

.o a través de la regulacion indirec'ta por cGMP como un componente de una

20

25

ruta de Seﬁalizacién.
El término "afeccién mediada por la PDE-5" se refiere a cualquier
afeccion mediada por la enzima PDES. ’4 A'
El témino °sujeto hipertenso® se refiere a un sujeto §ué tiene
hipertensién, que padece los efectos de hipertension oes susdeptible a una
afeccidn hipertensa si no se trata para prevenir o controlar tal hipertension.

£l término “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un

vehiculo que es compatible con los otros ingredientes de la composicién y no

es perjudicial at sujeto. Tales vehiculos pueden ser un material, composicién o
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vehiculo fammacéuticamente aceptable, tal como una carga, diluyenté,
excipiente, disolvente o material encépsulador liquido o sélido, implicado en el
porte o transporte de un agente quimloo La compostcuén prefenda depende
del procedimiento de administracién. ' ~

El término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a u'na‘céntida'd
de farmaco o ‘agente farmacéutico que provocara la fespuesta bioh')gim'
médica de un tejido, sistema o animal que se estd buscando por un
investigador o clinico. | o

El térmmo “tratamiento”™ {y los téminos oorrespondlentes “tratar" y:
“tratando”) incluye tratamiento paliativo, restaurador y preventivo de un sujeto.
El term!no “tratamiento pahatgvo se refiere al tratamlento que calma o nedqoe
el efecto o intensidad de una afeccién en un sujeto sin curar la afeccion. El
término “tratamiento preventivo® (y €l término oorrespo.ndierite.‘.‘tratamiento |
profilactico” se refiere a o bien prevenir la aparicion. de tjna afecci(;n"
preclinicamente evidente en conjunto o prevenir la abéﬁéibn de una fase

preclinicamente evidente de una afeccion en un sujeto. El témino "tratafniento

- restaurador” se refiere al tratamiento. que detiene Ia progfesién de, reduce las -

" manifestaciones patolégicas de, o elimina completamente una afeccién en un

sujeto.

B. Compuesto de carboxipiperidina

En una realtzaclon la presente invencion comprende el compuesto que

A tlene la estructura
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"y las sales (particulammente las sales farmacéuticamente aceptables) del,

oompuesio. EI nombre correspondiente de este compuesto es el acido 1-(1-{(2- -
etoxietil)-3-etil-7-(4-metilpiridin-2-ilamino)-1H-pirazolo[4,3-d]pirimidin-5- '
ipiperidina-4-carboxilico. Salvo que se establezca otra cosa, este compuesto,
todas las formas téutémeras'del compuesto, y las sales fahnaoéutiémen'té '
aceptables del compuesto y sus formas fautémeras se refieren ".»defforma-
colectiva en esta solicitud como el “compuesto de carboxipiperidina”. El
compuesto de wrboxiﬁiperidina, es til, por ejemplo, como un inhibidor de la
enzima PDES. ‘

En una realizacién ié presente invencion se refiere a la forma de acido
libre del compuesto de carboxipiperidina. ‘ _

En ofra realizacién; ‘la presente invencion se reﬁere a las sales .
farmacéuticamente aceptables del compuesto de carboxipiperidina.

El documento WO 2004096810 resefia un género 'de compuestos que .
abarca genérimmen;e el compﬁgsto de carboxipiperidina. Aunque el
documento WO 2004096810 proporciona ejemplos de compuestos

especiﬁoos dentro del geénero, no describe ell propio compuesto de

. _carboxipiperidina. Sin embarg_q,' el compuesto de carboxipiperidina, posee al

menos .una o mas propiedades diferentes con relacion a los compuestos
especificos descritos en el documento WO 2004096810. Estas propiedades
incluyen.: por ejemplo, las propiedadés de eﬁbaé:ia (por. ejet'nplo,' mayof 7
potencia in vitro, ex vivo, ylo in vivo), de seguridad (por ejempio “mayor
selectividad ylo menor tomcudad) farmaoocmetlca (por ejemplo., Cmax,
sémivida mas larga y/o menor- eIummacnon) y propiedades de fabncac:én (por
ejemplo, facilidad de sintesis y/o disponibilidad de m.ateriales de partida).

Como se ha indicado anteriormente, el oompgjesto de carboxipiperidina
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puede estar o bien en la forma de- acido libre o en forma de una sal.-Las
formas de sales diferentes del compuesto de carboxipiperidina puédén tener
diferentes propiedades fisicas relativas entre si. De acuerdo con lo anterior, la
seleccion de la forma de sal especifica del compuesto de carboxipiperidina - '
potehcialmente_ puede tener imbécto‘sobre, por ejemélo, Ia.estabilidéq del
compuesto (tai -como sobre un intervalo de temperamras y/o humedades}, la
solubilidad del compuesto y otras propledades fisicas del oompuesto que
pueden afectar al producto famaco. Ademas las sales del compuesto de
carboxnplpendlna en general tendran_mayor solubilidad acuosa que. la forma :-
de acido libre correspondiente. o

Cuando la ;al del compuésto de carboxipiperidina se aidmihisffa a un
ser humano o sujeto animal (en oposicion a, por ejemplo, uso paré'ensayo in.
vitro), la sal preferiblemente es una sal farmacéuticamente aceptable. El |
término “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una sal que
generalmente se considera adecuada para consumo humanc (parlicularmente
una sal no toxn:a) Las sales farmaceéuticamente aceptables lncluyen sales de
adicion de base 'y sales de adicion de acido del acsdo libre correspondiente.
Estas sales tipicamente se pueden_‘ preparar mediante medios convencionales
a partir del é'cidb libre del compuesto de carboxipiperidina.

Las sales de adicibn de base ilustrativas del éombugsto de
carboxipiperidina iqcluyen las sales metdlicas y las sales organicas. Las sales
metdlicas incluyen sales de metal alcalino (grupo la) (tales como sales de litio,
sodio y potasib), sales de meta! alcalino térreo (grupo lla) (tales como sales de
calcio y hagnesio). y otras sales dé metales ﬁsiolégiwmente. aceptables (tales
como sales de aluminio y de cinc). Las sales organicas incluyen las sales
hechas a partir de aminas secundarias, terciarias y cuatemarias (tales como

trometamina, dietilamina, trietilamina, etanolamina, dietanolamina,
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trietanolamina, etilendiamina, N,N"—d.ibenciletiler'ldiamina, meglumina (N-
metilglucérriina), procaina, cloroprocaina, y ooliné) y‘ las sales preparadas a
partir de aminoacidos catidnicos (tales como arginina, lisina e histidina). '
Los ejemplos de las sales de adicion de acido adecuadas incluyen,
clorhidrato, bromhidrato, ﬂUorﬁidrato. yodhidrato, borato, fluoroborato, fosfafo,
fosféto écido;‘ fosfato diacido, glicerofosfato, hexafluorofosfato, métafosfato,:
nitrato, bicarbonato, carbonato, bisulfato, sulfato, dodecilsulfato, sulfonato,
metanosulfonato, etahosutfonato, bencenosulfonato, tbluenosulfonato,
triﬂuorometanosﬁifonato,’ toluenosulfonato, * "2-hidroxietanosulfonat .
E:iclohexilaminosulfonato,. 2-naft‘alenosu'lfonato, alcanforsulfonato, acetato,
advipato, antranilato, | aspartato, aséorbato.. algenéto, triffluoroacetato,
fenilacetato, benzoato, p-hidoxibenzoato, besilato, butirato, B-hidroxibutirato, -

alcanforato, cémsilato, citrato, embonato, edisilato, esilato, formiato, fumarato, ‘

- gluconato, digluconato, glicolato, glucamato, glucuronato, . gluceptat ,.

heptanoato, glicoheptanoéto, hekanoato, hibenzato, isetionato, isotionato,
lactato, lactobionato, malato, maleato, mandelato, mesilato, nicotinato, orotato, -

oxalato, ' palmitato, ‘pamoato, pantotenato, pectinato, picrato, pivalato,

pfopionato, ciqlopentahopropioriato, 3-fenilpropionato, piruvato, sacarato,

salicilato, estearato, succinato, sulfanilato, ‘ tartrato, galactarato, tosilato,
uronato, galacturonato, tiocianato, y undecanoato. "

Para una revisibn sobre sales adecuadas, véase "Handbook’ of

. Phamaceutical Salts: Properties, Selection, and Use” por Stahlwy Wemuth

(Wiley-VCH, Weinheim, Alemania, 2002).

D. Tautémeros

Como se usa en esta solicitud, el térmmino. compuesto de

carboxipiperidina (asi como la estructura correspondiente) pretende abarcar
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todos los isomeros tautémeros del &cido 1-(1-(2-etoxieﬁi)-3—etil-7-(4;
metilpiridin- 2-ilamino)-1 H-pirazolo[4,3-d]pirimidin-5-il)piperidina-4-carboxilico.
Los isémeros tautémeros represéntativos del compuesto de carboxipiperidina

se muestran mas adelante:

Tatomero (1) Tanémero (2) . Toutémeso .(J’

E. Prdcedimientos de tratamiento

La presente irivgnéién comprende ademas procedimientos para tratar
una afecciébn en un sujeto que tiené o es susceptible de tener tal afeccién
mediante la admini_straci()n al sujeto de una cantidad terapéuticzmenfg eficaz
del oompuesto“'de. carboxipiperidina. En una realizacién, el-trat_arﬁiento es
tratamiento preventivo. En otra realizacién, el tratamiento es tratamiento

pa!iati\fo. En todavia oftra realizacién, el tratamienfo eé tratamiento

restaurador.

En ofra realizaci6n, la afeccion es una afeccion mediada por la PDES.

En otra realizacion, la afeccién es una afeccion mediada por cGMP.

Una afeccién en la que, por ejempio, el cGMP insuficiente es un componente.

principal, y cuya produccion o accion se modula en respuesta a la enzima
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PDES, por lo tanto se consideraria un trastorno mediado por el cGMP.

En otra realizacién, la afeccion se selecciona del grupo cdnétituido pr-
afecciones cardiovasculares, afécciones metabdlicas, afecciones del sistema.
nervioso central, afecciones pulmonares, disfuncién sexual, dolor, y disfuncion
renal. .' ‘ S

En otra realizacion, la afeccion es una afeccion cardiovascular:
seleccionada entre el. grupo constituido por hipertensién (incluyendo |
hiperténsién esencial, hipertensién pulmonar, hipertensién arterial pulmonar,

hipertension secundaria, hipertension sistélica aislada, hipertensién asociada

‘a diabetes, hipertensiéh " asociada -a alerosclerosis, e hipertension

renovascular); oomplicécioneé asociadas a hipertensiéﬁ (incluyendo dafio de
los 6rganos vasculares, insuficiencia cardiaca congesti\;fa, angina, accidente
cerebrovasculér. glaucoma y alteracién de la funcién renal); insuficiencia
valvular; angina estable, inestable y variante (Prinzmetal); enfermedad

vascular - periférica; infarto dé‘ _miocardio; aocidente cerebrovascular
(incluyendo recuperaciébn de accidente cerebrovascular); énfen_nedad

tromboembélica; reestenosis; arterioesclerosis; aterosclerosis; angioestenosis

4déspués- de derivacion; angip’piastia (incluyendo angioplaétia' transluminal

percutdnea y angioplastia coronaria transluminal percuiéne_a); hiperlipidemia;

vasoconstriccion hipéxica,; vasculitis (incluyendo sindrome ‘de Kawasaki);
insuficiencia  cardiaca (incluyéndo insuficiencia  cardiaca congesfwa.:
insuficiencia cardiaca descompensada, insuﬂc'ie.ncia cardiad.a': sistélica,
insuficiencia cardiaca diastélica, insuficiencia cardiaca del ventriculo
izquierdo, insuficiencia cardiaca del ventriculo derecho, -e hipertrofia del
ventriculo izquierdo); fenémeno de Raynaud; pfeeclamsia; presion sanguinea
alta inducida por el embarazo; cardiomiopatia; y trastomos oclusivos

arteriales.
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En otra realizacion, la afeccion es hipertension. .

_En otra realizacién, |a afeccién es hipertension pulmonar.
En oftra realizacion, la afeccion es hipertension arterial pulmonar

~ En otra realizacién, la afeccion es insuficiencia cardiaca.
En otra realizacion, la afeccion es insuficiencia cardiaca ‘diastélica".
En otra realizacién, la afeccién es insuficiencia cardiaca sistolica.
En otra realizacién, la afeccién es aﬁgina. |

En otra realizacion, la afeccion es trombosis.

En ofra realizaciéon, la -afeccibn es accidente oerebrovascular

(lncluyendo recuperacion de accidente oerebrovascular)

. En oftra realizacidn, .la afeccion es una afeccién asociadé a disf'unc‘ién'

lesiones aterosclerdticas, isquemia - miocardial, isquemia . periférica,

-endotelial (incluyendo afecciones seleccionadas entre el grupo constituido por

insuficiencia valvular,  hipertensién arterial pulmonar, angina, coagulos,

complicaciones * vasculares después de derivacion vascular, dilatacion

vascular, repermeabilizacién vascular, y transplante cardiaco).

En otra realizacién, la afeoctén es una afeccién metabblica
seleccuonada entre el grupo constituido por Sindrome X; dlabe&es (mcluyendo
diabetes de tlpo | 'y tipo Il); resistencia a la insulina; sindromes de resistencia a

insulina (incluyendo trastornos de receptor de insulina, smdrome de Rabson-

Mendenhall, leprechaunismo, smdrome de Kobberlmg-Dunnlgan smdrome de

Selp, sindrome de Lawrence, sindrome de Cushlng, acromegalia,

feocromocitoma, glucagonoma, aldosteronismo primario, somatostatinoma,

diabetes lipoatréfica, diabetes inducida por toxinas de células B, enfermedad

de ‘Grave, tiroiditis de Hashimoto y enfermedad de Addison idiobética);
alteracion de la tolerancia a glucosa; complicaciones diabéticas {incluyendo

gangfena diabética,  artropatia  diabética, nefropatié diabética,



10

15

20

25

PC33153A . 4 - - | \
glomeruloesclerosis diabética, deramatopatia diabética. neuropatia diabética,
neuropatia diabética periférica, catarata diabética, y retinopatia .diabética);
hiperglucemia y obesidad. . '
En otra realizacion, la afe;:;cién es resistencia a insulina.
En otra realizacian, la afeccion es nefropatia. |
~ En otra realizacién, la afeccién es una afeccion del sistema nervioso
central seleccionada entre el grupo constituido. por demencia vascular; trauma
cranébencefélico; infarto - cerebral; accidente cerebrovascular, demencia;
trastornos de éoncentracién; enfermedéd de Alihéim‘:er; enfermedad de
ﬁarkin'son; esclerosis amiolateral; 'énfc_ermedad de Huntington; esclerosis
multiple; enfermedad dé Creutzfeld-Jacob; ansiedad; depresion,; trastomo. del
sueﬁo;‘y migraﬁa. |
‘ En otra- realizacién, la afeccién es enfermedad de Alzheimer.
En otrarealizacion, la afeccion es enfermedad de Parkinson.
En otra realizacion, la afeodién es esclerosis amiolateral.
En otra realizacion, la afeccién es un trastomo de concentracién. .-

En otra realizacion, la afeccién es una afeccién pulmonar seleccionada

. entre el grupo constituido por asma; insuficiencia respiratoria ,agudé; fibrosis

cistica; 'enfermedad pulmonar obstructiva cronica; bronquitis; y obstruccién

pulmonar reversible crénica.

En otra realizacion, ta afeccién es dolor. En otra realizacién, 1a afeccion

. .es dolor agudo. Los ejemplos de dolor agudo incluyen dolor agudo aéobiado a

lesion o cirugia. En otra realizacién, la afeccion es dolor cronico. Los ejemplos
de dolor cronico incluyen dolor neuropatico (incluyendo ne'uralgia
postherpética y dolor asociado a neuropatia periférica, de cancer o diabética),
sindrome de tanel carpiano, dolor de espalda (inéluyendo dolor asociado a

discos invertebrales herniados o rotos 0 anormalidades de las articulaciones
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de las facetas lumbares, articulaciones saéroiliacas, mﬂsﬁculpsparaespina_les '
el Iiggmentc Iorigitudinal posterior), cefalea, dolor de cancer (incluyendo dolqr :
relacionado con tumor tal como dolor _éseo, oéfalea, dolor facial o dolor ‘
visceral) o dolor asociado a terapia de cancer (incluyendo sindrorﬁe despues
de Ia quimioterapia, sindrome de dolor postquirdrgico crénico, sih'dr.ome
después de radiacion, dolor asociado a ih’munbterapia, o dolor asociado a
terapia hormonal), dolor artritico (incluyendo dolor de osteoartritis y dolor de
arjritis reumatoide), dolor post'quirﬂrgioo. crénico, neuralgia postherpética,
neuralgia trigeminal, neuropatia de VIH, dolor del miembro fantasma, dolor
después de de accidente cerebrovascular central y dolor -asociadq- a
alcoholismo crénico, hipotiroidismo, uré}nia, esclerosis mL'lItipFIe,_ dolbf de la
médula espinal, ‘enfenﬁedad ‘de Parkinson, _epilepsi'é y deﬁbiencia de,'
vitaminas. En ofra realizacién, |aAaféoci6n‘ es dolor nociceptivo (incluyendo |
dolor de trauma del sistema nervioso cen:tral, distensionés!esguinces,”
quemaduras, infarto de miocardio y pancreatitis aguda, dolor ppst—opeljativo

(dolor después de cualquier tipo de procedimiento quirargico), dolor -post- -

- traumdtico, colico renal, dolor de .cancer y dolor de eépalda). En tra

realizacién, la afeccién es dolor asociado a inflamacién (incluyendo dolor
artritico (tal como dolor por osteoartritis y dolor de' enfermedad reumatica),
espondilitis anquilosante, dolor visceral (incluyendo enfermedad ihﬂamatoria

del intestino, trastomo del intestino funcional, reflujo dastroesofégioo.-

~ dispepsia, slndrbme del instestino imitable, sindrome de dolor abdominal

funcional, enfermedad de Crohn, ileitis, colitis ulcerosa, disménofrea,- cistilis.‘

pancreatitis y dolor pélvico). En otra realizacion, la afeccién es dolor que se

‘produce' por trastomos muasculo- esqueléticos (incluyendo mialgia,

fibromialgia, espondilitis, artropatias sero- negativas (nb reumatoides),

reumatismo, no articular, distrofinopatia, glicogenafisis, polimiositis y -
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piomiositis). En ofra realizacién, ia afeccion se selecciona entre el grupo

constituido bor dolor cardiaco y vascular (incluyendo dolor provocado por

angina, infarto de miocardio, estenosis mitral, pericarditis, fenémeno de.

: Raynaud, escleredoma e. isquemia del musculo esquelético). En tra

realizacion, la afeccion se selecciona entre el grupo constituido por dolor de

cabeza (incluyendo migrafa tal como migrafia con aura y migraﬁa:éin'aura);

" migrafa en racimo, migrafia de tipo tensién mezclada con migrafia y migraﬁa‘ |

asociada a trastomos vasculares: dolor orofacial, incluy'endoi dolor dental,
dolor 6tico, sindrome de.la boca ardiente y dolor miofacial
témporomandibular).

En ofra. realizacion, la afecciéﬁ es qisfuncién sexual (incluyendo
disfuncion sexﬁal seleccionada entre el grupo constituido por impotencia .
(orgénica o pélquica): disfuncion eréctii masculina; disfunciéon del clitoris;.
disfuncién sexual después de lesion de la médula espinal; trastomo de .
excitaciéon se'gual femenina;. disfuhdién orgasmica sexual femenina; trastornb
de dolor sexual femenino; y trastomo.del deseo sexual hipoactivo femenino).

En otra realizacién, la afeccion es disfuncion eréctil masculina,

_ En otra realizacién, la afeccion es disfuhcién renal (incluyendo
disfuncién renal seleocionada' entre el grupo constituido por insuficiencia renal
aguda, insuficiencia rénal cronica; nefropatia (tal como nefropatia diabétiéa);
trastorhos tubulo intersticial; glbmerulopétia; y nef_ritis. En otra réalizaciéﬁ, la
afeccion és una afeccion de cancer seleccionada entre el grupo" dﬁnstituido
por caquexia cancerosa, metastasis de tumores y neoplasia.

En otra realizacién, la afeccion es osteoporosis.

En btra realizacién, la afeccién es una afeccion gastrointestinal
seleccionada entre el grupo conétituido por eséfagb en cascanueces; fisura

anal; trastomos de la motilidad del intestino; sindrome del intestino irritable y
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hemorroides. En otra realizacion, la afeccion es una afeccion urolégicé
seleccionada eﬁtre el grupo constituido por obstruccion de la salida de la
vejiga; incontinencia e hiperplasia prostatica benigna. |

~ En otra realizacion, la afeccién es una afeccién de piel, seleccionada
entre psoriasis, urticaria y necrosis de la piel. - o |

" En otra realizacion, la afeccion es una afeccion oftalmica seleccionada
entre enfermedad retinal; degeneracion méculai' y glaucoma. . -

En otra realizacién; la afeccién es into!erancié a nitratos.

En otra realizacion, la afeccion es calvicie.

En otra. realizacién, la afeccion es una afeccién ginecologica
seleccionada entre el grupo. _constituido por .dismenOrrea'_ (primaria y

secundaria); infertilidad y parto prematuro. En otra teélizaciéri, la afeccion es.

dismenorrea secundaria.

/

En otra realizacién, la presente invencion comprende ademas

procedimientos ‘para inducir pérdida de peso o mantenihieﬁto de pérdida de

peso en un sujeto mediante la administracion al sujeto de una cantidad

terapéuticamente eficaz del compuesto de carboxipiperidina, .

F. Sujetos --
El . compuesto de carboxipiperidina (incluyendo los brocedifnientos d

tratamiento correspondientes y las oomposiciones ‘farmacéuticas) es

"adecuado para uso con, por ejemplo, sujetos mamiferos tales como seres

humanbs, otfos primates (por ejemplq, monos, chimpanceés), animales de

compaiiia (por eje‘mplo, permos, gatos, caballos), animales de granja {por

ejemplo cébra_s. ovejas, cerdos, ganado vacuno), animales de laboratorio (por -

~ ejemplo, ratones, ratas), y animales salvajes y de zooldgico {por'ejemplo,

lobos, osos, ciervo). En una realizacién, el sujeto s un sujeto mamifero. €n -
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otra realizacién, el sujeto es un ser humano.

| _Q_ Mecanismo hipotético ‘ .

Sin mantener ninguna teoria particular, se formula Iaghipétesis de que el
compuesto de c_zrboxipiperidinaAes un inhibidor de la 'eﬁzima :PDES.'Adgmés
se fomula la hipétesis de que el compUesfo de carboxipiperidina inhibe l_é
accion de la enzima PDES que conduce a un incremento en los niveles dé
cGMP intracelular. ‘Estef incremento en los ni\:ieles de cGMP intracelular
reduoe la seﬁallzac:on de calcao intracelular, que a su vez da como resultado '

el relajamlento del musculo Iuso vascular y una reduccnén de Ia pres:én

sanguinea.

H. Administracién y dosificacién-

El compuesto de carboxipiperidina se administra en ge;ieral en una

cantidad terapéuticamente eficaz. En una realizacién, el compuesto de

- carboxipiperidina se administra en una cantidad inhibidora de la enzima PDES.

.‘El compuesto de carboxipi_peridina se puede administrar mi_adiante cualquier

via adecuada en la forma de una composicién fammacéutica adaptada a dicha
via, y en una dosis eficaz para el tratamiento propuesto. Las dosis

terapéutnwmente eficaces del compuesto de carboxnpnpendma requendas

. para prevemr o detener el progreso de, o para tratar la afeccion médm Ias-

_determman féculmente los expertos en la técnica usando planteamlentos

preclinicos y clinicos familiares en las técnicas medlcmales

EI régimen de dosificacion para los compuestos ylo composucnones que
contienen los compuestos se basa en una diversidad de factores mcluyendo
el tipo, edad, peso, sexo y afeccién médica del pacnente la gravedad de Ia"

afeccién; Ia via de administracion; y la actividad del compuesto partlcular ‘
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empleado. De este modo el régimen de dosiﬁcac’:i;’m puede variar basandose

en la situacién especifica. Los niveles de dosificacién entre aproximadamente

0,001 mgy aproxiﬁadamente 100 mg del compuesto de carboxipiperidina por:
kg de peso corporal al dia son Utiles en el tratamiento de las afecciones

indicadas ‘anteriormente. En una realizacion, la dosis diaria total det’
oonipi.nesto de carboxipiperidina (administrado en dosis individuales o

divididas) esta tipicamente entre aproximadamente 0,001 mgkg vy
aproximadamente 20 mglkg (es decir, mg de compuesto/kg de peso corporal).

En otra realizacion, la dosis diaria total del compuesto de carboxipiperidina

esta entre aproximadamente 0,005 mg/kg y aproximadamente 10 mg/kg. En

otra realizacion, la dosis diaria total esm" entre aproximadamente 0,005 mg/kg

y aproximadamente 5 mg/kg. En otra realizacion, la dosis diaria total esta
entre aproxirhadamente 0,01 rhg/kg y aproxirﬁadarnente 1 mg/kg. Estas
dosificaciones se basan en un sujeto humano medio que tiene un peso de
aproximadamente 65” kg a apibximadamente 75 kg. Un médico sera
fét_;ilmenteﬂcapaz de determinar las d'osis para sujetos_ cuyo peso cae fuera de
este intervalo, tales: como nifos. La administracién del compuesto de
carboxipiperidina se puede repetir una pluralidad de veces en un dia
(tipicarhénte no mayor que 4 -veces) para lograr la dosis diaria deseada.

Por conveniencia el compuesto de carboxipiperidina se puede
administrar en una forma de dosiﬁwcién unitaria. Si se désea, se pueden usar
multiples dosis al dia de la forma de dosificaciéon unitara para inéréméntar la -
dosis diaria total. La forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, puede ser un
comprimido o capsula que contiene aproximadamente 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,
5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100,
125, 150, 175, 200, 250 6 500 mg de! compuesto de ca_rboxfpiberidina. En una

realizacién, la forma de dosificacion unitaria contiene entre aproximadamente
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0,01 mg y aproximadamente 500 mg del compuesto de rboxipiperidina. En )

. otra - realizaci6n, la forma de dosificacién unitaria contiene entre

aproximadamente 0,05 mg y aproximadamente 250 mg del compuesto de
carbo.xipiperidina. En otra realizacién, la foﬁna de dosificacién unitaria’
contiene entre aproximadameﬁte 01 mgy aproximadamente 100 mg del_ '
compuesto de ‘carb-qxipiperidvina. En otra realizacion, la 'fonna’c.le dosifﬁcidh .

unitaria contiene entre aproximadamente 0,5 mg y aproximadamente 50 mg
del compuesto de carboxipiperidina. ' : |

I. Uso en la preparacién de un medicamento . _

En otra realizacién, la presente invencion cbmprende:el‘ compﬁesio: de
carboxipiperidiha para uso como un medicamento (tail como un comprfmido de
dosificacién unitaria o capsula de dosificacion umtana) ‘

La presente invencién ademas comprende el uso del compuesto de "
carboxipiperidina para la fabricacion de un medrcameqto (;al como Ul‘_l ’

comprimido de dosificacion uritaria o cdpsula de dosificacion unitaria) para

.tratar una 0.mas de las afecciones identificadas previamente en las secciones

anteriores que describen los procedimientos de tratamiento. En una
realizacion, 1a afeccidn es hipertensién.

J. Comgosncmnes farmacéuticas

Para el tratamiento de Ias afecciones mencionadas anteriormente, |

corﬁpugsto de carboxipiperidina se puede administrar en forma delcompuesto..

de acido libre pé'f se. En otra realizabién, el oompuestb de‘ carboxipiperidina-se

puede administrar en forma de una o mas sales farmacéuticamente

aceptables del compuesto de acido libre per se. En ofra realizaci6n, el

compuesto de carboxnplpendma se puede administrar en forma de una mezcla o

del compuesto de acido llbre per se y una o' mas sales fannaoéutncamente "

aoeptables del compuesto de acido libre per ss.



10

15

PC 33153A. 21 - ) \\

-La presente invencion. 'ademas comprende composiciones
farmacéuticas que comprenden el compuesto de carboxipiperidina. En una
realizacién, la- composicion farmacéutica comprende el compuesto de.

carboxipiperidina en la forma' de acido libre. En ofra realizacion, la

_composicién farmacéutica comprende una o mas sales farmacéuticamente’

‘aceptables del compuesto de carboﬂpiperidina. En otra realizaciéon, la
composicién fammacéutica comprende una mezcla del compuesto de A
carboxipiperidina en la. forma de  4cido libre y una’ 0 mas sales

farmacé,uticameﬁte aceptables del compuesto de carboxipiperidina. En una -

- realizacién, la composicion farmaoéutln comprende el compuesto de

mrboxlplpendma y al menos un vehlculo fannacéutncamente aceptable. El
vehiculo puede ser un so6lida, un liquido, o ambos, y se puede formular con el ,
compuesto de carboxipiperidina en forfna’ de una forma de dosificacién
unitaria, por ejemplo, un comprimido.que puede contener entre 0,05% y 95%
en peso del compuesto de carboxipiperidina. Otras sustahciés'.
farmacologicamente activas también pueden estar presentes | '

. El compuesto de carboxipiperidina se puede administrar mednante

‘ cualquner via adecuada prefenblemente en la forma de una composicion

20

25

farmaoéutlca adaptada a tal via, y en una dosns eficaz para el tratamiento

.pretendldo El compuesto de carboxipiperidina y las. composrc:ones :

comespondientes, por ejemplo se pueden admlmstrar por via oral rectal,

parenteral, o téplw

La administracién oral de una forma de dosificacion sélida se puede,
por ejemplo, presentar en .unidades discretas, tales como capsulas duras o
blandas, pildoras, sellos, pastillas, 0 compn‘midos, conteniendo -cada una
cantidad predeterminada de al menos un compuesto de la presente invencion.

En otra realizacion, la administracion oral, puede estar en una forma de polvo
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o granula. En ofra realizacién, ta forma de ﬂusiﬁca::iﬁn oral es sublingual, tal
como, Por ejerﬁplu. una pastilla. En tales farmas de dasificacién sélidas, el
mmpuésto de c:arbnxipiﬁeridina se combina urdinariamente con Uno ¢ mAas
adyuvantes. En el caso de las capsulas, comprimidos, y pildoras, las formas
de dosificacion también pueden comprender-agentes de tamponacién o se
pueden preparar con revestimienios éntérinds. | | | |
En ofra realingi{:n. la administracion oral puede estar.en una forma de -
dosis liquida. Las fﬁrrnas de dosificacion _quuid.a's para la admin‘istraciﬁn-bral ,
iﬁclu:.ren, p'ar ejempio, emulsiﬁnes, soluciones, suspensinngs, jarabes, y
elixires farmacéuticamente aceplables  que contienen _ijituféntes"inertes- 3
usados comUnmente en la técnica {por ejemplo, agua). Tales composiciones
{ambién pueden comprender adyuvantes, tales como agentes h_dmecténtés.l
emulsionantes; de suspension, a'romaliianll:es (por ejemplo, eddlan'antes], y/ :
o agenies perfumantes. | | o

En ofra realizacion, la presente invencitn cumlprend_e, una forma de '

- dosificacién parenteral. La “administracién parenteral® incluye, ‘por ejefnmd,

inyecciones *  subcutdneas, inyecciones  intravenosas,  inyecciones
intramuscuwlares, intrapentonealmente, inyeccionas intraétemales .;e infusién.
Las prepa'racinnels_- iny'rectahles' {(por ejemplo, suspensiohes ar,;uuaas' u
oleaginosas inyectables estériles) se pueden formular de acuerdo-con - la.
técnica ‘conocida usando agentes de dispersién, humedzint'es.l }."u de
suspensian adééﬁado& | | -

En otra realizacion, la presente invencién comprende una forma de

'dusiﬁtaﬁiﬁn tépica;- La “administracion topica® incluye, "por gjemplo, la

»adminisiréciﬁn trangdémmnica, tal como mediante parches transdérmicos o

dispogitivos de iontoforesis, administracion * intraocular, © administracian -

intranasal o inhalacion, las composiciones para la “administracién topica
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Pennsylvania, 1975; Liberman, y col., Eds., Phammaceutical Dosage Forms, |

Marcel Dekaer, Nueva York, N Y, 1980; y Kibbe, y col., Eds, Handbook of
Phamaceutical Excipients (3" edicion), American Phammaceutical, Association,
Washington, 1999. ‘

K. Combinaciones y terapva de combinacién

El compueste de carbox:p:pendlna también se puede admmtstrar en

combinacién con otros agentes terapéuticos para tratar las diversas

@q/

afecciones descritas previamente antes.'.E_I ooihpuésto de carboxipiperidina y -

ell' (los) otro (s) agente (s) terapéutico (s) se pueden administrar de manera

simultdnea (0 -bien en la misma forma de dosificacion o en fomas de-

dosif cacion separadas) o secuencialmente De acuerdo con lo anterior, en

una realizacién, la presente mvencsén comprende prooedum:entos para tramr

una afeccién en un sujeto que tiene o es susceptlble de tener tal afeoc:on .

mediante la administracién- al sujeto de una cantidad terapéubcament_e eﬁcaz

del compuesto. de carboxipiperidina y uno o mas -agentes terapéuticos

adicionales. En otra realizacién, - la presente invencién comprende una
composicion farmacéutica que comprende el compuesto de '(:arboxipiperidina.
uno o mas agentes terapéuticos adicionales, y un vehiculo farmacéuti,camente

aceptable.

En una realizacién, el compuesto de carboxipiperidina se puede -

administrar con aspirina.-

En otra l;é'alizacién el compuesto de carboxipiperidiha se puede co-

administrar con uno o més diuréticos. Los ejemplos de dlurétlcos adecuados

mcluyen hidroclorotiazida (tales como MICROZIDE ™ -y ORETIC ™),

hidroflumetiazida (tal como SALURON ™), bemetanide (tal como BUMEX ™).

torsemide (tal como DEMADEX ™), metolazona (tal como ZAROXOLYN “"):,

clorotiazida (tal como DIURIL ™, ESIDRIX ™ e- HYDRODIURIL . ™)
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™Y clortalldﬁna {tal como HYGRDTDN ™), fumsen-uda (tal como LASIX "'“}

nmdapamﬁda (tal como LOZOL . ™), y amtlm'lda (tal como MIDAMGR ™
MOQDURETIC ™),

En otra realizaciéni, el compuesto de carboxipiperidina se- puede

coadministrar con wno o més inhibidores de la enzima convertidora de la
angiotensina. Los eje_mpins d,el inhibidures de la enzima converlidera de la
angiotensina incluyen quinapril (tal a:.:chn AGCUFRIL ™), perindopril {tal cdrno
ACEON ™), captopril (tal como CAPOTEN ™), enalapril {tal como VASOTEC
™), ENALAPRILAT ™ ramipril (tal. como AL_TACE ™), cilazapril, delapril,

fosenopril (tal como MONOPRIL- ™), zofenapril, indolapri, benazepsil (tal

\

' tnamierenn (tal COmo DYRENIUM ™3, amdn etacrinico (tal como EDECRIN

como LOTENSIN' ™), liginopril (tal como PRINIVIL ™ y ZESTRIL ™),

como UNIVASC ™ fasidotril, S-aliimercaptocaptopril, y pivopi.

En. ofra" realizacién, " el c&ﬁpuesm de carboxipiperidina se puede

| espirapril, trandolapril {tal como MAVIK T"i), perindep, pentopril, moexpril (tal -

coadministrar con uno o més blogueadores del receptor de angi:ntensiné | N

Los ejemplos de bloqueadares del receptor de angiotensina Il incluyen

_ candesartan (ial como ATACAND ™), eprosaran {tal_mdeEvET EN n_ui,_
ibesartan (tal comﬂ AVEPRD'T“), iosartan [(tal como COZAAR ™), olmesartan, ‘

20

- 23

olmesartan medoxomll {tal l:omn BENICAR ™} tasosartan, telmisartan {tal

como MICARDIS T""]n, valsartan (tal como DIDVAN LR znlasartan FI—'EBEBK'.

- RNH-6270, UR-7198, Way—‘tZﬁZZ? KRH—594 TAK—ESB BRA-657, yTA-GDG

En otra real:zampn el compuesto de carboxipiperidina se puede co-

administrar coh uno o mas blogueadores de los canales de calcio. Los

ejemplos de los b!uqueadbres"de- los canales de calcio adecuados inf.duyen '

nrfedlpma (tal eomo ADALAT ™ ADALAT CC™ y PROCARDIA ™ . verapamil,

[I:al coma GALAN ™, CDVERA—HS ““, ISOPTIN SR ™ Y VERELAN ™)
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diltiazem {tal como CARDIZEM ™ CARDIZEM CD ™, CARDIZEM LA ™
CARDIZEM SR ™ DILACOR ™, TIAMATE ™ Y TIAZAC ™), |srad|p|na {tal'
COIMO DYNACIRG ™ y DYNACIRC CR ™), am{ladlplna {tal-mmo NDRVASC
™ felndipina (tal como PLENDIL ™), nisoldipina' (tal "nnmu'SULAR. ™),
bepridil (tal come VASCOR “'}. t.ratammpma clewdlpma Iercamc!lpma
dilitiazem, y- NNC-55-0396.

-----

administrar con uno ¢ mas hlnqueadores beta. Los e;emplos de bluqueadones

B beta adecuados incluyen trmnlol (tal como ELDCARDEN "'"‘] t::arteolol (tal'.-

10

15

come CARTROL ™), carvedlinl [tal coMo CDHEG ""'*) hadolal (tal como

CORGARD ™), propranalol {tal como- INNOPRAN XL ™), betaxolo! {iaf uomcl, -
VKERLDNE ™), penbutolol {tal comio LEVATOL ™), metoprnlul ¢l mma'

LOPRESSOR ™ y TOPROL-XL ™), atenolol (tal eomo TENDRMIN.W],
pindolol (tal como VISKEN ™), y bisaprolol,
En otra realizacion, ] compuesto de n;arbuxipiberidiha s& puede co-

administrar con uno o mas I::-lnquea‘dnres affa. Los ejemplos de bloq'ue'adures

. alfa adecuados incluyen prazosina, - doxazesina (131 mmd CARDURA "'i“}

- 20

25

. fenoxibenzamina (tal como DIBENZYLINE '""‘}, terazosin. (tal mmu HYTRIN- '

“") CDFEI-BSM?B}*GR 2991

En ofra reallzaclén el mmpuesto de carboxrpupendma se puede co-
admmlstrar con uno o mas bloqueadores alfa - beta: Un e_qemplo de un
bluqueadnr alfa beta adecuado’ es Iabetalol (tales como- NDRMUDYNE ™ g

TRANDATE T4}
En ofra - reahzacrﬁn el Gumpuestu de carboxlplperldlna se puede‘

- coadministrar ¢on upe o mas antagonistas de los reneptnres de ak:losteruna -

Lus F.-Jemplns de antagonlstas de receptones de aldnstemna adacuados'

_m:&uyen eprerenona (ta! comn INSPRA ™) vy esplrunalactuna (tal como
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ALDACTONE ™},
En 'dlra'.malizaciﬁn, el compuesto de’ cafboxipipefidina se puede -
coadministrar con uno © mas inh'ibitfures de renina. Los ejemplos de
inhibidores de renina adecuados incluyen aliskiren {SPP 100}, SPP-500/600 e
YE-GEM 39. '
' En otra reahzaclun el compuesto de carhnxtplpendma se puede
coadministrar con uno o mas antiadrenérgicos centrales. Los ejemplos de- ’
ahtiadrénérgims centrales adecuados incluyen metildnpg (tal mmnl

ALDOMET ™), 'cionidina (tal como CATAPRES ™ o CATAPRES-TTS ™),

-guanfacina (tal como TENEX ™, y guanabenz (tal como WYTENSIM ™)

En- otra reahzacrﬁn el mmpuesto de -rbﬂmp:pendlna se puede
c:padm;mstrar cOn uno .o mas glicésidos | agentes lnntr:‘.-pgm- Un gjermplo de .
un glicosido .-'égénte motrépico adecuado es digl;bxin-(ial come LANOXIN ™),

‘En ofra realizacién, el compuesto de carboxipiperidina se puede _
coadministrar con uno o mas péptidos natriuréticos de fipo B humancs. Un
ejemplo de un péplldo natriurético de tlpo B humano es I‘IESIFIllda {tal como
NATRECDR ™} '

En otra reanzac:ﬁn el compuesto de carbnmpnpeudma se puede

ma::lmnmstrar CON UND 0 MAs nitratos urgamms o danantes de éxido nitrico.

“Donante de éxido nitrico” se refiere a un compuesio que dona, Ilbera-zg,'n
directa o indirectamente transfiere una e;.specie de. mondxido de nitrﬁgenu yio -
estimulan la pruducclnn endngena de obxidag n[tm:u o del factor relajanta-
dem.fadr.: e endotelic {(EDRF) in wva yo elevan los niveles enddgencs de
éxido nitrico o EDRF in vivo. También incluye los compuestos que son
sustratos para la &xido nitrico- siﬁtasa. Los ejemplos de danantes de oxido
nifricoc adecuados incluyen S-nitrosotioles, nitritos, nitratos,  N-oxo-N-

nitrcsaminas, SPM' 3672, SPM 5185, $PM 5186 y analogos de los mismos,
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nitroprisido de sddio, nitroglicerina, dinitrato de isosérbido, :mo'nonitratp d
isosorbido, moléidomina, SIN-1 y sustratos de las dhemas isoenzimas de {a
éxido nitrico sintasa.

En ofra realizacién, el compuesto de carboxipiperidina'se puede
coadministrar con uno o més agomstas de bradiquinina. . ‘

En otra realizacién, el compuesto de urboxlplpendlna se puede
coadministrar con uno o mas activadores de la guamlato ciclasa:solubles: Un
ejemplo de un.activédor de la guanilato éig:lasé soluble adecuado es BAY-41-
8543. | | |

En otra realizacién, el compuesto de carboxipiperidina se pu de
coadministrar con uno o mas iﬁhiﬁiddres de.la endopeptidasa nedﬁa. L si
éjemplos de inhibidores de la’ endopeptidasa neutra adecuados incluyen

omapatrilat, fasidotril, mixanpril, sampatrilat, Z13752A,

Ooa'i

% S,

DMS-189921 y MDL-100240

En otra realizacion, el"oompuesto de carboxipiperidina se’ puede

coadministrar con uno o mas antagonistas éndotelialeél Los ejemplos de

‘ 'antagonistas endoteliales adecuados incluyen ambrisentan, - darusentan, J-

104132 SPP-301, TBC-3711, YM-62899, YM-91746yBMS—193884
En otra realizacion, el compuesto de carboxipiperidina“ se puede
coadministrar con uno o mas inhibidores de la 3-hidroxi-3-metilglutaril.

coenzima A reductasa. Los ejemplos de inhibidores de la 3-hidroxi-3-
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metilglutaril coenzima A reductasa adecuados’ induyen fluvastatina (tales

como LESCOL ™), atorvastatina (tal como LIPITOR ™}, lovastatina (tal como -

ALTOCOR ™, o MEVACOR‘ ™), pfavas_tatina (tal como PRAVACHOL ™),
rosuvastatina (tal como CRESTOR ™), y simvastatina (tal como ZOCOR ™),

En ofra realizacion, el compuesto de carboxipiperidina se puede’

coadministrar con niacina 0 uno o mas derivados 'de acido nicotinico. Los

ejemplos de niacina o derivados del acido nicotinico adecuados incluyen’ '

NIACOR ™, NIASPAN ™ NICOLAR ™, y SLO-NIACIN ™.

En otra realizacién, el compuesto de carboxipiperidina se puede’

.coadministrar con uno o mas derivados de acido fibrico. Los ejemplos. de

derivados de acido fibrico adecuados induyen -cloﬁbratp' (tal como ATROMID-
S ™), gemfibrozil (tal como LOPID ™), y fenofibrato (tal como TRICOR ™).

En otra realizacion, el compuesto de carboxipiperidina se puede

coadministrar con uno o mas secuestrantes de acidos biliares. Los ejemplos .

de secuestrantes de éc:dos blhares adecuados - lncluyen colestipol (tal como
COLESTID ™), colestlramma (tal como LOCHOLEST ™ PREVALITE ™,
QUESTRAN ™, y QUESTRAN LIGHT ™), oolesevelam (tal como WELCHOL
™), 3

En ofra realizacion, el compuesto de‘carboxipiperidina se puede

coadministrar con uno o mas inhibidores de absorcion de colesterol. Un

ejemblo de un inhibidor de la. absorcion de colesterol adecuado es ezetimibe.

(tal como ZETIA ™),

En otra realizacién, el compuesto de ca,‘rboxipjperidina se puede
coadministrar con uno .0 mas inhibidores de la proteina de transporte del
colesteril éster. Un eje'mplb de un inhibidor de la proteina de transporte del
colesteril éster adecuado es torcetrapib.

En ofra realizacién, el compuesto de carboxipiperidina se pu de
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coadministrar oon‘uno 0 mas inhibidores de cotransportaqor qlé écido,biiiar.- ‘
dependiente de sodio apical. Loé ejemplos de inhibido_yes de oﬁtrahsportbdor’
de 4cido biliar dependiente de sodio apical incluyen SD- 5613, AZD7806 y
264W94, | | -

En otra realizaciéon, el compuesto de car'ooxlplperldma se puede
coadministrar con uno o mas inhibidores de la alfa glucos:dasa Los. ejemplos
de inhibidores de la alfa glucosidasa adecuados incluyen miglitol (tal como
GLYSET ™) y acarbosa (tal como PRECOSE ™). o

En ofra realizacion,. el compuesto de carboxipiperidina .se puede
coadministrar con una o 'més bigﬁanidas Los ejemplos 'd'e biéuaﬁidas
adecuados incluyen rosuglrtazona (tal como AVANDAMET 1"‘) y metformin’ (tal'
como GLUCOPHAGE ™ y GLUCOPHAGE XR “‘) '

En otra realizacion, el compuesto de carboxlplpendma se puede |
coadministrar.con una o mas insulinas. Los ejemplos de insulinas adecuadas ‘
incluyen HUMALOG ™ HUMALOG 50/50 ™ HUMALOG 75!2,5 ™ HUMULIN :
50/50 “"‘, HUMALIN 75/25 T“i. HUMALIN L ™ HUMALIN N '"‘", HUMALIN R
™ HUMALIN R U-SOO ";‘, HUMALIN.U ™ ILETIN [l LENTE ™, ILETIN 1l NPH

- ™ ILETIN H REGULAR ™, LANTUS ™, NOVOLIN 70/30 ™,  NOVILIN N ™,

NOVILINR ™, NOVbLOG ™ VELOSULINBR ™ y EXUBERA ™,
En ofra realizacién, el compuesto de carboxipiperidina se puede

coadministrar con una 0 mas meglitinidas. Los ejemplos de mégliﬁnidas

adecuados incluyen repaglinida (tal como PRANDIN ™) y nateglinida (tal

como STARLIX ™),
En otra realizacion, el compuesto de carboxipiperidina se puede

coadministrar con una o mas  sulfonilureas. Los éjemplos de sulfoniluneas

',.adecuados incluyen glrmeplnda (tal como AMARYL ™), gllbunda (tal como'

DIABETA ™, GLYNASE PRESTAB ™ o MICRONASE ™), y gllpmda (tal :
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como GLUCOTROL ™ y GLUCOTROL XL ™). A
En oftra realizacion, | el compuesto de érboxipiperidina se puedé
ooadministraf con una o més‘iiazolidihdionas. Los ejemplos de tiazolidindionas
adecuadas incluyen pioglitazona (tal como ACTOS-“‘) y rosiglitazona (tal
como AVANDIA ™), | | I
" En otra realizacién, el compuesto de carboxipiperidina se puede
coadministrar con unc o mas IiQandos alfa-2-defta. Los ejemplos de Iigandos.
alfa-2-delta adecuados incluyen gabapentina, pregabalina (tal como LYRICA
™) 4cido [(.1R,5R,68)-6-(aminometil)biciclo[3.2.0]hgpt-6—il]ao_éﬁco, 3-(1-
aminbmetil-ciclohexilmetil)-4H¥[1 ,2 4Joxadiazol-5-ona, - C11 H-tetrazo,l-s-
iimetil)-cicloheptillmetilamina, scido . (354S)-(1-aminometil-3,4-
dimetilciclopent_i‘l)-'acétioo, acido (1a, 30,50)—(3-aminometil-biciclo[3.2.0}hept-3- .
ilj-acético, acido (3S,5R)-3-aminometil-5-meti-octanoico, Acido (3S,5R)-3-
amino-5-metil-heptanoico, acido, (és,5R)-3-amino—5—metil7nonanoico 'y-écido
(3s,5R)-3»amino-s-mem-octanoiod,‘ (28,48)—443—cl6rofe’noxi)pralina,‘ y
(25,4S)- 4(&ﬂuorobeﬁcil)pralina.‘ | -
L. Kits
La presente invencion comprende ademas klts que son adecuados para
uso en la realizaéién dé los procedimientés de tratamiento descmos
anteriormente. En una realizacion, el kit comprende una primera forma de
dosificacion que compreridé, el compuesto -de carboxipiperidina y un.
recipiente para la primera forma-de dosiﬁmciéﬁ. AEn otra realizacsiéh, el kit
comprende una primera forma de dosificacién dug comprende el compuesto
de carboxipiperidina y una segunda forma de dosificacién que combrendé
un segundb agente terapéutico.
En otra realizacion, el kit comprende una prirﬁera forma de dosificacion.

que comprende el compuesto de carboxipiperidina y una segunda forma de
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dosificacion :que comprende un inhibidor de la ehzima., coﬁversora de A
angiotehsfna.'

En ofra realizacién, e! kit comprende una primera forma de dosificacién
que comprende el compuesto de érboxipiperidina y una segunda forma de
dosificacién que comprende un antagonista del receptor de a'ngiqtens.i'na II.'.'

En otra 'realizacién el kit cbmprende una primera.forma de dbsiﬁmcié‘h
que comprende el compuesto de carboxnplpendlna y una segunda forma de
dosificacion que comprende-un antagonista de receptor de aldosterona.

| En otra realizacion, el kit comprende una primera forma de dosificacién '
que comprende el oompuesto de carboxmlpendlna y una segunda forma de
,dosnﬁcacnﬁn que comprende un donante de oxido nltnoo

M. Smtesns de comguesto

El compuesto .de carboxnplpendlna se puede preparar usando los -

procedimientos ilustrados en los esquemas de smtesns y los prooedlmlentos

experimentales descritos a continuacion. Los esquemas de sintesis generales

' se presentan para propésitos de ilustracion y no se pretende que - sean
_ limitantes. Los materiales de partida usados para preparar elzcompuesio de

carboxipiperidina estan comercialmente disponibles o se pueden preparar

mediante procedimientos de rutina bien conocidos por los expertos en la
técnica (tales como los procedimientos descritos en libros de referencia

convencionales tales como COMPENDIUM OF ORGANIC: SYNTHETIC

~ METHODS, Vol. I - VI (publicado por Wiley - lnterscief_loe)).

Esguefna 1
Ei esquema 1 esboza un procedimiento general para la preparacion del

Acido libre del compuesto de carboxipiperidina.
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Esquema 2

El esquema '2 esboza un procedlmlento general alternativo para la-

preparacion del acido libre del oompuesto de carboxipiperidina.

W
N o

H,, PA(OH),, 'k\N Coi -
-H NH, ~—= N Ny e L MM
N, _ N, | NN
NO; NO, s
Lo' \_ N ,.\-0" ﬁ
o . Lo Mt A WO
H ! POCGI HZ'N N .
N'N I NH - N'N I N2 N i ) ’
L C.D—{NQY,«

Los siguientes ejemplos ilustran fa sintesis del 4cido libre del
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compuesto de ’carbbxipiperidina: _
' | EJEMPLO 1

“ A
U ..

5
"Acido 1-(1 -(2-etoxietil)-3;etil¥7-(4—metiIpiridin72-ilamino)-1 H-.pirazolo[4,3- |
dlpirimidin-5-iljpiperidina-4-carboxlico
Etapa_ 1. Preparacién _de 1-(2-etoxietil)-3-etil4-nitro-1H-pirazolo-5-
_ carboxamida | | B '
10

Se éargé un matrai de 1 | con 3—etil—4-nitropirazol-s-carb‘oxamida

(preparado como se describe en el documento EP 1176142 en la pagina 18)

15 (15,0 g; 81 mmoles), trifeﬁilfoéﬁna (25,6 g, 97,8 rﬁr.rio!es)-, y tetrahidrofu_rand
(120 ml). La mezcla t;esultante se enfrib colocando el fnatraz en un b.aﬁb a0°C

y se ahadi6 2-etoxietanol (9,5 ml, 98 mmoles) al matraz. Una solucién de
azodicarboxilato de di-terc-butilo (22,5 g, 97,8 mmolés) en tetrahidrofurério (90

ml) se afiadié después al matraz durante un periodo de 2,5 horas. La mezcla

20' se agitd con enfriamiento durante una hora adicional y después se calento

hésta temperatura ambiente y se agité durante una hora adicional. La mezcla
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calents hasta 40°C durante una hora. La mézcla se concentré parcialmente y -
se eitrajo entre acetato de efilo y agua. La fase acuosa se volvié a extraer con .
acetato de efilo. Las fases orgénicas combinadas se lavaron con agua, se
lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato de magneslo se fitraron yse ‘
concentraron despues El aceite viscoso resultante se traté con 2—propanol Yy
esta mezcla se concentrd después. El material resultante se traté con. 2-
propanol y se calent6. Tras el enfriamiento, los cristales resultantes se
filtraron, se enjuégaron con 2—propanol-frio, y se secaron produciendo 16,5 g
del compuesto del titulo. | } -

Etapa 2: Preparacién de 4-amino-1-(2-etoxietil)-3-etik-1H-pirazolo- 5-

carboxamida

Se combinaron 1-(2-etoxietil)-3-etil4-nitro-1H-pirazol-5-carboxamida de
la etapa 1 (15,0 g, 58 mmoles), platino al 5% sobre carbono (0,75 g),‘y acetato

' de isopropilo (150 mi) y la mezcla se agit6 bajo 80 psi (551,58 kPa) de

hidrégéno durante aproximadamente 50 horas. Después la mezcla se filtrd. a

través de oelifa se enjuago la celita con acetonitrilo, y el filtrado se oonoentré .

El material fi nalmente cristalizé proporcionando 13, 7 g en forma de un hldrato

del compuesto del titulo.

Etapa 3: 1-(2 toxietil)—3-etil-1HﬂfazoloM‘3£19irimidina-5,77(4H,-SH)-_-_

diona
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Se calen‘té una mezcla de carbonildiihidazbl (123 g, 761 mr‘ﬁoles) én
acetonitrilo (123 ml)‘ hasfa 50°C. La 4—amino—1-(Z-etbxietil)-S-etiH H-pirazolo-5-
carboxamida preparada en la etapa 3 (13,2 g, 58 mmoles) se afadi6 a la
mezcla durénte un periodo de una hora y la temperatura de'ia rﬁezcla. se
incrementd hasta 75°C durante la adicion. Después la mezcla se enfrio.y se
agité durante toda una noche. La mezcla se enfrié en un bafio de hielo y se
filtr6. La torta 'del filtro se enjané con agua y se sech proporcionando 12,8 g |
del oompues-to del tituto. ‘ '

Etapa 4: Preparacion de 5, 7-dicloro-1-(2-etoxietil

-3-etil-1H-pirazolo[4,3--

_ dlpirimidina

.Lo' '
L\

Ny
NI
. N,*'Cl
Se tratd una mezcla de 1-(2-etoxietil)-3-etil-1 H-pirazolo[4,3-d]pirimidina- '
5,7-(4H,6H)-diona de la etapa 3 (25,2 g. 100 mmoles) con PhPOCI, (195 g,
1000 mmoles) y se calent6, en N, con agitacién a 135°C durante 20 horas. La
mezcla se enfrié y después se calent6 a 140°C durante 20 horas adicionales.

La mezcla se enfrié y se afiadi6 lentamente a una mezcla de hielo {600 g) / .
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agua (200 mi). Esta se agit6 durante 3 horas y el solido resultante se recogi¢
mediante filtracion y se enjuago con agué (2 x 100 mi). El sélido sé'suspen'dié '
con acetato de etilo (300 mi). Se afiadi6 agua (200 mi) y se ajusté el pHa 1 -
2. Después se afiadid NaHCQ3 él 10% (125 ml} (dando como resultado un pH
de ~ 7) y se separaron las'fas:és. La fase'orgénida se lavd sueesivamgﬁte con
égué (400 m'l) y solucifm satur_ada de cloruro sédico (150 ml). Después se
seco la solucién organica, y se concentré proporcionando 23 g del oornpuesto.
del titulo. | |

Etapa 5: Preparacién de N-{5-cloro-1- 2-etoxietil)-3-etil-1H-pirazolof4.3- .

irimidin-7-ifl-4-metilpiridin-2-ilamina

K\HNN

Se traté una mezcla de 2-am|no-4-p|colma (4,32 g, 40 mmoles) y 5,7-

' dlcloro- —(2-et0xnehl)—3—enl 1H-p|razolo[4 3- d]plnmrdlna de la etapa 4 (5 78 g,

20 mmoles) con THF (25 ml} y se enfri6 hasta 0°C. La mezcla se agité y se
tratd don LiN(TMS)z 1 M en THFE (4dml. 40 mmoles) a una velocidad tal que la
tempefatura se mantuvo por'dgbéjo de 5°C. La mezcla se agité- durante 30
minutos y después se fraté con solucion de Acido citrico al 10% hasta que se
logré un pH de 6 - 7. La mezcla se concentré parcialmente a presién
reducida. Después la meicla se agitd a 5°C durante 1 hora. El sélido
resultante se recogié mediante filtracion por succion y se favé con agua (40

mi). Se secé el sélido en una estufa de vacio a una temperatura menor que
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60°C producnendo 7,0 gramos del compuesto del titulo.

tapa 6: Preparacion de écudo 1-(1-{2-etoxietil)- 3—enl 7-(4-metilpiridin-2-

ilamino)-1H-pirazolo[4.3- dlpirimidin-5-i

Se calents una mezcla de N{S-cloro- 1-(2-eto:aet1l)—3-etll 1H-
pirazolo[4,3- d]pirimidin-7-ill-4-metilpiridin-2-ilamina de la etapa 5 (5,42 g, 166
mmoles), acido isonipecotico (85,9 g, 665 mmoles), carbonato de cesio (162
g, 498 mmoles), y DMSO (55 ml) con agitacién a 125°C. Deépués de 20
horas, la mezcla se enfrio hasta 20°C y se anadi6 agua.(165ml). Esta mezcla
se agitd durante 15 minutos y después se traté con acetato de etilo (55 mi). Se
separaron las fases y la acuosa se traté con otra parte de acetato de etilo (55
mi). Se separaron las fases otra vez y la fase acuosa se llevd hasta pH ~ 5
usando HCI 6 ‘M. Después de agitar durante 1 hora, se filtré el sélido
resultante, se lavé con agua (20 ml) y se secé a vacio, proporcionaﬁdo 55g
del compuesto del titulo. 'H RMN (ODMSO-dg, 400 MHZ): 51,10 (t, 3 H).'1 30 (t,
3 H), 1,49- 1,60 (m, 2 H), 1,84 - 1,95 (m, 2 H), 2,32 - 236 {m, 3 H), 2,52 -

2,57 (m, 1H), 2,78 (c, 2 H), 2,99 - 3,08 (m, 2H), 3,52 {c, 2 H), 3,78 (1, 2 H),

4,45 - 4,53 (m, 2 H), 4,56 - 4,64 (m, 2 H), 6,91 (d, 1 H), 8,05 (s, 1 H), 8,18 (d, 1

H), 9,63 (s, 1 H), 12,18 (s, 1 H). CLEM m/z 454. o
Como alternativa, una mezcla de N-[5-cloro-1-(2-etoxietil)-3-etil-1H-

pirazolo[4,3-d]pirimidin-7-ill-4-metilpiridin-2-ilamina de la etapa 5 (se puede
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corﬁbinar con acido isonipecético (entre 1 y 10 ‘equivalentes)ly una base y se
calenté entre 100 - 125°C en un disolventg hasta que se completa la reaccion. -
Las bases adecuadas incluyen wrﬁonaﬁo de cesio, carbonato de sodio y.
carbonato de potasio. Los disolventes adecuados ilncluyen DMSO vy N,N-
5 dimetifformamida. Tras enfriamiento, se puede afadir agua y la solucion’
bésica extraerse {entre 1 y 3 veces) con un disolvénte orgénico" tal como |
acetato de etilo. La fase bésié restante se acidifica hasta pH 5 con HCI. La
mezcla se agita durante .aproximadar'nente 1 hora. El sdlido se retira por
filtracion, se lava con agua, y se seca a vacio proporcionando el compuesto

10  deltitulo. o
EJEMPLO 2

\.“L\ HN'¢

N N

700
¢ .'

15 . Acido 1-(1-(2-etoxietiI)_-3-etil-7—(4-meti!piriqin¥2-ilamino)-1 H‘-pirazolo[4.3~
: dlpirimidin-5-iljpiperidina4-carboxilico - o

carboxamida -

20



10

15

20

PC 33153A 40 . o . \
1-(2-etoxietil)-3-eti4-nitro-1 H-pirazdlo-s-carboxarﬂida se "brepérﬁ de
acuerdo con la etapa 1, del EJEMPLO 1
Etapa 2: Preparacién de 4-amino-1-{2-etoxietil)-3-etil-1H-p irazoloQ 5-

carhoxamida

‘Se ftrat6 una mezcla de 1-(2-etoxietil)-3-etil-4-nitro-1 H-pirazol-5-
carboxamida de I‘a etapé~1 (5,70 g, 22 mmoles) e hidroxido de pa_ladio (1,0 g)
en etanol (110 ml) con formiato de amonio (7,01 g, 111 mm‘dles) en cuatro :
partes desiguales a aproximadamente intervalos de 10 minutos. La. mezcla '
resultante se calentd a reflujo durante dos horas y después se enfnd. La
mezclé se filtré a través de celita y se concentré.. El residuo resultante se
purifico mediante crométografia en columna scbre gel dé éiliqe usando una
mezcla de acetato de etilo y hexano como el eluyente proporcionando 2,45 g
del compuésto f':lel. titulo. '"H RMN (CDCl;, 400 MHz): § 1,17 (t, 3 H), 1,21 -
1,32 (m, 3 H), 2,60 (¢, 2 H), 3,53 (c, 2 H), 3,79 - 3,95 (m, 2 H), 4,38 - 4,52 (m,
2 H). EM (IEP) m/z 227. .

Etapa_3: _1-(2-etoxietil}-3-etil-1 H-pira'zolg{4,3-d]'pirim'idina-s,7;(4H,6H)-

diona
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NH
u’go

o
!

Se traté una mezcia de 4-amino-1-(2-etoxietil)-3-etil-1H- pir'ézolo- 5-
carboxamida de ia etapa 2 (2,44 g, 10,8 mmoles) en N,N-dimetilformamida (40"
ml) con carbonildiimidazol (1,92 g, 11,9 mmoles) y se calenté a 80°C durante

toda .una noche. La mezcla se concentré a vacio y el residuo se purificd

. mediante cromatografia en columna sobne gel de silice usando una mezcla de

acetato de etilo y hexano como el eluyente proporc:onando 1,04 g del-
oompuesto del titulo EM (IEP) m/z 253.
Etapa 4: Preparacion de 5,7-dicloro-1-(2-etoxietil)-3-etil-1H-pirazolo[4,3-

d]pirimidina

Se calenté una mezcla de 1.-(2-etoxietil)-3-etil-1 HApirazolo[4;3-'-
dlpirimidina-5,7-(4H,6H)-diona preparada gﬁ la etapa 3 (7.2 g) y oxicloruro d
fosforo (200 ml)l con una gota dé N,N-dimetilfonﬁarhida a reflujo durante toda
una noche. La mezcla se enfri6 y el oxicloruro de fésforo se evapord a presion
reducida. Se aﬁédié hielo al residuo resultanfe y después la mezcla se extrajo
con cloroformo. Se secaron las fases organicas sobre sulfato de magnesuo 5

filtraron Y se evaporaron proporclonando 2,09gde 5, 7-d|cloro-1 -(2-etoxrehl)—
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etil-1H-pirazolo[4,3- d]pirimidina en forma de un aceite que solidifico tras-
reposo CLEM m/z 289. |
Etapa 5: Preparacion de écido'1 1-{2-etoxietil}-3-etil-7-(4-metilpiridin-2-

ilamino)-1H-pirazolo[4,3- d]pirimidin-5-il)-piperidina-4-carboxilico
e
\\\ HN” N
N'" N o
0,
. OH
o .

- Se  afadieron la -5 7-d|cloro-1-(2-etox1etll) 3-eti-1 H-plrazolo[4 3-
d]plnmldma preparada en la etapa 41 mmol) 2-amino-4-picolina (2 mmoles)
N,N-dusoprop:lehlamlna (3 mmoles), y N-menlplqolldona (1 mi) a cada uno de
dos recipientes de reac'cién'. Cada recipiente se irradi6 en un microondas CEM' '

Discover durante 15 minutos a 150°C. Se afiadid acido isonipecttico (3

" mmoles) a cada. recipiente de reaccion y la mezcla ‘resultan'te' se irradié

durante 15 minutos a 180°C. Se combinaron los contenidos de los' dos
recipientes de reaccion. Se afadieron agua 'y acetato de etilo a la mezcla y se

agit6 la mezcla. Se afiadié acido clorhidrico (1 M) a Ia me;'r,cla y la mezcla se

. agité otra vez. Se separaron las fases. Se lavo la fase orgénica con agua, se

afiadio &cido clorhidrico (1 M), y se separaron las fases. La fase orgénm se
secd sobre sulfato de magnesio, se filtré y se.evapord. EI pH de la fase
acuosa se mc_rementé hasta aproximadamente seis mediante la adlclén d |
Cafbonato s6dico séturat;lo y deSpAués la fase acuosa se extrajo con acetato de
etilo. La fase organica se seco sobre sulfato de magnesio, se filtr6, se afiadic”

al residuo.organico anterior y se evaporo. La solucion se puriﬁoé-'médianbe.
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RP-HPLC en-una columna C-18 Varian Dynamgx (250 x 41,4 .mm) con un

PC 33153A

gradiente de 10 - 95% de acetonitrilo / ag.ua (&cido clorhidrico) durante 15
minutos en dos lotes. Las fracciones se combinaron y se evaporaron.
produciendo 0,26 g del compuesto del titulo. 'H RMN (DMSO-dg, 400 MHz): &
1,10(t, 3 H.)' 1,30 (t, 3 H), 1,49 - 1,60 (m, 2 H), 1,84 -1,95(m, 2 H), 2,‘32 -‘2,3'6 .
(m, 3 H), 2,52- 2,57 (m, 1 H), 2',78 (c,2H),299- 3,08 (m, 2H), 3,52 (c, 2 H),
3,78 (t, 2 H), 4,45-4,53 (m, 2 H), 4,56 - 4,64 (m, 2 H), 6,91 .(d, 1 H), 8,05 (s, 1
H), 8,18 (d, 1 H), 9,63 (s, 1-H), 12,18 (s, 1 H). CLEM m/z 454.

Protbcolds . ‘

N. Ensaxos de potencia y selectmdad

Prooedlm:ento 1. Ensayo de Ql’OXlﬂ‘lldad de centelleo de mhublclén de la
enzlma PDES de plaguetas humanas

Se puede usar un ensayo in' vitro para evaluar la- mhlbrcaén de la‘
actividad de la enzima PDE5 mediante un compuesto de ensayo Como se

describe més especifi camente més adelante, este ensayo mide-el valor de' |

- Clsg de PDE5 para el compuesto de ensayo (es decur la ooncentracabn del

compuesto de ensayo requerida para. inhibir el 50% de la hidrélisis ca catalizada

_por la enzima PDE5 de cGMP a GMP con relacién a la actividad de controles

no inhibidos).

. La enzima PDE5 para uso en el ensayo se puede obtener a partlr de

plaguetas humanas medlante la modificacién aproplada del procedlmlento de

Thompson, WJ' y col.; Blochemlstry 18 (23), 5228 - 5237, 1979. oqmo han
descrito Ballard SA y col.; J. Urology 159 (6), 2164 - 2171, 1998. La en_zima'
PDES aiélada de plaquetas humahas se buede usar para catalizar la hi.drélisis
de [°HlcGMP (Amersharh Biosciences) a 5' nucleétido-[*HIGMP. EI PHIGMP
se une a perias de SPA de silicalo de itrio (Amersham Biosciences) y se

detecta mediante conteo de centelleo. Mas especiﬁ@mente._ el efecto del -
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. compuesto de ensayo a diferentes concentraciones se puede evaluar en el

ensayo poniendo en contacto el- compuesto con una cantidad fija de enzima
PDES en presencia de sustrato (cGMP o cAMP en una relacién 3:1 de no
marcado a marcado con [3H]7 EI conteo de centelleo se puede usar como se
ha d.eSt:rito anteriormente para determinar Ia actividad relativa de'énziflia'
PDES: La inhibicién de la actividad de la enzima PDES se caicula después con
relacién a la actividad de la enzima PDES total de los controles no inhibidos.

Ensayo de la' Cisp de la PDES: foﬁnato de ptéms de microvaloracion dé
96 pocillos | '

_Reactiyos» B

TampénA: - Tris - HCI 20 mM, MgCh 5 mM, pH 7.4
Tampén B: - BSA 2 mg/ml en tampén A (tampén de enzima)

Sustrato de cGMP: Concentracion final de 500 nM en enéayo

La cantidad de sustrato marcado con *H aﬁadidp de_péndé de '.|a.
actividad especifica de ["HJcGMP, y el sustrato cGMP se diluye con solucién
madre 10 mM de cGMP fria en .tampén A para una’co.noentraciénde s_uStrato
final de 500 nM eh el ensayo. o

EnzimaPDE: . Preparada en tampén B. El factor de dilucion se

determina mediante actividad de la enzima.

Perlas de SPA: 20 mg/ml de suspensién preparada en dH20.

Contro| positivo Control neqgativo Patrén / compuesto de ensayo

2yl de DMSO al 100% 2 pil de DMSO 81 100%  * 2 il de patrén / compuesto erisayo,
25 pl de Tampén A 25 ul de Tampon A 254l de tampédn A '
25 pi de Enzima 25 pl de Tampén B 25 pl de enzima

50 i de Sustrato 50 i de Sustrato 50 il de sustrato

50 yl de SPA para parar 50 ul de SPA para parar 50 1l de SPA para parar

Lés soluciones madre de compuestos de ensayo y del patron se



10

15

20

PC33153A 45 - \

preparan a 5 mM en DMSO al 100%. El compuesto se diluye en serie en una
placa de dilucién usando un formato de dlluclén semi Iogaritmlco de 10 -
puntos. Se anaden 2 pl de la dnlucnon del compuesto por duplicado a los.
pocillos de la placa de ensayo Se afiaden 2 pl de DMSO al 100% a los
pocullos de control demgnados Se anaden 25 pi de tampon A a todos Ios

pocallos Se afiaden 25 pl de tampén B alos pocnllos de control negat:vos Se

afiaden 25 pl de enzima a los pocillos restantes Se afiaden 50 pl de sustrato.
a cada pocillo. Las placas se sellan e mcuban durante 60 minutos sobre un
agitador de placas a 30°C. Se aiaden 50 pl de perlas de SPA para parar la
reaccion. Las placas se sellan de nuevo y se agitan dufante 15 minutos para
pemitir que las.perlds se unaﬁ al producto de GMP. Las perlas se dejan
sedimentar durante 30 minutos y después se leen en un 66ntador de centelieo-
NXT Top-Count. Los datos se analizan con una aplicacién de ajuste de cu_rva‘
para la seleccion basada en placés. El porcentaje de inhibicién en este ‘ensa-yo
se calcula como 3|gue ' _ . | . .

Inhibicion (%) = [(méxumo medio - valor del compuesto { (maximo medio
- minimo medio)] x 100.

El valor de Clso se determina a partir de curvas de respuesta a la dosis
sigmoidales de aclividad de énzima contra la concentracién de compuesto.

El compuesto de carboxipiperidina se ensayd dé. écuerdp con ‘e.l

procedimiento 1. Los valores de Cls; de PDE5S oorréspdndientes medidos se

_resefian en la Tabla A.

" Tabla A

N° de ensayo : Prowdimiento 1

Clsa de PDES (nM)
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1 0,050
2 0,044
Media 0,047

'Lps_fwfnpuestas-preuiamenie'descritbs €n los ejemplos del documento

WO 2004096810 se ensAayar'an de. acuerdo con el procedimiento 1 Los

valores de Clsy de PDES mnespéndientes_med.idds'se re_seﬁah enfaTablaB.

Tabla B
| "N de ejemplo ESTRUCTURA | Procedimiento 1:
' del documento Cleo de PDES
WO 2004096810 e
L {nM}
1 4 ) 16,2
o ™
--\H
|
T
HO t'l
'- - a 0,48
2 R ‘
. ,(;l’zm
o - .
=
Q
13 'L ﬂ 43,8
' i
)jil‘ |
HE
- M3y
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N° de ejemplo . ESTRUCTURA - Procedirnienta 1|
del documento o Cleo de F'DE&_

WO 2004096810 _
{n¥)

s | I R - , 3,&4

503

6,95

'5'03
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N° de ejemple

- ESTRUCTURA

Procedimiento 1:
 del documento Clsp de PDES
WO 2004096810 |

{nM)
1 029
112 1,74
|13 1181
14 42,1
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| N°de ejemplo - ESTRUCTURA " Procedimiento 1:
del documento Cleg de PDES
WO 2004096810 o
. n
15 0,09
LN
Tk i
N
-
17 G 22,4
LQ }-J
T
" N’L‘N -
A
18 7 258
Lﬂ | M . 17 ,
\\\ -HN 1
N
y J'»F’L*N
AP
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Ne 'da ejemplo © ESTRUCTURA Procedimiento 1: .
del dOE.:I.JI_TIEI'!tO Clsp de F'DEE-'_- '
WO 2004096810 : |
{nM)
18 e oy 0.49
\i‘- L
N
ey
TN
21 Lﬂ S ﬂ 2,04
\W HN ‘
g4
23 ~ o~ lo3s .
g L} |
U
‘ L
24 37,7 .
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N° de ejemplb

del documento

ESTRUCTURA

Procedimiento 1: -

, Clso de PDES
WO 2004096810 ' '
(nM)
26 1183
28 479
34 50,2
35 NN 737
- !
|. HNJ\)
b
e \N
Ny I !
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N° de ejemplo ESTEUCTURA Procedimiento 1:
del documento \‘ Clso de PDES
WO 2004096810 o A
n
36 : l?’ 1450 '
37 N g >10.000 ~
. N. p
’ N n
N )
A
38 NE - | >10.000
O NS
N._ ‘
~ \N
.o g=s
N/ NT
: I
139 = 456
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N° de ejemplo : ESTRUCTURA Procedimiento 1:
del documento Clso de PDES
WO 2004096810 = ’
(nM)
40 334
71 = 152
72 m 177
| TN
/N" ' \N .o
\
N'}Lﬁ/\/ox‘
77 AN > 10.000
) l 'HN/K\/"\
IN\ \N .
a A
LN N,
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N° de ejemplo ESTRUCTURA Procedimiento 1:
| del ‘do.cumento Clso de PDES
WO 2004096810 . :
(nM)
88 S > 100
| M -
N, ' o
NG |
,,)r‘\”é\ﬁ’}
/ ‘.K_,NH ,
90 N 1550
. KN . H
/'!l \ ’g
I
' /’/r N‘/\NH
191 NNy 22,6
N X
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Ne de ejemplo ~ ESTRUCTURA Procedimiento 1:
Qel documento Clso de PDES
WO 2004096810
(nM)
92 | 26,5
. -0
et
HIIQ/\/\
N
'\, |‘r N
LA
;o N
93 o = 31,1
\ N X
/N -~
\ i A
ﬁ\/\o/
94 o = . 43,2
‘N‘ .
N |'I SN :
) s
_)"‘\N’kno\
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N° de ejemplo ESTRUCTURA Procedimiento 1:
del documento Cls, de PDES
WO 2004096810 ) ‘
(nM)
o5 ‘ ~5. o N - 76,0
, o
H HNM
A _
/s - .
NN
L :
."’LD,
. o_ -
96 - oL I 87.9-
- N"\, _
1 .
4 N
N N
It
o Re~on
98 ?( N 231
| ‘ .
. \ '
N o
T
A\ ,'
|99 Ng 239
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N° de ejemplo ESTRUCTURA Procedimiento 1:
del documento Cls, de PDE5
‘| WO 2004096810
(nM)
100 67,2
103 76,6
108 778
109 (27,3
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ESTRUCTURA

N° de ejemplb_ Procedimiento 1:
del documento c|50. de PDES
WO 2004096810 ' '

(nM)
110 ‘ : 513
0 e
NF S~F
N K
N ) ,
—t N N
B H\/\O/
113 . CNF 1250
114 -1 60,6
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N° de ejemplo - ESTRUCTURA Procedimiento 1: .
del documento Clsg de PDES '

WO 2004096810

(nM)

115 \o , _ 220

_ \
- OHNTTR
’ ./N"\. RN
. N\ Y /N'
e
H\/\,],§
Ns.
116 i 1760
0 -
. N
\
\ THNTT X
N ,
N:\ [ TN
:'QH .
123 NN 248
/}\) ‘
) ; HN
‘ aNYk
N - N
)\,’QN«J\ /ﬁ
. N -
A K/NH
‘[ 124 78,2
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N° de ejemplo. ESTRUCTURA - Procedimiento 1:
del documento Clso de PDES

WO 2004096810 ‘

(nM)

125 182

126 . i OH 2230

| HN "'
N- .
/ |' _\ N -
/}.k ”
N "N
.| 7580
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N° de efemplo - ESTRUCTURA Procedimiento 1;
!del documento Ci&u de PGES
WO 2004096810
(nM} -
128 g 1350
. oo A
N
« 4
- ,N\T)-» '
| N
. - ) N/ﬁ
< o '\',NH
{129 D 139
. Il . HN
M
N:L; ki‘ N |
. L
130 >10.000. *
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N° de éjemplyfr |

- del dac:ur_nento

WO 2004096810

1138

137
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PC 33153A
N° de ejemplo . - ESTRUCTURA Procedimiento 1:
del documento ‘

. : Clso de PDES

WO 2004096810 :

(nM)

139 0,55

140 195

141 .‘

0,15
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N°.de ajemplo - ESTRUCTURA Procedimients 1 -
delrdncqnjentp . Ciso de PDES
WO 2004006810
o {nM)
148 J 4,39
. 5 -
k _ Foo
) HNTN
M
Y *:NI\ -
A aﬁ,ﬂ
148 . . 34,8
{J . "
: N.-;.—ﬂ.}i',__,
i
H %
JN ’
N :_J\ o
N M ,
| 150 1,83
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W

.N° de ejempla

del doctimento |

WO 2004086810

. ESTRUCTURA

mecedimientn"l:, _
Clso de PDES

(nM}

151

220

192

112,4°

163

s l1es

| 154

126 - o kb
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N° de ejemplo " ESTRUCTURA Procedimiento 1: -
del documento Cls, de PDES

WO 2004096810

(nM)

155 | 1134

N7 ,
156 1,80
157 16,7
{
CH,
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N° de ejemplo - ESTRUCTURA . Procedimiento 1:
del documento " Clsy de PDE5 |
WO 2004096810 '
, (nVi)
158 0,71
159 . 163
| 160 7N 7,22
0 . 1_& )
lﬁ 8 CHy
/
N N —N
N\ I *?I\Nk)
Ery
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N° de ejemplo ESTRUCTURA | Procedimiento 1:

del docu.rnento Cls, de POE5"
WO 2004096810

(nM)
161 0,50
162 | y 0,24
L \ -

164 3,46
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. Procedimiento 1:

Cisq de PDES

| (nM)

10,5

11,5

2,95

10,81

- ESTRUCTURA

| N° de ejemplo

del du_cuﬁ'l ento .- '
WO 2004096810

165 -

166,

187 -

168
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N° de ejemplo ESTRUCTURA Procedimiento 1:
del documento Cls, de PDES
WO 2004096810 M)
n
170 oF E - 2100
\S BTV CH,
I
}— N/)\N/\
H,C k/NH
173 N)'I 396
‘ Hiy \» CH,
L )“f‘\v
.- ‘_’d-" /
VW
Pase!
174 N | 432
= HN "o,
N .
H, QH
176 NF I | 274
H
== AN A
\ / Hl? CH,
N NS
YN
HC NH
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N° de ejemplo - ESTRUCTURA Procedimiento 1:
del documento ' Clsode PDES

WO 2004096810 , *

(M)

177 535

179 18,3

1180 341
0,39
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N° de ejemplo ~ ESTRUCTURA Procedimiento 1:
del documento_ Cls, de PDES
WO 2004096810 -
(nM)
182 403
185 1,30
188 0,47
191 | 0,24
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N° de ejemplo . - ESTRUCTURA - Procedimiento 1:
del documento Cls, de PDES
WO 2004096810 : '
(nM)
192 3,06
| 193 1,01
194 0,56
195 0,96




PC 33153A 78
N° de ejemplo ESTRUCTURA Procedimient 1:
del documentg Clso de PDES
WO 2004096810
(M)
196 - 0,56
197 1,76
198 10,0

| 199

C (343
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N° de ejemplo | - ESTRUCTURA . - | Procedimiento 1
del 'dpcumento ) , Clso de PDES
WO 2004096810 ' :
(nM)
200 4,70
201 | 25,9
1202 - 5.46
203 10863
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N° de ejemplo ESTRUCTURA Procedimiento 1: -
. del documento ‘ Clso de PDES
WO 2004096810 '
(nM)
204 - O 24,1
~o N i) o Hy
H_.'c ,N el Y
T .
N AL e N- C
HC \3\“/-
H
205 Ny 6,24
e
="
ch . » SN
NQ‘ s
HC . '{j\uif
-
206 6,09

207

1,85
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N° de ejempilo

del documento

ESTRUCTURA

Procedimiento 1:

Clso de PDES
WO 2004096810 o o
(nM)
208 : ﬁ 0,71
_ | !
HN .
/0 “h -
HC A =N ! ’
. ‘
e - I
210 Ay 82,7
HN/(N\"? |
s~ 1\ g
. I .
AR
. N‘ma
~ N oo,
s o Y
H,C; > : “ ;
e ’\/NH
212 NZ 0,13
. N
e~y L o
HC . s =N
LN
D e R
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N° de ejemplo ESTRUCTURA Procedimiento 1.
del documento Clso de PDES
WO 2004096810 '
A (nM)
213 0,42
1214 0,37
215 NP . |530
. N = i
/=0
HC 4 N}‘ l N
oj/\N/)\N\l ‘
H,C,
N.-ﬂ"
|
216 & “|60.9
~\ \”)
0 :
T HC . N2y
NG, | e
= N
N~ N
H,C ‘éH‘ ~
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| N° de ejemplo ESTRUCTURA - | Procedimiento 1:
| del documento Cisy de PDES
| wo 2004096810 |

B (M}
217 2,55
| 218 11,5
219 41,0

] 220 3,60
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N° de ejemplo ESTRUCTURA Procedimiento 1:
"del documento | 'cL.x; de PDES
WO 2004096810

(nM)
221 354
222 1101 .
225 N,f:\r, 1,33
| N
~o :
HC l l
N A
ne, O))\N s
. CH,
226 0,83
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N° de ejemplo ESTRUCTURA Procedimiento 1:
del documento Clso de PDES

WO 2004096810 ‘

(nM)
| 227 0,35
228 3,09
229 N 161
. e
HN
/‘oﬁn | CH,
. | Y
H,C™ - ket
1231 - - 10,3 .
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Nedeejemplo | - ESTRUCTURA = | Procedimiento 1: -
- |- deldocumente | _ " Clgg de PDES

WO 2004096810 |
R {(nM)

1233 . 3.85

234 8,79.

|235 1= 100
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'N® de ejemplo

del docurnento

ESTRUCTURA

| Procedimiento 1:

| Clsyde PDES

WO 2004096810 |
: {nM)
236 2,51
237 067
240 U =100

{241
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N° de ejemplo ESTRUCTURA Procedimiento 1:
del documento Clso de PDES |
WO 2004096810 :
(M)
242 062
244 2,54
245 1,55
246 4,46
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N° de ejemplo

del documento

. ESTRUCTURA - -

R Procedimiento 1:

Clso de PDES
WO 2004096810 : '
(nM)
24_48 0,30
249 7 0,16
250 ‘ )\ 2,37
' |
N /\\ L ‘
F)( 0 o “])\\N
F - N g
o
| 251 | 0,25
" ~d
F ’ Fama =N N
o -\
(0 R
£ N
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N° de ejemplo - ESTRUCTURA - | Procedimiento1: .
del documento ' ' Cls:; de PDES
WO 2004096810 ’

{nM)

252 2,81
253 L R - 1,20

=

HN™

E o/\\
F"'YN =
F

254 ' o 059
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N° de-gjemp]b ESTRUCTURA | Procedimiento 1:
‘del documento | ¢15u.tle PDES
WO 2004096810 . .
(nM)

| 255 1,43
256 3.82

| 258 199.
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N° de ejemplo. |- " ESTRUCTURA Procedimiento 1:
- del documento Clso de PDES
WO 2004096810 ‘
(nM)
259 3,74
261 0,57
|o93
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N° de ejemplo ESTRUCTURA Procedimiento 1:
' del documento Cls de PDES -
WO 2004096810 A '
(nM)
0,27 -

263

Procedimiento 1A: Ensayo alternativo de proximidad de centelleo de

inhibicién de la enzima PDE5 de plaguetas humanas

5 La Clso de la PDES de un ‘compuesto de ensayo iambién se puede °

_ medir en un ensayo in wtm alternativo que varia del prooedlmnento 1 como se

descnbe rnés adelante

Ensayo de la Clsq de la PDES Formato de glams de mecrovaloracu&n dg 96

10 Reactivos

Tamgén A
Tampén B:

ocillos

 Tris - HCI 20 mM, MgCl 5 mM, pH 7,4

" BSA 2 mg/mi en tamp6n A (tamp6n de enzima)

Sustrato de cGMP: Concentracion final de 50 nM en ensayo

~'La cantidad de sustrato marcado con °H depende de la actividad

15 especuf ica de [*H]cGMP, y se diluye en tampén A.
Preparada en tampén B. El factor de dnlucuén se

Enzima PDE:

determma medlante actmdad de la enzima.
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Perlas de SPA: 4 mg/ml de suspensién preparada en dH20

Control positivo Control negativo " Patrén/ uest

3lde DMSO al 100% 3 i de DMSO al 100% 3ul de patrén/ compuesto e_n".sayo
27uideTamponA  27pideTamponA 27 ul de tampén A

30 ul de Enzima . 30 pl de Tampon B 30 pl de enzima

30 pl de Sustrato 30 i de Sustrato 30 W de sustrato -

30 pl de SPA para parar 30 I de de SPA para parar 30 pl de SPA para parar

Las soluciones madre de compuéétos de ensayo se preparan a 2 mM
en DMSO al 100%. El compuesto de ensayo se diluye en serie en una placa
de dilucién usando un formato. de dilucion 1/5 logaritmico de 10 bhntos de
manera que la concentracién de partida en el ensayo es 2 .uM para una
seleccién de la.Cls inicial; las Clsy confirmatorias se hacen. usando una
dilucién 1/3 logaritmica de 10 puntos. Se afiaden 27 pl de tampén A a los ‘
pocillos de las placas de .ensayo.‘ A pértir de la placa de dilucién se distribuygn
3 ul de compuesto diluido por duplicado o se afiaden 3 pl de DMSO al 100%

(para controles positivos y negativbs) Se afiaden 30 pl de enzima. Para los

"pocillos de conlrol negativo, se afade el tamp6n B en. lugar de la enznma Se

anaden a todos pocillos 30 pl de sustrato marcado. ‘
-Después .de .incubar durante-60 minutos: a femperatura ambiente, la
reaccibén se para con iahadi(':ic'm de 30 pl de perlas de silicato de 'iin'o. Estas
perlas son den;sas y requieren agitacion constante mientrés, se aﬁéden ala
piaé. Las placas se sellan y se agitan en un agitador de placas durante
quince minuto's‘para permitir que las perlas se unan al productp de GMP.
Despué;s de dejar que las perlas sedimenten durante 30 minutos, Ias.
placas se leen €n un contador de centelleo NXT TopCount y se analizan los
datos como sigue. Los valores de porcentaje de inhibicion se calculan usando’
las medias de los controles al 0% y al 100% en cada plam Las estimaciones

de fos 4 parémetros del modelo dosis - respuesta loglstlco sigmoidal se
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calculan después usando el valor de inhibicion en porcentaje del nivel del

pocillo para el compuesto. La formula del modelo logistico de cuatro

parametros se puede expfesar como Y=((@-8)/(1+{X/c)*b))+ d dﬁnde
Y es la respuesta, X es la' 'oonoentra'cién, a es la asintota‘inferior (respuesta
min‘ima), d es la asintota superior (respuesta maxima), ¢ es la Clsg de'l_‘modeio
(en las mfsmas unidgdes que X), y_b es Ia p‘éndién.te {como se descﬁbé en De
Lean, A., P. J. Munson, y D. Rodbard (“Simultaneous analysis of families of
sigmoidal curves: application to ‘bioassay, radioligand assay, and physiological

dose-response curves”. Am. J. Physiol, 235 (2): E97 - E102, 1978). Estasl

estimaciones Se usan para calcular la concentracién que comesponde a un .

El compuesto de carboxipiperidina se énsayé de acuerdo con el
procedimiento 1A. Los valores de Clsp dé PDES comrespondientes medidos se

resefian en la Tabla C.

Tabla C
N° de ejemplo Pro_ceqimie}uto w
Clso de PDES (nM)
1 ', | 0,051
2| 0,051 -
3 : | 0,039
4 0,045
5 : | 0,023
6 | 0,026
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Media - o 0,039

Los compuestos previamente descritos en los ejemplos del documento ‘
WO 2004096810 se ensayaron de acuerdo con el procedimiento 1A. L s

valores de Clso de PDES correspondlentes medidos se reseﬁan enla Tabla D

Tabla D
Documento Wd 2004096810 "~ Procedimiento 1A
N° de ensayo " Clgy de PDES (nM) B
261 | .. 0415
262 ‘ 0,0755
263 | 0,0197

_ Procedimién_to 2. Ens,y_q de proximidad de cengglleo (SPA) d
mh:blClon de la enzima PDEG de retina humana '
La inhibicion de la actividad de Ia enzima PDE6 medtante un

compuesto de ensayo se puede medir de acuerdo con el ensayo in vitro del

,pr'ocedimiento 1, pero usando fa enzima PDE6 semipurificada aislada de

retina humana, bovina o canina en lugar de la enzima PDES. Este ensayo

_ mide el valor de la Clso de la PDEG para el compuesto de ensayo {es decir, la

concentracion del compuesto de ensayo requerida para inhibir en un $0% la
hidrélisis catalizada por la enzima PDE6 de [3H]GMP al 5° nucleétido
PHIcGMP con relacién‘a' la. actividad de los controles no inhibidos). El
[3H]GMP se une a perias de SPA de silicéto de itrio y se detécw"mediante

conteo de centelleo.
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* Purificacién de ia PDE6: La PDE6 se' puede aislar y purificar a partir de
lo siguiente: PDE6 de Abastones', soluble /' PDEG del‘segmenfo extemno de
bastones de ojos de bovinos (Chaﬂes River Ltd, ancia); PDES6 de conos de
ojos de caninos (LAS); o PDE6 de c;ohos y bastones soluble de ojos humanos
(LLAM). | o : |
; Tampén de homogeneizacion

Hepes 20 mM (Sigma) 2,383 gramos

EDTA 1 mM (Sigma) 0,186 gramos

Disolver eh 300 m! de HPLC (Acros) o agua desionizada dos veces.
PMSF 100 mM (Sigma) - 0,174 gramos/10 ml de étanoi"

Afadir 5 ml de solucion de PMSF a tampén lentamente “para evitar la

precipitacion. . -

Afiadir Sacarosa 250 mM (Fisher) 42,78 gramos
Ajustar el volumen a 500 ml, agitar hasta disolucion.
Ajustar € pH hasta 7,2 u‘san&q NaOH 1 M.
Almacenar a 4°C. |

Preparacion de la retina: Dejar que los o0jos se descongelen hasta que

_estén blandos y hasta que la cémea y cristalino estén transpalentes.AMientras

que sujeta el ojo de forma que la comea esté en la parte superior, realizar una
pequefia incisién a través de la conjuntiva por debajo del nivel-dei ins. La

incision debe ser suficiente para pemitir que el humor se escape a través del.

.corte. Usando unas tijeras finas, realizar un corte alrededor de ia comea para

permitir que se despegue como una sol;jpa. Usando un gancho ‘pequefio,
enganchar el cristalino y suavemente sacario fuera de la 6rbita, tener 6uidado_
de no sacar la retina al mismo tiempo. Dejar que la retina se céiga.por su .
propia voluntad hasta fa base de la érbita. | | |

UQalu'zar la retina con cuidado y localizar el nervio éptico. Cortar a través -



10 .

15

20

25

PCI3IS3A. 98 - \

de! nervio dptico y transferir la retina a una plaé pequefia que contiene unos
pocos ml de tampén de homogeneizacion. Suavemente hacer ﬂcﬁfér la retina
fuera fuera la superficie del tampén‘ y retirar 6ui"alquier material-'l‘pigmenfado .
evidente del iris. Colocar la retina en una segunda placa con tampén‘ de

limpieza para reftirar las dltimas pequefias cantidades de pigmentq.y"déspu'é '
tranéferir a un tubo de centrifuga de 50 mi .Co.ming Costar. (Sigma) y-

mantenerio en hielo.

Aislamiento y purificacién de la PDE6 de la retina: Dejar 2 ml del
tampén de homdgeneizacién por retina de bovinos y 1 ml por retina de per'ro y
de ser humano. Homogeneizar. usando un homogeneizador de mano con
rafagas 3 x S segundos enfriando en hielo entre cada rafaga. Ftltrar el
homogenato a través de dos capas de gasa quinirgica. Centnfugar a 100.000.
Q'durante 60 minutos a 4°C. Filtrar el citosol o bien a través'de un paquete | :
Steril-D de 0,22 pm si existe suficiente volumen o a través de filtro terminado- "
en jeringa de. 0,22 pm (por ejemplo‘ Millex ® GV). Prooe;sar a través de F PLC .
(Pharmacia FPLC/FRAC-100, Pharmacia) o dividir en alicuotas y alr‘ﬁa’cenar
en nitrégeno liquido segun se necesite. |

.. Procedimiento 2A: Ensayo altematlvo de proximidad de centelleo(SPA

de mhnbucuén de la enzima PDES de retina_ humana

La inhibicion de la actividad de la enzima PDES - medlante un

. compuesto de ensayo se puede medir de acuerdo con el ensayo in vitro del

procedimiento 1A, pero usando la. enzima PDE6 semlpurlﬁwda alslada de -
retina humana, bovina o canina en lugar de la enzima PDES. Este ensayo'

mide el valor de [a Clsy de la PDE6 para el compuesto de ensayo (es decir, la

‘concentraciéon del compuesto de ensayo requerida para inhibir en un 50% la

hidrolisis catalizada por la enzima PDE6 de [*HIoGMP al 5 nuclestido
{HIGMP con relacién a la actividad de los controles no inhibidos). E1 [PHJGMP
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se une a perlas-de SPA de silicato de itrio y se detecta mediante conteo de
centelleo

Prooedlm:ento _3: Ensayo de QrOleldad de centelleo ;(SPA) de

inhibicién de la enzima PDE11 recombinante humana _
La inhibicion de-‘ la ac"tiyida'd de la enzima PDE11 mediénte un compuést_o de
ensayo se puede medir de acuerdo con el énsayo in vitro del ﬁrooedimientb 1,
pero usando la enzima PDE11 expresada en células de insecto Sf9 en Iugar'
de la enzima PDES. Este ensayo mide el valor de la Ciso de la PDE11 para el
compuesto de ensayo (es decir, la concentracién del compugsto .de ensayo
requerida para inhibir en un 50% la hidr_élisis catalizada por la enzjmé PDE11
de [*HlcGMP aI:S’ nucleétido [*HJGMP con relacion é la at:lividad de los
controles no inh'ibidos) El PHIGMP se une a perlas dé SPA de s;llcato de itrio
y se detecta mediante conteo de centelleo.
Expresion y purificacién de la PDE11 :
(a) Expresion; Infectar. 200'ml de células de insecto Sf9. (Invitrogen,
" Carlsbad, CA) (1 x 10%mi) con una multiplicidad de infeccion de 2
usando un vector de expresion de baculovirus que contiene PDE-
11A1 transpuesta (SEQ 1D N°: 1) (sistema pFastBac, Invitrogen) (4
x 107 ufp/ml). Incubar a 27°C con agitacién a 220 rpm durante 48
horas. Reoﬁger las células infectadas mediante sediméntacidn
centnfugando a 2000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Almacenar elzl
. sedlmento de células infectadas a -80°C hasta que esté listo para
purificaciéon. Resuspender . los sedlmentos de las células
' descongelados a 1 x 107 célutas/ml (=20 ml de tampén constituido
por Hepes 20 mM (pH 7,2), EDTA 1 mM, sacarosa 20 mM, NaCl
150 mM y comprimidos de inhibidor de la proteasa)r .Mezclar‘

‘completamente y dejar en reposo en hielo durante 10 minutos. -
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Soniéér 5 veces durante 5 segundos, en hielo. 'Centrifugér' la mézq!a
" a 12.600 rpm- durante 10 minutoé a 4°C en SS34. Alrﬁaoenar el
sedimento insoluble a -80°C; y broceder a la purificacion del
mateﬁal soluble. , '
| (b) Purificacion. Preparar la columna (1.0 cm de diametro, Kontes)
'me‘dia"nte-énjuagado‘de la columna vacia dos veces ton TBS.
Despulés mezclar las perlas (Anﬁ-FLAG M2 Agarosa, Sigma) con
TBS y afiadir a la colpmna - dejar que las perias sedimenten. Lévar ‘
la columna con 3 volimenes de columna de glicina 0.1 M {pH 3.5).
Despuéé lavar a columna con 5 yolﬂrhenes de columna qe TBS (no

- dejar 'que se procese en seco). Aplicér el extracto a la columna y

dejar :qde el extracto entre por flujo de gravedad. Volver a aplicar el .

ﬂujé a través de la columna. Lavar la columna ‘con 15 volimenes de :
, columﬁa' de TBS. Eluir la- proteina con 5 alicuotas de 1 mi de '
péptido FLAG '(.Sigma)";(es decir, 100 pg/mi en TBS). Eluir -Ia'
proteina reétante con 1 'l.'nl de glicina 0,1 M, e-inmediatamente

aﬁédir 25pulde Tis 1 M pH 8 paré ‘neutralizar.

Prooedum:ento 3A Ensavo altemnativo de groxnmsdad de centelleo {SPA)

de lnhlb:cufm de la enzima PDE11 recombmante humana

La mhnbrclén de la actividad de la enzlma PDE11 medlante un

- compuesto de ensayo se puede medlr de acuerdo con el ensayo in vrtro del.

procedimiento 1A, pero usando la enzima PDE11 expresada en délulas de
insecto Sf9 en lugar de la enzima PDE5. Este ensayo mide el valor de la Clso

de la PDE11 para el i:ompuestb de ensayo (es decir, 1a concentracion del

' compuesto de énsayo requerida-para inhibir en un 50% fa hidrolisis éta_lizada

por la enzima PDE11 de PHIcGMP al 5 nudleétido (*HIGMP con relacién a Ia
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actividad de los controles no mh:bzdos) Ei *HIGMP se une a perlas de SPA

de silicato de itrio y se detecta mediante conteo de centelleo.

El compuesto de carboxipiperidina se ensayé de acuerdo con el",

prooedimientq 2, procedimiento 2A, procedimieﬁto 3, y procedimiento 3A. Los

valores de Cls; de la PDE6'y PDE11 oorrespdndientes:medidos se neséﬁan‘éh

la tabla E.
Tabla E
N° de ensayo | Procedimiento 2: | Procedimiento 2 Pmced-imiento 3 Prooedimia@ 3A
ClpdelaPDES | A Clydela Cleo 0o fa Clode
| (nM) PDES (nM)* POE1H(nM) |  PDETHM)
1 4,01 5,12 19,5 14,3
2 3,89 2,43 20,0 16,5
3 - 488 16,8
4. 2,12 26,0
5 -. 5,74 28,4
6 3,72 1.9,6
MEDIA 3,95 374 19,8 -19,7

Los compuestos previamente descritos en los ejemplos del documento

WO 2004096810 se ensayaron de acuerdo con el

procedimiento 2,

procedimiento 2 A, procedimiento 3 'y procedimiento 3A Lbs valores de Clsg

de PDE6 y PDE11 comrespondientes medidos se resefian en la Tabla F.
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Tabla F
N° de ejemplo | Procedimiento 2: | Procedimiento 2 P:rocedimiento 3: | Procedimiento 3A
del CliodelaPDES |  A:Clg dela Clsode la Clgodela
documento (nM) PDES (nM) PDE1.1'('nM) PDE11(nM)
WO
2004095810
245 250 - 390
246 657 4320
248 9,92 316
249 5,10 1190
250 221 3120
251 9,51 1862
252 307 874
253 100 312
254 188 . 2880
255 207 937
256 275 913
258 198 215
259 204 199
261 | 58,8 110 426 585
262 47,7 66,3 471 - 608
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263 | ' 23 | 308 | @6 | 384

Los ensayos adicionales que se puéden uéar para evaluar Iﬁ eﬁcaciﬁ.dé '
un compuesto de ensayo mcluyen el procedimiento 4, pmc.edlmtento 4A :
prooadlmle nto 5y pmoedlmlentn 6 descritos mas adelante

Procedimiento 4: Ensavo de anillo ;le amfta. .

|

Se puede?usar un ensaye ex vivo para medir ! relajamiento directo de

un anillo de aoria de rata expuesto a un compuesto de eﬁsayo- Como se
describe mas adelante mas Especlﬁcamente un compuesto de ensayo que

inhibe la aclmdad de la PDES mduc& ‘un rela]amtentu del amllo de ka anrla

»pntencnandn la senal de cGMP (es decir, medianie la inhibicion de Ia hidrélisis

catalizada por la enzima PDES de cGMF a GMP} pmvoc:ada ﬂuandu el aniflo-
de la aorta se E}cpane a un donante de éxido nItnt:o exﬁgenu estable tal como .
dletu_tnan'_una NDNDato (diazen-1-io-1,2-diolato, tamblen €onocido oMo - |
"t}ETA_—NC}"}. El énsa_'}fo mide el valor de la CEsg hara el mmhuestn de ensayo |

(es deiﬁr. la concentracion del cnmplieatu de ensayo que produce un 50% de.

" la respuesta eficaz pasible maxima para el compuesto de ensayo),

' Se ﬁsﬁxi_ai'nn'_ ratas macho Sprague-Da'."ery‘{EEﬂ - 350 g) usando gés
CO. y se extrajéroh cuidadosamente sus aorias torﬁcirﬁaé ¥y ~se colocaren en
1ampdn de Krehs Las ac:rtas se diseccionaron cundadusamenta sin 1egjido |
cnnec:twa y se dIVIdIEI'UI'I en B secciones, cada una de 3 - 4 mm de longitud.

Se suspendleron los anlllns de la aorta entre cables de acero inoxidable

patalelos en un bafio de tejidos de 15 mil, con camisa de-agua (37°C) bajo una

tensicn en reposo de 1 gramo. La tensién se mide usando transductores de

tensicn jsomélrica y se registraron usando un sistema de plaiafurma' de tejido

Panemah. Se:déja que -cada preparacién se equilibre durante al menos 60
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.minutos antes de ensayar el comp@:esto. Durante este tiempo, los tejidos

también se ihcﬁban con NG-monametil L-arginina 200 HM {"L-NMMA®, v se

cambid el medio de incubacian cada 15 a 20 minutos (L-NMMA se afade.

 después de cada lavada para mantener la concentracién final a 200 uM en

cada bafio de te;ldu] _ '

' Después 'del’ periodo de eqmllhnu ias tensnnnes iniciales se :egistran
para cada lepdnl. Se determina la respu%ta vasoconstriciora a fanilefedrina {1
pM) y cuando la respuesta a fenilefriﬁa .alcénza un miximo, se determina
posteriomente '}Ia reactividad _vascular mediante una estimulacion  de
acetilcolina {1 ijM}. Deapuéé de otro periodo de lavado, se .i'egigtra un

segundo - valor - inicial después de la adicién -de .la noradrenalina

Vasncnnstrictora (25 $M) a cada baiic y se incuban los tefidos durante un

pericdo de trempn (aproximadamente 15 minutos) suﬁctente para gque los

fejidos alcancen un tono estable. Se suministra un estimulo de dxido nitrico .
exogeno - usandn el donante de Gxido nifrico  estable, DET A-NQ. La

mncentracnﬁn de’ DETALNO se valora {de forma ac.umulada en lncr-ernentns-
semllogarlhnlcosj para lograr apmxlmadamente Sa 15% de relajamienta de la

precﬂnstnccaﬁn pravocada pur naradrenalina. Las curvas de concentracion -

respuesta ammulalwas se constmyen en un solo anille, usando tipicamenta 5

dosis /anillo y delandu 15 minutos entre cada adicion. -

Procedim iéento 4A: Ené._a:g'b altemnativo de anillc de aorta.

EI 'pmcedi:m'ieniu 4 se puedé- mud'rﬁr para proporcionar un i::mtc_:;:-uln
alternativo para medir el relajamiento directo de I.usAanillns de la aorta de rata
eipuestus aun éampuesto.de ensayo. El procedimiento alternativo varia del
procedimiento 4 como se describe mas adelante:

Para el prdcedimienti:u altemativo, se retira. primero el endolelio

mediante friction cuidadosa del lumen del vaso conjuntamente entre los
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dedos. antes :Ie preparar los anlllns (anitlos desnudns] lLa tens:ﬁn en repnso
se f]a a2 gramos y.se l:leterrmna la respuesta uasncunstnctora a una
conr:entracufm méxnma de femlefnna {1 pM), segundn {después de un periodo
de Ia'-.rado} de dos exposiciones adlmnnales g femlefnna 300 nM. La relacién -
concentracion - respuesta a noradrenalina se mnstmye en cada teudn en el
intervalo de oonr.:entracldn de {}1 a 300 nM. Después de otru periodn de
lavade, los teudns s& encogen con una mncentrac:ﬁn CEgo de noradrenallna
para ensayar el~mmpuestn. ‘

Procedimiento §: Fnsavo Culex T

EI efectn de un compuesio de Ensayo snbre la presidn sangumaa
arterial slstémrca se puede ‘evaluar en un mndelu de rata hlperten'sa
espunténeamente (“SHR’) precanulada consciente. Este Ensayo ‘e lleva a
cabo usando un sistemna muestreador de sangre autnmailzado {"ABS”) EII
sistema ABS. Culex ™ (Bioanalytical System, Inc., West Lafayette )-'
comprende Uh' ordenador portdtil, cuatro unidades de cantrol ¥ Jaulas
metabdlicas. Esle sustema ABS permlte la rect:-glda de multrples muestras de
sangre a parl;r de -una sola rata “sin provocar estrés exmeswn al anlmal
Ademas, el smtema ABS permrte la remglda de muestras de oring que se
pueden usar pntenclalmente para tdentificaciones de biomarcador. Med_lante
este plantearﬁiento, se llevan a cabo estidios férmamcinéﬁops

mnvenciena!es-y de eficacia en ratas SHR conscientes no reprimidés de

manera swnullénea para definir la relacion entre la mncentramnn de farmaco

libre en plasrna o biomarcador (es) pntenmal (es) y el efecto farrnacolr&gm-
{reduocnﬁn de la:presion sanguinea artenal media).

Las ratas SHR de 12 a 16 semanas de edad, de peso
aprommadamnte 300 g, se someten a canulacion quwurgnca de ambas venas

yugulares y 1a arteria carbtida derecha Después de la recuperaclﬁn
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qunrurgiu los amrnales se l:.nlnc:an en las jaulas Culex ™.y se atan a un brazo

de sensnbllldad ‘al movimiento con un sSensor que -::ontroia el muwmmnto deda

' Jaula cuandn el animal Se mueve para evitar qu-e los catéteres se tuerzan. Las

mnexlones se. reallzan entre el cateter de la yugular-derecha y @l entuhado
esténl Culex T"" fi jado para el muestmn de sangre, ¥ el llteter de |a yugular

uzqurerda para la admrnlstracmn de compuestn y el catéter e-n la arieria

'_camtlda derecha se conecta a un transductor de presién para cuntrolar la

presmn -sanguinea. F’ara mantener la emdenma de los caléteres la-canuia de
la yugular derecha se mantieng por Ia funcian.“de servicio” del Culex ™ que
enjuaga el catéter con 20 l de solucién salina de hepanna {1[1 unidades/ml}
cada 12 mlnutn:us o entre los epnsmims de muesireo, y la canula do'la yagular

lzqmerda, se carga con solucion -salina de heparina (20 unidades/ml). La

evidencia de la cAnula de la cardtida derecha ‘se mantiene mediante- tna

infusion lenta. de la solucién salina de heparina o bien directarﬁente-en el )

entubado de'exl'ensién cuandn'la -;:iresifm sanguinea no se negistra'u medi'ante

. que lus ammal&s se acllmaten durante al menﬂs dos huras antes de Ia

evaluacmn del mmpuestu El compuesito de ensayu se puede administrar por
via intravenosa o medaante sonda oral. Los protomlos de muestreo de sangre
(tiempo ¥ '.miumen de muestreo} se pmgraman usando el soﬂware Culex ™.

La can_t:dad total de sangre extraida de cada animal no excedera de 750 plf24

horas y .10 mHkg en dos semanas. Se controlan el ritmo cardiaco, -presion

sangumea ¥ concentracion de firmaco.. Se reglstran la presion sangumea o

arteriaf sustémlca y ritmo cardiaco medlanhe PDNEMAH {Gould Instrument

: Systern Valley View, DH}, un transductor de prembn mediante un sistema de .

adquisician de datos para registrar la presion sanguinea y ntrnn n:ardiaco

' gurante 6 a 24 puras basandose en el protocolo experimental. La presian
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sanguinea artér%all ined_i'a {punto _ﬂnal pﬁncipal] s& analiza para détannin_ar- la
eficacia del mmpue‘stn. _ | - '

Se analizan las muestras de éangre para medit la cohcentracion de |
firmaco en plasma, usando el procedimiente CLEM/EM descrite mds
‘adelénle. y para eva haar los pbténciales biomarcadores. '. |

" Procedimiento CL/EM/EM

F'reparat::mn de muestras Se mezclan muestras de plaama {50 @l sin
canocer, control'o blanco) con 10 pl de acetnmtnln agua o una solucion patran
del mmpuestn de ensayo y 150 pl de solucién patrdn interna (100 ng/ml del
mmpuestn de ensa‘,rn en acetunlmla) La mezcla se centrifuga a 3000 rprn
durante 5 minutos, y se transfi ieren 125 pl del sobrenadante a una p[all de 86
ppc:ullo-s. El dlsnlyente se evapora en una cnmente de nitrdgeno y et I'EEId!.ICI se
reconstituye con 80 it de acetanitriln/acido formico acuoso al 0,1% (20:80 viv). |

Un volumen' de 20 pl de cada muestra preparada se inyecta en una

calumna Phennmenex Synergi 4 pm MAX-RP 2,0 x 75 mm y se eluyb a iR 4 '

- milfmin usandn slucion en gradiente desde dcido férmico acuoso al 0 1% (fase

-movit A} a aceipmtniu- {fase movit B). El programa de gradiente consta de

aplicacion inicial de fase mévil A al 80%, seguida de un gradiente lineal hasta
fase mévil B al 75% desde 0,2 2 1,15 minutos después de Ia inysccion y se
mantuvo en la fase mdwl B al 78% hasta 2.0 minutos. La fase mévil se camb:ﬁ
linealmente otra vez hasta fase movil A al 90% desde 2,00 a 2,10 mmutus yla
siguiente- myecmﬁ-n tuvo lugar. a 3,00 min. La deteccidn se realtzn_madlante
espectrometria de masas usando ionizacian per lectropulverizacion {IEP) de
fon positivo con un control de reaccion miiltiple de las 1ransicinnes miz 454,00
(MH + el mmpuestu de ensayn) —» miz 408,00, m/z 46624 (MH + el
compuesto’ de ensayo} —_ 499 33. £l voltaje de pulvenzaclﬂn inica se fija a

5000, Se consllqya una curva de calibracion usando relaciones de las areas
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de los plms del analito con relacién. al patron interno. Las cnncentracaunes

" sujetos se déterminan medlante una prediccidn inversa a parhr de sus

relacienes de las areas de los picos contra la curva de calibracicn.,

Procedimiento 6: Implante de radip b transmisﬁres ¥ pasterior seleccitn

. Eresmn san_quinea medlante telemetna en ratas hlgrtensés

| M

~ H efer:tol de un bompuestd. de ensayo sobre la presion -sanguinea
arterial sistémidé se puede evalfuar én un mddeﬁn de 'rai.a hipertensa
espunianeamente (“SHR") usando telemetria Las ratas SHR se anesiealan ' -
con gas |sc|ﬂuram:: medlante una méquma de anesiesia de isoﬂumnu que se
calibra para distribuir isoflurano en un mtewaln de porcentajes a medida qua'
el oxageno pasa a fravés de las camaras internas de la méquma Lus anlrnales
se cnincan en una camara de induccion y se admlmstra isoflurano al 4 - 5% |
para alcanzar un plano quinirgico de anestesia. Despuq_és se mantienen al 1 -
2% durante -el procedifniehto quinirgico medianfe un cono. 'nasal |
distribuyéndose 'el isofluranc mediante un daspnsnwo de anestesla de
muﬂuurano mas pequeﬁn en !a mesa quprurglca .
Después_de ta administracién de la anestesia, a las raltas- s5e les
implanian fmnsﬁ_isoms usando procedimientos aséplicns con unidades de
radio telemetﬁé; estériles _disponibles en el medio’ {Data. Sciences,

Internacional, Roseville, MN 55113 - 1136). Antes' de ciriigia se. afeita el

-campl;l qmrurglco se fnega con salumén antlmlcmblana de la marca Dsal ™

{que contiene: glucunata de {:lnrhexldlna al 4% y alc-nhul |sopropﬂ|cu al 4%}
Eegmdn de una aph-mnn de una solucién pulverizacion de yodo {10%) Se
realiza una |aparatom|a de 2 Sa 3 0 cm y las unidades de radlﬂ-lelemetrla se -
implantan en ol jabdomen, con’ la punta del catéter .insertada en -la aorta

bd{:m_in-at'. Se Ius_'an ,@*etracto'res B_aby' Weitlaner par'a- retener -l tejido blando. -
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Una sec:ciéri de 1 ¢m de |a aorta abdominal se disemiuna_p_amial'm‘ente f,-esé '
sect:ién s pinza de manera cruiada breveniénte 58 peffofa con una aguja de
calibre 21 y la p—unta del catéter del transmmnr se mircuduc:e en el vaso y se

asegura mediante una sola sutura con hilo de seda 4 0 andada al misculo

_ pseas adyacente Después el cuerpu del transmisor se inserta en la cawdad' '

abdammaF ¥ se asegura smultane.ameme ala pared del muscuio abdomlnai
mientras se ciema con sutura continua con hlln,c_le seda 4,0. La capa de piel se
ciera con sutura absorbible 4,0 continua sﬁb&éﬁnica. Una administracién
subcutanea (s. ¢.) de marciana seguida de una aplicacién lopica de yodo se -
administra en y alrededar de la linea de sutura, .reépectivamenté.' tras ;el cierre.

Tadas las. ratas reciben una inyecniﬁh-'pustanratni;i'a de hupréﬁﬁr"ﬁn:aia 0,05 -

_mgfkg s.C. antes de que recupere la nonclenc:a Un vnlumen de dosis tipico

para una rata de 0,300 kg serd 0,050 ml. Las ratas se dehen recuperar'

_completamente de su anestesia operativa antes de la .admlnls_traclﬁn de>

buprenorfina. Ifiéspués reciben la misma dosis una vez ai dia durante dos dias

o cunsewtims. salvo gue el animal muestre que esta en un dolor postoperativo

20

25

.- comprometedor.

Después de la cirugla, las ratas se vueiwen a sus |aulas y se alojan
indimdualmente'en una jaula de fondo sdlido con lecho de papel. Se dela un
per[m:lu de no menos de 7 dias para la recuperacitn antes de que se inicien

los pmc:edlmlentos experlmentales Se ha observado que las ratas snn

. tipicamente hipertensas durante varios dias- despues de la c:rugia ¥ vuelven a

niveles de “tensién nomal” aproximadamente el 7° dia después de la cirugia.

‘Se alimentan con comida de pienso de rata convencional y"agua a voluntad a

lo largo del tiempo experimental.
Los compuestos de ensayo se _adminis'tran por via inﬁagﬁétﬁca i gy

medianté.spﬁda}'nasnfariﬁgea, usando una aguja de sonda nésnfaringea de
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bola. Para la ddsiﬁcacién diana individual, el volumen diana es 3,33 mikg. i. g.

El volumen -de .dasis para el compuesto de ensayo es aproximadamente 1

' -miJmta Los vehiculos en los que &l mmpuésm da ensayo se administra es

menbelulosa {D 5%) + Tween 80 (0, 1%) en tampon crtratu 50mM pH =5,0.
-Los datus de presién sanguinea se obigndran usando el programa de

adquisicion de datos de Data Smegnr.es- International (Versién 3.0). Las

muestras de presion sanguinea se registran a intervalos de 1,5 - 3 minutos

durante una duracién de 5 segundos 24 horas al dia durante-el estudio entero.

- Estos datos se 5_pmcesan mediante el software de andlisis de datos de Data

Science en pmmedios- de los intervalos de tiempo dgseadbs} Toda la otra
reduccion de datos. se realiza en hojas de cdlculo Microsoft Excel ™.

0. 'Enéaxus de tniicidad

Prﬂcedlrmanta 7 Ensayos de mlcmnucleos

Un- ensayu de mlcranucleus in vilro se puede usar para detefminar el'

potencial mutagénico de un compuesto -de. _ensayu-.- Este -ensayo detecta

anormalidades de crompsomas gue se producen por la expusicic’.un a4 un

_oompueslu de ensayo mldlendu la formacion de pequefios fragmentos de

ADMN unldos a membrana tales como microndcleos en el t:rtoplasma de célutas

de interfase.

A

" acero inoxidable, de 2,5 pulgadas (6,35 cm) de calibre 18 con un extremo en -

El ensayc se lleva a cabo usande ceélulas de ovario de hamster chino '

(CHO) en diferentes condiciones de ensayo en ausencia y présencia de
activacion metabolica. La concordancia de resultados entre este ensayo de
seleccion y la citogenética in vifro es aproximadamente el 85%. Ei énsayu
directo (-S9) se lleva a cabo usando fratamientos continuos de 24 horas o 3

horas, mientras. que el ensayo con activacion metabélica (+89) implica un

" tratamiento de 3 horas. La c:lastu_genicidad. se indica medante un incremento
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en el ndmero de células micronucleadas en la primera ‘interfase despugés dé :
exposicion {en‘ﬁélulas binucﬂead-aa con citﬁcinesis bloqueda); Los resultados

s¢ -::ﬁrhparan con el nivel de citotoxicidad (medida por la prnpdfciﬁn de células

binucleadas) que produce un cumpuesto de ensayo. ‘Para demostrar la validez -
del’ ensaya. se requleren cuntrales negativos {tratado con uehiculo} y pos:rtwns

{un res;mndecfnr conacide) que respondan dentro mtawalos histéricos

establecidos. '

_ Negative - Un resultado negative se ider!ti'ﬁca con ausencia.de pefigm
g'enntﬂxii:id definido por el punto final del ensayo especifico (por ejemplo,

micontcleo in vitro negativo). Un qumpuestc-de' ensayo que muestra una

respuesta’ hegatiua no ha cumplido el criterio de evaluacion esp&cfﬁoﬁ hara el

ensayo que puede incluir uno o ambos de lo sig_uiente:' 1) un increme-ntq.

reproducible-'dependienté de la ounoenfracién en el punto final de ensayo .
especifico cua'ndu se compara con un control negativo {uehir::ulo} y/o 2) una o -

mas mnoenlracmnes de ensayo que logran un nimero de veces de

incremento mimma en e! punto final especifico subre los mn*lrulas

Positivo - Un resultado positivo se identifica con un pellgm genntﬁxm
definido medlante ' el punta final de ensayo - . especifico (por ejemplo,
mmmnucleu in w:‘m positivo). Un compuesto de ensayo que muestra una

respuesta posrtwa ha cumplido el criterip de evaluacion especif co para €l

_ ansayc_j que puade incluir uno 6 ambos de o siguiente: 1) un mnrementu

reproducible _dé'pendiente de la’ concentracién en &l -puntd final de ensayo
especifico cuando se compara con un control negativo {uehiculo)'yfu 2)una o
mas mncentraclones de ensayo que logran un nimero - de veces de
incremento minimo en el punto final especifico sobre los controles.

Equwem Un’ resultadn equivoco se reserva para mtuacmnes en las

.que el mmpuesto de ensayo se ha evaluado en una prueha O pruehas de’
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ensayn valido (s) (es demr criterios de aceptahﬂtdad de ensayo sa‘hsfactnnas}
pero no muestra un resultado negatwa 0 pusltlm come se define’ mediante
criterios de evaluacién establer.:ldos Esto puede acarear la presencia de una .
respuesta positiva débil que requiere ensayo repehdo adicicnal o ensayo
confil matorio eventual Caso por ¢aso.

No ‘concluyente - Un resultado no mnciuyente se resen.ra para
situaciones en las que el compuesto de ensayo se ha evaluado en una pruaba
de ensayo no vilido {es decir, wilerios de aceptabilidad de ensayo no

safisfaciorios por razones técnicas, por ejemplo los controles negativos o

- positivos no 're,::‘-pnnden de manera apropiada). Se recomienda ensayo de

repeticion con el fin de establecer un resultado de prueba de ensayo vélido.

El'mrhpuestn de carboxipiperidina se ensayd de acuerdo. con el

procedimiento 7 ¥ produjo un resuitado equivoco.

Los dompuestua descritos anteriormente en los  ejemplos del _'
documento WO 2004096810 se ensayaron de acuerdo con &l procedimiento
7. Los resultados del ensayo de micronliclec correspondientes se resefian en

la tabla G

Tabla G

N° de ejemplo del documento Procedimiento 7:

WO 2004096810 Ensayo de microniicieo -

261 Pasitivo
262 Equivoco
o263 . | Pasitivo
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Los ensayos adicionales que se pueden usar para evaluar la toxicidad .
de un compuesto de ensayo {por ejemplo, cuando el ensayo de micrendcled
produce un resultado equivoco) mc:iuyen el procedlrruentu 8, procedlmlentn 9 '

y prucedlmlentn 10 descritos mas adelante

Frooedsmlentu 8: Aherramfm estructural de cromosomas in wtm 2n

nth:Itﬂﬁ penfencos humanos
Se puede usar un ensayo de aberracian estructural de cmmusomas in
vifrp para évaluar en un compuesto de ensayo la Gapat:ld&d para |m:lu-::|r
aberramanes estructurales y numéricas de cromosnmas en presencla ¥
ausencia de’ aa:twacldn metabohca de mamiferos en linfocitos. penfénms
humanos. - |
Los c._{:lculns de concentracion se¢ basan en el factnr' del resto :

correspondiente de 1,000. Ei compuesto de ensayo se disuelve y se diluye en

DMSO, que servira come el control de vehiculo & un volumeri equivalente al

Que se usa para administrar et compuesto de ensayo (concentracioén final al

1%).
Se afiade sangre de vena periférica humana heparini;ada de un

voluntaric masculino sano a medio de .cultivo, seguido de ia adicidn de

fitohemaglutinina M (Sigma Chemical Co., Saint Louis, Misscur) para

estimular la division celular de linfocitos. Los cultivos primarios 'se incuban
durante al menos 46 horas antes del tratamiento con el compuesto de ensayo.

* Se utiliza el siguiente contrel positivo:

Tabla 1. Controles positivos
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Control Positiie Activacion Tiempo de Concentracién
_metabdlica . incubacisn dal {pg/mi)
mﬁhésin de

eﬁsayu’

(horas}
Ciciofosfamida (CP) + 3 10
Mitomicina C (MMC) - 3 04
; 24 0,9

Mitomicina C (MMC)

Se utilizan los siguientes tratamientos;

Tabla 2. Condiciones de lratémiento

Activacion metabslica  Tiempo de recogida

Tratamienio ~ Tiempo da
' incubacién del - {horas)
compussto de
enaaya
{horas)
{1)-3-Hr +89 3 + 24
(2} 3-Hr -59 3 - 24
(2) 24-Hr <59 24 i 24

Se seleccionan para el ensayo los siguientes niveles de dosis:

Tabla 3.'Niveles de dosis

Tretamiento

Concentracionas (ugiml)

100, 200, 250, 300, 400, 5C0, 600, 700

(1) eS8
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(@) 3-Hr-s9 . 100, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700

(é)_ 24-Hr -S9_ 50, 75, 100, 200, 250, 300, 350,400 -

Se administran dosis de cultivos individuales de células para cada
condentracién_y un control de véhiculb. Los cultivos de células se exponen a
0.1 pg/ml de :Colcemid ® (Ciba, Suiza) ‘duranAte dos horas antes de la
recoleccién. Las células se recogen mediante centrifugacion, sé hinchan en
una solucion hlpommca y después se fjan en una solucién fijadora de,.
metanol:acido acético glacaal La suspensnon de oelulas fijadas se deposrta por
goteo en portaobjetos de microscopio himedos, se secan, y se‘tlnen con
GiémSa. Para dada conce‘htracién de farmaco ensayado, se breparan. al
menos 2 ‘portaobj'etos por cultivo. ‘

La citotoxicidad se mide mediante una determinacién de mdffologia de
cromosoma y de la inhibicion de mitosis (indice mitotico). Se determina un .
indice mitético para todas las condicionés de tratamiento puntiando 1000
células por condicién para la proporcion de células en métafase. |

La concentracibn maxima | seleccionada para ‘Ia~ puntuacién de
aberraciones de cromosomas es la dosis mayor a la que se espera-‘un numero

suﬁciente de célulds en metafase analizables. Si es posible, la dosis mayor

‘seleccionada“ suprimiria el ’‘indice mitético en wuna reduccién de

aproximadamente 50%, pero no superior al 70%. _

Al menos una concentracion en cada una de las oondmones deensayo
se selecciona para analisis junto con el vehiculo de manera smulténea y
control positivo. Los portaobjetos. no se analizan de una manera ciega. A la

dlscreaon del director del estudlo las concentraciones de ensayo adncnonales

 se pueden evaluar después de que la evaluacion inicial se haya compietado
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- para proporcionar la clarificacion adicional de un efecto (es decir, incremento o

ausencia de aberraciones).

La concentracién de ensayo mas alta seleccionada para andlisis debe 3

cumplir 1 de los sugunentes criterios: (1) produce aproxumadamente una
reduccién de un 50% del lnd:oe mitdtico comparada con los controles de
vehiculo, (2) muestra evidencia de solubilidad incompleta, o (3) es equwalente
a la concentracién maxima de 5d00 pg/ml o 10 mM (la que sea thenor).
Cuando es posible, se -evalia en 100 células en metafase diploides
aceptables de cada cultivo el dafio en cromosbmas. Una excepcion a esto es
un incremento aparente en la frecu’énc,ia.de células anommales durante la
recogida de datos (es decir, > 10 células aberrante se cuentan en las primeras
50 células aceptables) en este caso se interrumpe el analisis posterior. Las
células en metafase seleccionadas para anslisis deben estar intactas {(es
decir, tienen 46 £ 2 cromosomas), y tienen un minimo de superposicion de
cromosomas. Ademas, los cromosomas deben aparecer alargados-de manera
que los brazos individuales y régiones oentroméﬁcqs se puedan identificar

facimente. Cada célula en metafase se clasifica como normal o anormal con

el (los) tipo (s) y nimero de anormalidades presentes por célula registrada.

Para las células anormales, se registran las.coordenadas X e Y vernier de la

platinadel portaobjetos. Las aberraciones estructurales de cromosomas se |

clasifican como rotura de cromatida (Ct brk), fragmentos de cromatida (Ct
Frg), dafo de cromatida incluyendo intercambios, anillos, dicéntricos y
translocaciones (R), roturés de cromosomas (Cs Brk), fragmentos de
cromosomas (Cs Frg) y roturas multiples (M). Ademas, las células con
cromosomas pulverizados (PV) se recogen en el m’:mefo de aberraciones
totales. Las célglas que éontienen huecos se registfan pero no se incluyen en

el numero de: aberraciones fotales. Las aberraciones de cromosomas
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numéricas se determinan para cada condicién de tratamiento y los controles
de vehiculo simultaneos mediénte la evéluacién_ Adgl nimero de células |
poliploides y endomeduplicadas. Los indices de poliploidia ‘'se obtienen
puntuando cuando sea posible 1000 células en metéfase / cultivo mientras se
tabula el numero de células en metafase que-{ .son poliplbideg o
endorreduplicadas. | |

Un ensayo de 1 cola exacto de Fisher sqbré el nimero total de células
aberrantes de cada grupo tratamiento com'parédo é;on las células abemantes
tétales de los controles negativos se usa como analisis estadistico. ® Un valor
de p £ 0,05 se considera que es estadisticamente éigniﬁcativo.

- Se considera un ensayo valido si se cumplen los siguientes criterios:

1. El control positivo induce  un incremento estadisticamente
significativo en el porcentaje de .células con aberraciones de cromosomas
cuando se compara con el control de vehiculo simultaneo y las frecuencias

inducidas son comparables con los datos publicados o histéricos.

2. Cultivos de control de vehiculo tienen < 3% de células con
aberraciones o un porcentaje considerado comparable con los datos

publicados o histéricos.

3.~Aproxirhadamente un 50% de inhibicién de indice mitético se observa
al.nivel de dosis mas alto. Este requerimiento no es aplicable a compuestos
de enséyo para los que no se podria lograr citotoxicidad aparente a la

concentracion maxima soluble o dosis permisible mas alta.

Procedimiento 9: Estudio de toxicidad d_sonda oral de siete diasen la -
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rata SDV/IGS macho

La toxlcudad de un compuesto de ensayo se puede evaluar en un
modelo de rata.‘ Este estudio detenmna la potenclal toxicidad de y una»,
expogicién sistémica a los compuestos de eﬁsa'yo,l cuando se administra
mediante sonda oral, una vez al dia, durante 7 dias _'consecutivos.; a ratas
macho de 6 a ‘8‘semanas de edad Charles River SD/IGS qﬁe besan entre 175
g y 200 g. Este estudio se lleva a cabo usando el sistema Xybion path/T ox
(Xybion Medical Systems Corporation, Cedar Knolls, NJ).

A El cbmpuesto de ensayo se dosiﬁca por via oral una vez durante 7 dias
bor sonda nasofaringea a un volumen de 10 mlikg de peso oorboral. El

compuesto de ensayo se administra a 3 grupos de ratas (n = 5) consiguiendo

dosis de 30 mg/kg/dia, 100 mg/kg/dia, y 500 mg/kg/dia, respectivamente. Un .

grupo de control (n = 5) recibe vehiculo (metilcelulosa al 0,5% (p/v) y
Polisorbato 80 al 0,1% (v/v) en tampén fosfato 50 mM). La via oral se usa
debido a que-es la via propuesta de exposicibn en seres humanos. La “
cantidad apropiada de compuesto de ensayo se suspende en metilceluiosa al
0,5% (piv) ¥ polisorbarta 80 al 0,1% (v/v) en tampén citrato 50 mM. El pH de la
suspension de dosificacién se mantiene entre 3y 9. A |

Cada aﬁima_l se deséngra en serie a 1, 3, 8 y 24 horas desﬁués de la
dosis el dia 1. Se recoge orina aproximadamente 24 horas para ariélisis-

metabdélico. Las observaccones de supervivencia y mortaltdad se Ilevan a-cabo

- una vez al dia durante el periodo de pretratamlento Los signos climcos se

observan dlanamente 1 - 3 horas despues de la dos&s Los animales se
sacrifi can mediante exanguinacién después de 7 dias. Los animales
enoontrados muertos se refngerap y seles hace la necropsia en el tiempo
mas temprano posible (dentro de las horas de trabajo). No se répogen los

pesos corporales terminales, muestras de sangre y pesos de de los animales
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encontrados = muertos. - Los  animales ' moribundos/n
programadoslpfogramados que se sacrifican se toman inmediatamente para |
necropsia, y se recogen los pesos oorporales muestras de sangre, y todas las
muestras de patologia clinica excepto las muestras de orina.

Se pesaran diversos tejidos (adrenal, hueso de fémur, “cerebm,'cilego,
colbn, duodenb, epididimo, corazén, ileon, yeyuno, rinon, higado,‘ péncreas;
musculo .esqueléﬁoq'femoral del biceps, bazo, éstémago, testiculos, tim |,
tiroides, meédula espinal lumbar, y ga'ngliof' Iihfétioo mesentérico), se
ultracongel'an, se tifien y se fijan. D_espués de examen mapt;osoépioo, I,os‘
tejidos recogidos con grandes .anon'nalidades se mantienen- en formélina

Todos Ios tejndos recogidos con grandes anommalidades se procesan y se

-examinan mlcroscoplcamente por el patdlogo. Los tepdos se “cortan, se

incrustan, se seccionan, y se tifien con hematoxlllna y eosina' y se examinan
microscopicamente por el patologo a la discrecion del patélogo. Se preparan '

frotis de médula ésea y se tifien con tinte de Wright. Para aclarar la naturaleza

-del cambio de tejido de animales individuales, se lleva a cabo la reoogida de

. tejido adicional, corte en secciones,- tincion y examen microscopico segun

requiera el patdlogo.

Las observaciones clinicas, pesos corporales, observaciones de

- necropsia, Y hallazgos histopatolégicos se introducen directamente en el

Sistema Xybion Patth oX.
Prooedlmlento 10: Ensayo de mutacnon de genes BioLum Ames

Un ensayo de mutagenicidad de Sa/monella (también conocido com el.
ensayo Ames) se puede usar para determinar el potencial mutagénico de un

oompueéto de ensayo. Este ensayo mide la tasa de mutacién de lés bacterias

. que se exponeh aun compuesto de ensayo. Véase, por ejemplo, Ames, B. N.,

Durston, W. E., Yamasaki, E. y Lee, F. D. (1973) Carcinogens are mutagens:
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" a simple test system combining liver homogenates for activation and bacteria

for detection. Proc. Natl Acad Sci USA, 70, 2281 - 2285). Algunos
carcinégenbs se hacen activos cuando se transforman enzimaticamente en )
una especie electréfila capaz de unirse covalentemente a ADN. En el ensayo
.Ames, se preparan fraccic;neé S9 (sobrenadante de 9000 g) a pa‘rt_irAde los
higados de ratas pretratadas con fenobarbital (PB)/5,6-benzoflavona (BF) o
Aroclor 1254 para inducir la actividad de la enzima que metaboliza tal
férmééo.

El ensayé de BioLum Ames es una Qersién de seleccion de mayor -

rendimiento del ensayo de mutacién de genes bacterianos (Ames)

- - convencional. Para demostrar la validez del ensayo, se requieren controles

negativos (tratados con vehiculo) y positivos (un respondedor conocido) que
responde dentro de intervalos histéricos establecidos.

Negativo - Un resultado negativo se identifica con la ausencia de

peligro ge‘notéidco definido por él punto final del ensayo especifico (por

ejemplo, miconlcleo in vifro negativo). Un compuesto de ensayo que muestra

una respuesta negativa que no ha cumplido el cﬁterio de ‘evaluacién

_ especifico para el ensayo que puede incluir uno o ambos de lo siguiehte_: 1) un

incremento reproducible dependiente de la concentracién en €l punto final de
ensayo especifico cuando se compara con un control negativb (veﬁiculo) ylo
2) una o mas concentraciones de ensayo que lograh un nimero de veces de
incremento minimo en el punto final especifico sobre los controles.b

Positivo - Un resultado positivo se identifica con un peligro genotoxico
deﬂnido medianté el punto final de ensayo especifico (por ejemplo,
miconucleo in w'tm positi\)o). Un compuesto de ensayo que muestra una
respuesta positivo ha- cumplido el criteric de evaluacién especifico para el

ensayo qué phede incluir uno o- ambos de lo siguiente: 1) un incremento
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reproducible dependiente de la 'ooncentraéién en el -punto final de ensayo
especifico cuando se compara con un control negativo (vehiculo) ylb 2)una o
mas concentraciones de ensayo due logran un nimero de veces de .
incremento minimo en el punto final especifico sobre los contmles. |
Equivoco - Un resultado equivoco se reserva para situaciones en las

que el whpuesto de ensayo se ha evaluado en una prueba o pihebas de
ensayo valido (es decir, criterios de aceptabilidad de ensayo satisfactorios),
pero no muestra un resuitado negativo o bositivo como se define mediénte
criterios de evaluacion establecidos. Esto puede acarr'ealr la presencia de una |
réspuesta positiva débil que requiere ensayo repetido adicional o ensay
confirmatorio eventual caso por caso. . |

. ANo coﬁcluyente - Un resultado ﬁo concluyente se reserva para. .
s,.ifuaciones eﬁ las que el oompuéstp de ensayo se ha evaluado en una prueba
de ensayo no valido (es decir, criterios de éoeptabilidad dé ensayo no "
satisfactorios por razones técnicéé. por ejemplo los éontro!es negativos -oA
positivos no responden de manera apropiada). Se Aret':omienda ‘ensayo de’

repeticién con el fin de establecer un resultado de prueba de ensayo valido.

P. Estudio de farmacocinética/Farmacodinamica

Procedimiento  11. - Farmacocinética de  dosis. indi\ridual y

biodisponibilidad _oral en_rata macho Sprague . - Dawley después de

"administracion intravenosa y oral.

Se puede. usar un modelo in vivo para_evaluar las propiedades
farmacocinéticas de una dosis individual y la biodisponibilidad oral absoluta de
un compﬁesto de ensayo. Como se describe mas especiﬁ&amente a
continuacion, se .administ.ra un- compuesto de eﬁsayo a ratas Sprague -

Dawt y (SD).‘q’ bien por via intravenosa u oral en un disefio de estudio de



10

15

20

25

PC33153A° | 122

§

sobrecruzamiento y se miden Ias propiedédes farmacocinéticas resultantes y
la blodnspomblhdad oral se mlden A

A ratas macho se les administran una dosm por via oral de 2,0 mg/kg (n
= 2) mediante sonda nasofaringea en forma de una suspensién (mehlcelulosa
al 0,5%/Tween 80 al 0,1% en agua destilada). Des;;iués de 72 horas de
pr_ariodd de lavado, a las mismas ratas se les administra una dosié embolada
de 2,0 mg/kg por via intravenosa (n = 2) en fonné de una solucién (PEG 400
al 70%/ tampén citrato 0,05 M al 20% pH 3/etanol al 10%). Se recogen
ﬁuestras de sangre en serie (para plasma) de cada rata du_rante .24 horas
después de la dosis para cada via. Las concentraciones en plaéma del
.compuesto de ensayo se determinan usando un probedimiento CLIEWEM con
un limite inferior- de cuantificaciébn (LLOQ) de 1,2 (para -534) ng/ml. Los
parametros farmacocinéticos de un compuesto dé ensayo sev determinan a ‘
parir de Ids datos de concentracibn en plasma - tiempo usando
procedimientos no compartamentales. - | |

CIJEMIEM; 1) Columna: Hyperso; columna AQUASIL C-18 2,1 x 20
mm, 3,0 pm; 2) fase mévil: Acuosa agua con acido fémico ai 0,1%, Orgénica:
acetonitrilo; ionizacién: +IEP (IPA 4000), MRM: m/z 4944 — m/z 394,0
(ejemplo 261 en el-documento WO 2004096810), m/z 509,44 — m/z 409,80
(ejemplo 263 en el documento WO 2004096810), m/z 495,33 — m/z 39520
(ejemplo 262 en el documento WO 2004096810). Los limites de deteéﬁén son
0,12 ng/ml (ejerhplo 261 del documento WO 2004096810), 1,3 ng/ml (ejemplo
263 del documento WO 2004096810) y 0,11 ng/ml (ejemplo 262 del
documento WO 2004096810).

Watson (versién 6.4.0.04) se usa para calcular las condentraciones
medias del compuesto de ensayo, las desviaciones tipi;:as‘ (SD)

correspondientes, y porcentaje de co ficiente de variacion (%CV), y para -
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estimar parémetroé farmacocinéticos (derivados mediante procedimientos no
compartamentales) y parémetros' estadisticos asociados (média, SDy % CV)
si es aplicable. (Ya que n = 2, no se calcula Ani la SD ni CV?). :Las
concentraciones por. debajo del limite de cua‘htiﬁcacién (BLQ) se resefian
como cero (0) y se usan en la evaluacién de las oonceﬁtracior_\es me'd'iés yla
estimaciéh de AUC. La concentracién en plasma maxima (C.;..;,‘) jel tiempo
para alcanzar la concentracién maxima (I,,;gx) se registran difectamente a partir
de los perfiles. de 6oncentraci6n en pIaSma -,tiénipos individuales. La fase
lineal logaritmica terminal de la curva con'centracién‘en plasma - tiempo se :
identifica mediante regresidn lineal de los puntos de datoé. La véemivida
terminal . (ti2) se calcula como In (2) dividido por un valor absoluto de a -
pendiente de la fase fineal logaritmica terminal. El srea bajo la curva
concentracion en plasma - tiempo desde_‘:el tiempo bero hasta él fiémpo d la '.
dittma concentracion cuantificable (t) [AUC ] se detemmina 'usand‘ el |
procedimiento trapezoidal lineal. El drea bajo la curva co‘noéntra.cién en :

plasma - tiempo desde el tiempo cero hasta infinito [AUC (o.-)] se determina

. como AUC oy mas el drea extrapolada. El area extrapolada se determina

" dividiendo [a Ultima concentracién en plasma observada por 1a pendiente de la

fase lineal iogaritmica terminal. La eliminacién del plasma sistémica (CL) se
calcula como la dosis/AUC (0--) Mientras que el volumen de distribucién en el

estado estacionario (Vuss) se calcula como CL x MRT, donde MRT (tiempo de

 residencia medio) se define como AUMC (.-yAUC (. La biodisponibilidad

PO absoluta (F) se calcula como’ una relacion entre la AUC (g «) hormalizada:
por la'dosis del animal individual después de la administracién Po y la AUC (.

-) hormalizada por la dosis del animal individual después de la administracion

-1V dada por el disefio del estudio de sobrecruzamiento. La concentracién en

plasma maxima (Cmas), €l tiempo para alcanzar la concentracion maxima (max), -
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| |a semwlda terminal (ty2), el area bajo la curva concentracién en plasma -

tiempo desde el tiempo cero hasta infinito [AUC @), el volumen de la

~ distribucién en el estado estacionario (Vdss), la eliminacion del plasma -

- sistémica (CL), y la biodisponibilidad PO absoluta (F) se muestran en la tabla

C.

El compuesto de carboxipiperidina se ensayd de acuerdo con |
procedimiento 11 y los resultados se resefian en en la tabla H. Los
compuestos previamente descritos en los ejemplos del documento WO

2004096810 se ensayaron de acuerdo con el procedimiento 11. Los

-resultados de estos compuestos también se muestran en la tabla H.
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Q. Protocolos _biolégicos - Coadministracién_con_el inhibidor de 1a.

. enzima conversora de angiotensina

Procedimiento 12: Terapia de combinacién de ratas SHR

Se llevd a cabo un estudio para detenninér el efecto de la dosificacion

oral repetida de! oompuesto de carboxipiperidina sobre la reducmén de la

presnén sangumea y si la coadministracion del compuesto de carboxtplpendma
y el inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensma enalapnl podria dar

como resultado una reduccién adicional de la presién sanguinea. El -estudio

consistia- en el tratamiento de ratas hipertensas espontaneamente {SHR)

telemedidas como se describe en el procedimiento F con el o'ompdesto de

carboxipiperidina (1 mg/kg una vez al.dia pdr via oral) y enalapril (0.007% en

agua de’ bebida}. solos y en combinacién durante 7 dias (figura 1) (h

12/grupo). El compuesto de carboxipiperidina reducia la presiéh sanguinea a '

partir de un vailor inicial antes de la dosis en comparacion con un grupo

tratado con vehiculo en 11 + 1 mm de Hg (1,47 + 0,13 kPa) el dia 1. La

reduccion de la presién sanguineé se mantuvo durante el periodo de 7 dias

permaneciendo 9 + 1 mm de Hg (1,20 + 0,13 kPé) por debajo del valor inicial
antes de la dosis el dia 7. '

El ehalapril también reducia la presidén sanguinea respecto a un valor
inicial antes de la dosis en comparacitn con un grupo tratado con vehiculo

con una reduccién maxima de 22 + 2 mm de Hg (2,93 0,27 kPa) el dia 7. La

~ combinacién del compuesto de carboxipiperidina mas enalapril reducia la

presion sangUinea mas de lo que cada agente en solitario erducia la presion

sanguinea todos los dias.

Los cambios en el biomarcador mecanistico de cGMP urinario se .

determmaron durante el periodo de 24 horas el dia 9. El cGMP estaba

elevado en una recoguda de orinad O - 24 horas !anto en el grupo def -
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compuesto de carboxipiperidina como en el ‘grupo de la combinacié’ﬁ del
compuesto de érboxipiperidina + enalapril en comparacién con el grupo
'tratado‘ con vehiculo (Figura 2) (n = 12!gmpo).

Todos los documentos méncibnados en esta solicitud se incorpdran
expresamente por referencia si se mostraran en su totahdad Cuando se

mtroducen elementos de la presente invencion o de la/las realuzacuon (ones)

‘preferidas de la misma, los articulos “uno (a) _(os) (as)”, “el (la) (los) (las)’ y

“dicho (a) (os) (as)f' pretenden éigniﬁcar que hay uno u mas elementbs.'Los

términos “comprendiendo”, “incluyendo” y “teniendo” pretenden ser inclusivos

y significan que pueden haber elementos adicionales distintos de los

elementos enumerados.
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Habiendo descrito la invencibn como antecede se declara como

pfopiedad lo cohteﬁido en las siguientes

Reivindicaciones:

_ Los inventores reivindican:

compuesto que tiene Ia estructura

AR

1. Un compuesto, y las sales farmacéuticamente aceptables d |
o
\ﬁ HN

N N
31:’*@ |
’ OH

(5]

2. Elcompuesto de la reivindicacion 1 que es un &cido libre.

3. Las sales farmacéuticamente aceptables del compuesto .de Ia

" reivindicacion 1.

4. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto, o una -

sal farmacéuticamente aceptable del compueéto, que tiene la estructura:

un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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5. La oompbsicibn farmacéutica de la reivindicacion 4 que comprende un

acido libre del compuesto.

6. La composicion fatmacéutica de la reivindicacion 4 que comprende una

sal farmacéuticamente aceptable del compuesto.

7.  La composicién fammacéutica de la reivindicacion 4 que comprende -

ademas un inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina. -

8 . La _composicién farmacéutica de la newmdncacuon 4 que oomprende

ademas un antagonista del receptor de la anglotensma .

9.  Un procedimiento de tratamiento de una afeccibn en un. sujeto,
comprendiendo el procedimiento la administracién al sujeto de una cantidad

terapéuticamente eficaz de un compuesto, o una sal farmaoéuticamenté

‘aceptable del mismo, que tiene la estructura:

o A

k\ hN
N
L

. en la que la afeccitn se selecciona entre el grupo constituido por una afeccion

cardiovascular, una afeccién metabélica, una afeccion del sistema nervioso

central, una afeccién pulmonar, disfuncién sexual, dolor y disfuncién renai.

' 10. El ‘procedimiento de la reivindicaciéon 9 en el que la afeccitn es una
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. afeccion cardiovascular. -

11, El procedimiento de la reivindicacién 10 en el que la afeccién .

cardiovascular es hipertension.

12. El prbcedimiento de la reivindicacion 10 en el que la afeccion

cardiovascular es insuficiencia cardiaca.

13. El procedimiento de la reivindicacion 10 en el que la afeccion

" cardiovascular es angina.

14. El proqedimiento de la reivindicacibn 9 que comprende ademas la
administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de la

enzima convertidora de la angiotensina al sujeto.

15. El procedimiento de la reivindicacion 9 que comprende ademds la
administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista d |

receptor de la angiotensina [l al sujeto.

16. Uso de un dompuesto, o una sal farmacéuticamente aoeptable del
mismo, que tiene la estructura: 4 | ‘

N, b

HHNN

. N
N, INA’O\(DN

o]

en la fabricacibn de un medicamento para el tratamiento de una
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afeccién selebcioha_da entre el - grupo constituido bor ~ afecciones

cardiovasculares, afecciones metabélicas, afecciones del sistema nervioso

central, afecciones pulmonares, disfuncion sexual, dolor y disfuncion renal.

5 17.  El uso de la reivindicacién 16 en el que la afeccion es una afeccion

cardiovascular..

18. El uso de la reivindicacién 17 en el qué _Ié afeccion cérdiovasqular es

hipertensiéh.‘
10
19. El uso de la reivindicacion 18 eh el que la afeccion cardiovascitar €s
insuficiencia cardiaca.
20. - El uso de la reivindicacién 17 en el que la afeccién cardibvascularés '
.15 angina.
: '21. Un procedimiento de preparabién de un pfimer mmpﬂesto que tiene la
.estruclura
e
Q\ HN"N
YN ,
T
. , o}
20 . Comprendiendo el procedimiento poner en contacto un segundo

,compuesto que tiene la estructura
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con acido isonipecatico para proporcionar el primer compuesto.
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RESUMEN _

‘La presente invencion comprende el dcido 1-(1 -(2-etoxietil)-3-etil- 7-(4-
metilpiridin-2-ilamino)-1H-pirazolo[4, 3-d]pirimidin-5—i|)piperidina-4-carboxilico Y.
sus sales. La mvencmn ademas comprende las composiciones farmacéutuns
los procedimientos de tratamnento y los procedlm:entos de sintesis que se
reﬁeren “al - 4cido 1-(1-(2-etoxietil}-3-etil-7-(4-metilpiridin-2-ilamino)-1 H-
pirazolo[4,3—d]pirimidin-5-i|)piper§dina-4—carboxilioo y sus sales. - -
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FIGURA 1 o K

Pras!dn sanguines slatdlica (mmitg) (= x 0,13 kPa)
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FIGURA 2

EQ00Q @-=c-ve-coreemorarees e . . . ... e shebimeemanrn

..................................
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d

ceGMP Total (pmoun-'ll)
L 8
8

‘Vehiculo  Compuesto de  Cropr Combinacién .
carboxilplperidina . -
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