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Esta invencion se refiere a compuestos que inhiben o se unen preferentemer

t

forma de una isoenzima fosfodiesterasa denominada 4 (en lo sucesivo, PDE4), mientras
una unién o inhibicién igual, o preferiblemente menor, para una segunda forma de la e
de esfte modo son utiles para tratar enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPI
formés de isoenzimas, que se cree son formas diferentes de conformaciones no intercon
de la misma enzima, aunque esto no ha sido probado, se distinguen por su elevada afin
rolipram, un inhibidor PDE 4 arquetipico. El rolipram se une con elevada afinida
localjizaci()n de una forma, pero con baja aﬁnidad a la localizacién catalitica de la otra

documento, una forma se denomina localizacion de unién del rolipram de elevada afini

1te a una
exhiben
nzima, y
D). Estas
vertibles
lidad por
d a una
. En este
dad,yla

otra forma se identifica como localizacién de unién del rolipram de baja afinidad. También se

describe un método para tratar selectivamente la enfermedad pulmonar obstructiva

inhibiendo preferentemente la forma de baja afinidad de la localizacién catalitica en la is

PDEi4. También se describe un método para tratar COPD que comprende administrar un |

cronica

oenzima

compuesto que se une preferentemente a la localizacién de unién de baja afinidad. También se

describe un método para tratar selectivamente asma inducida por ejercicio (EIA), inhibiendo

prefe}entemente la forma de baja afinidad de la localizacién catalitica en la isoenzima Il’DE 4,

\i ) b

\ i lelai

Las nucledtido-fosfodiesterasas (PDE) ciclicas representan una familia de enzimas que

hidrollizan los segundos mensajeros intracelulares ubicuos, 3',5'-monofosfato de adenosina

(cAMP) y 3',5"-monofosfato de guanosina (¢GMP) para dar sus correspondientes metabolitos 5'- |

monofosfatos inactivos. Se cree que existen al menos nueve clases distintas de isoenzimas PDE,

cada una de las cuales posee caracteristicas fisicas y cinéticas singulares, y cada una de las cuales

representa un producto de una familia génica diferente. Estas se distinguen utilizando los nimeros

arabigos 1 a 9.

La enzima diana en esta invencién es la isoenzima PDE4 en todas sus diversa

s formas

y en'el dominio completo de sus distribuciones en todas las células. Es una enzima ¢cAMP-
selectiva de baja K, (K, para cAMP = 1-5 uM) que tiene poca actividad contra cGMP (K100

uM). Los miembros de esta clase de isoenzimas tienen las caracteristicas interesantes de existir

¥ , . R . . .
en dos o mas formas no interconvertibles o lentamente interconvertibles que se unen a frolipram

ya otros inhibidores de PDE 4 con potencias de orden de rango distinto. Asi, el mismo producto

I

. .o . r,. . . }
génico puede existir en mas de un estado conformacional cataliticamente activo. Es importante
‘ i

sefialar que las proporciones relativas de las diferentes formas ligantes pueden variar dependiendo [
{

del tipo de célula de los tejidos. Por ejeni?plo, las células inflamatorias pueden contener una |

i
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proporcidn relativamente alta de la forma que se une a rolipram con baja afinidad, mientras que -

las células cerebrales y parietales pueden contener una proporcion relativamente alta de

que se une a rolipram con alta afinidad.

De particular interés en esta invencion es el papel que juega esta clase de isoenzimas en

la inflamacién y en el misculo liso de las vias respiratorias. Los estudios indican que

papel prominente en la regulacién de cAMP en una amplia variedad de células inflama

decir, mastocitos, baséfilos, eosin6filos, neutréfilos, y monocitos) y el musculo liso de las vias
respiratorias. El trabajo de esta invencién es particularmente aplicable a células inflamatorias y
al musculo liso de las vias respiratorias; es de particular interés el tipo de isoenzima expresado en

monocitos humanos. Esto es debido a que el AMP ciclico sirve como un segundo mensajero para

inhibir la quimiotaxis y activacién de las células inflamatorias. Ademas, el cAMP
relajacmn del misculo liso de las vias respiratorias. Esto, acoplado con el papel principa

4 en el metabolismo de cAMP, ha proporcionado los soportes para investigar los inhib

PDE 4 en virtud de su capacidad para elevar el contenido de cAMP en leucocitos y misculo liso

de 1a§ vias respiratorias, los inhibidores de PDE 4 pueden poseer actividades antiinflam
broncodilatadoras.

 Los inhibidores actuales de PDE utilizados en el tratamiento de la inflamacii
broné:odllatadores, farmacos como la teofilina y la pentoxifilina, inhiben las isoenzima

forma indiscriminada en todos los tejidos. Estos compuestos exhiben efectos sec

aparentemente debido a que inhiben no selectivamente todas las clases, o la mayoria, de
isoenjzimas PDE en todos los tejidos. Esto es una consideracion para evaluar el perfil terapéutico
de esljtos compuestos. El estado de enfermedad especifico puede ser tratado eficazmente por dichos

compuestos, pero se pueden presentar efectos secundarios no deseados que, si pudieran ser

juega un

orias (es

media la
] de PDE

idores de

la forma !

\atorias yi

Ny COmo:
s PDE de

indarios,

i
|
i
|
i

evitados o minimizados, aumentaria el efecto terapéutico global de esta estrategia para tratar!

ciertos estados de enfermedad. Tomada colectivamente, esta informacién sugiere que 1c

secundarios asociados con el uso de inhibidores de PDE no selectivos estandares se puede

S efectos;

L
n reduciri

buscando nuevos inhibidores selectivos de isoenzimas para el PDE predominante en el tejido oL

célula de interés.Aunque, en teoria, los inhibidores de PDE isoenzima-selectivos

han de:

representar una mejora sobre los inhibidores no selectivos, los inhibidores selectivos ensayados

i , . . . .y
hasta la fecha no estén desprovistos de efectos secundarios producidos como una extension de la

inhibicién de la isoenzima de interés en un tejido inapropiado o no especifico. Por

estudios clinicos con el inhibidor selectivo de PDE 4 rolipram, que se desarro

antidepresivo, indican que tiene actividad psicotrépica y produce efectos gastrointestinales, por;

ejemplo,

16 como!

1

ejemplo, pirosis, nduseas y emesis. Hay indicaciones de que los efectos secundarjos de la!

denb:uﬁlina, otro mhibidor de PDE 4 especifico para el tratamiento de demencia por mul

ti-infarto,

también pueden incluir pirosis, nduseas y emesis. Se piensa que estos efectos secundarios ocurren!

comp resultado de la inhibicién de PDE 4 en zonas especificas del sistema nervioso central (SNC);

y dej sisterna gastrointestinal. ‘
i |
|

l‘
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En 1986, Schneider y colaboradores describieron la presencia y caracteristicas de I
locahzacxones de unién de [*H]-rolipram estereoselectivas, de alta afinidad, en homogenatos de ’
cerebro de rata. Aunque se asumié que estas localizaciones de unién representadas por la
localizacién catalitica de la "fosfodiesterasa cAMP, no calmodulina-dependiente” (es decir, PDE
4) de} cerebro de rata, se observé una anomalia sorprendente. Bajo condiciones experimentales ;
similzges, aunque no idénticas, los datos mostraron que el rolipram tuvo un K, = 1 nM, mientras |
que inhibi6 la actividad de PDE 4 de cerebro de rata con un K, =1 uM. Asi, hubo una diferencia
de 1000 veces en la afinidad de rolipram por la localizacién de unién frente a su influencia sobre

la acﬁvidad catalitica. Aunque no se establecieron ni relaciones de actividad de estructura (SAR)

detalladas para la inhibicién de PDE ni la competicién para la unién de [*H]-rolipram, la diferencia
sustan01a1 en la potencia de rolipram como un inhibidor de PDE 4, comparada con su potencia en i
la 109ahzac1on de unién, parecié cuestionar la validez del supuesto de que ambas actividades

estaban contenidas dentro del mismo lugar molecular.

ﬁ Debido a este enigma, se iniciaron varios estudios. Uno de ellos pretende determinar si
la localizacién de unién de alta afinidad del rolipram existe en la misma proteina que la de la'
localizacién catalitica de cAMP. Otro estudio pretende determinar si la SAR para la inhi{)ici()n deI
PDE:4 fue la misma, o no, que la SAR para la competicion con la localizacién de unién del
rolipfam de alta afinidad. Un tercer estudio se llevd a cabo para probar y elucidar qué importancia
bioldgica, si la hay, puede haber en estos hallazgos, particularmente si se pueden relacionar con|
el desarrollo de nuevas terapias de farmacos.

A medida que los datos se recogfan de varios ensayos, se hizo manifiesto que hay al

i
menos dos formas de union sobre PDE 4 recombinante de monocitos humanos (hPDE |4) al que

se unen los inhibidores. Una explicacién para estas observaciones es que hPDE 4 existe en dos,
formas diferenciadas. Una de ellas une los analogos de rolipram y denbufilina con alta|afinidad, |
mlentras que la otra une estos compuestos con baja afinidad. En este documento se dlstlnguen£
estas formas haciendo referencia a ellas como la forma ligante de rolipram con alta aﬁmdad‘
(HPDE 4) y la forma ligante de rolipram con baja afinidad (LPDE 4).

| La importancia de estos hallazgds reside en el descubrimiento de que los compuestos {

|

efectos secundarios, o efectos secundarios mas intensos, que los que compiten mas poderosamente;

que c?ompiten poderosamente por la forma ligante de rolipram de alta afinidad (HPDE 4) tiene mas,

con LPDE 4 (forma ligante de rolipram de baja afinidad). Ahora se dispone de datos que indican

|

PDE 4, y que esta forma se diferencia de la forma ligante para la cual el rolipram es un ligante de
4

que | los compuestos pueden ser dirigidos espec1ﬁcamente a la forma ligante de baja afinidad de

alta éﬁnidad. Se ha encontrado que existen distintos SAR para inhibidores que actian en la formal
ligar}te de rolipram de alta afinidad frente a }a forma ligante de rolipram de baja afinidad| Ademz'ls,i
estas dos formas parecen tener diferentes papeles funcionales. Asi, compuestos que interacciona-
ban‘:con la forma ligante de rolipram de baja afinidad parecen tener actividad anti-inflamatoria,

mientras que los que interaccionan con la forma ligante de rolipram de alta afinidad producc

|
Rl
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efectos secundarios, o exhiben mas intensamente esos efectos secundarios.

No hay una explicacién clara para estos hallazgos. Sin embargo, se ha propuesto que el
PDE 4 puede existir en dos estados, terciario y cuaternario, diferentes. Se cree que ambas formas
son cataliticamente activas. El rolipram se une a una localizacion catalitica de una formg con alta
afinidad, definida en este documento como aquella que tiene un K; menor que 10 nanomolar, y a
la otra forma con baja afinidad, definida en este documento como aquella que tiene un K; mayor
que 1;00 nanomolar.

Una consecuencia util de estos haliazgos es que ahora es posible identificar compuestos

que inhiben preferentemente la actividad catalitica de cAMP cuando la enzima est4 en|la forma

que se une a rolipram con baja afinidad, reduciendo con ello los efectos secundarios ?ue estan

- . H

unidos aparentemente a la inhibicion de la forma que se une a rolipram con alta afinidad. §
i

{

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD) es una terminologia paraguas que

se utiiliza frecuentemente para describir dos estados de enfermedad de las vias respiratLrias ﬁja,!
la brfonquitis cronica y el enfisema. La bronquitis cronica y el enfisema estan causados en losl
casos mas corrientes por el consumo de tabaco; aproximadamente el 90% de enfermos con COPDF
son 0 han sido fumadores. Aunque aproximadamente el 50% de los fumadores d<:sarrollan(r

|
bronquitis crénica, sélo el 15% de los fumadores desarrollan una obstruccién discapacitante de

las v;ias respiratorias. Ciertos mamiferos, en particular los caballos, también sufren COPD.
La obstruccién del caudal de aire asociada a la COPD es progresiva, | puede 1r‘

acompafiada de hiperreactividad de las vias respiratorias y puede ser parcialmente reversible. La

hipefr~sensibi1idad no especifica de las vias respiratorias también puede desempeiiar un papel en‘E
la evolucién de COPD y puede predecir un ritmo acelerado de declinacién de la funcién jpulmonar
en kj)s fumadores.

‘ La COPD es una causa importante de muerte y discapacidad. Actualmente es la cuarta
causa de muerte en los Estados Unidos de América y en Europa. Las directrices de su tratamiento
recomiendan la deteccién precoz y la implantacién de programas de abandono del consumo de

taba{co para disminuir la morbilidad y la mortalidad debidas a la enfermedad. Sin embargo la

deteccion y diagnosis precoz ha sido dificil por diversas razones.

‘ La COPD tarda afios en evolucionar y los fumadores casi siempre niegain que sus
sint:omas de enfermedad se deban al consumo del tabaco, atribuyendo los primeros indicios dg;
adv:e:rtencia de la falta de aliento acrecentada como un signo de la edad. De modo similar, 10%
episodios agudos de bronquitis casi nunca son reconocidos por los médicos de cabecera comq')
signos precoces de COPD. Muchos enfermos presentan signos de mas de una enfermedad (p.ej'.
broﬁquitis crénica o bronquitis asmatica) convirtiendo en un reto la diagnosis exacta, en particular
en 1as primeras fases de la enfermedad. También, muchos enfermos no solicitan ayuda médic:
hasta que sufren sintomas mas intensos asociados con una funcién pulmonar disminuida, talcfs
como disnea, tos persistente y produccién de esputos. Como consecuencia, la inmensa mayori?

de lenfermos no son diagnosticados o tratados hasta que estan en una fase mas avanzada de la

: i
i
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|
Esta invencidn proporciona asi un indice terapéutico superior en relacion con COPQ_

t
frente a los efectos secundarios.

S i0 de lai e

*

admmlstrar a un paciente que lo necesite una cantidad eficaz de un compuesto que

relacion de ICsy de aproximadamente 0,1 ©0 més en relacién con la ICsy para la forma

1 Esta invencion se refiere a un método para la profilaxis o el tratamiento de COPD, a la

l
vez que se minimizan los efectos gastromtestmales y psicotrépicos, cuyo método comprende

tenga una

catalitica

de PDE 4 que une rolipram con una alta afinidad dividida por la IC5 para la forma que une

rolipram con una baja afinidad.

D N . Y4 l I ]] l l l . Y4

!
|

La COPD se caracteriza por un proceso inflamatorio crénico en el pulmén, marcado po&

un incremento en la activacion y/o el niimero de macréfagos alveolares, células

T CcD8 y

|

neutr6filos. Lo maés notable con respecto a la terapia de COPD es la capacidad de alterar el tréﬁc%)

y 12}} activacion de los neutréfilos. Se cree que los neutréfilos desempefian un papel fundamenta‘il

en la patofisiologia de COPD. La activacién de los neutréfilos da como resultado la liberacién de

|

diversos mediadores y proteinasas inflamatorios, el méas importante la neutréfilo-elastasa, que

contribuye a la progresiva fibrosis, estenosis de las vias respiratorias y destruccion del parénquima

pulmonar, conduciendo a una declinacién acelerada de la funcion respiratoria. La

elastasa también es un poderoso secretagogo de moco y, por tanto, puede contribuir

neutréﬁlg-

a la carac-

teristica hipersecrecién de moco que caracteriza a la COPD. Los compuestos de esta invencion
tienen marcados efectos sobre la actividad de los neutréfilos, inhibiendo la quimiptaxis y la

|
desgranulacion de neutréfilos in vitro. En modelos animales, los presentes compuestos disminuyen
|

la extravasacién de neutréfilos fuera de la circulacién, su secuestro en los pulmones y lzlis

respuestas edematosas a cierto nimero de ataques inflamatorios in vivo.

H

Actividades adicionales que pueden contribuir a la actividad terapéutica de los

mhlbldores de PDE4 en COPD incluyen broncodilatacién y modulacién de la actividad neuron:al

pulmonar. Aunque el grado de reversibilidad del caudal respiratorio disminuido es bajo
un'pequefio incremento puede tener un efecto positivo agudo, asi como una disminuc
enla pendiente de la declinacién, lo que puede dar como resultado un profundo efe

caiidad de vida para los enfermos de COPD. La capacidad de los antagonistas m

en COPD,
ion gradu;al
sto sobre la

uscarinicos

inhalados de producir mejoras clinicamente significativas en la funcién pulmonar en COPD, ‘al

menos de forma aguda, sugiere que un componente importante de la obstruccién rever
vias respiratorias en esta enfermedad estd:asociado con una disfuncién de los nervios p
Aunque no se ha estudiado en detalle todavia, los inhibidores de PDE4 también pued

la.actividad de las células epiteliales de las vias respiratorias, una fuente rica de

sible de las
ulmonares.

en modular

mediadores
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proinflamatorios que se liberan tras un ataque medioambiental (p.e., humo de tabaco), ¢ inhiben !
la hip;erplasia de los musculos lisos vasculares, un cambio estructural en la fase terminal de COPD !
que €sta asociado con una insuficiencia del corazén venoso.
+ Para los fines de esta invencidn, la localizacion catalitica de cAMP que une a rolipram
con ‘l?aja afinidad se denomina la localizacion de unién "de baja afinidad" (LPDE 4),|y 1a otra
forma de esta localizacidén catalitica que une a rolipram con alta afinidad se denomina la
localizacién de unién "de alta afinidad" (HPDE 4).
" Se realizaron experimentos iniciales para establecer y validar un ensayo de junién de

[3H]-:rolipram. Los detalles de este trabajo se dan en el Ejemplo 1, més abajo.
. Para determinar si ambas actividades, la actividad de unién de alta afinidad y la

actividad de uni6n de baja afinidad, residian en el mismo producto génico, se transformaron las!
levaduras por métodos conocidos, y se sigui6 la expresién de PDE 4 recombinante a 10 largo de
un periodo de fermentacién de 6 horas. El anilisis de transferencia western que usa un anticuerpo’
diﬁéido contra PDE 4 indicé que se increrhent6 con el tiempo la cantidad de PDE 4 expresado,|
alcanzando un méximo después de 3 horas de crecimiento. Ademas, mas del 90% del productof
inmﬁnorreactivo estaba en el sobrenadante de alta velocidad (100.000 x g) de los lisados de
levajdura. La unién de ["HJR-(-)-rolipram y la actividad de PDE se siguid junto con la expresién‘}
proteinica. La actividad de PDE 4 se coexpresé con la actividad ligante de rolipram, indicando que
ambfas funciones existen en el mismo producto génico. Similares a los resultados con el anélisis:
de tfansferencia western, se encontré que mas del 85% de la actividad de PDE inhabitable de
rolipram, y la actividad ligante de [*H]-rolipram, estaba presente en la fraccion sobrenadante de
la 1§vadura. ,,

_ Globalmente, la mayoria del PDE 4 recombinante expresado en este sistema existe como
LPDE 4, y s6lo una pequeiia fraccion existe como HPDE 4. En consecuencia, la inhibicién de la
actiilidad catalitica de PDE 4 recombinante refleja principalmente las acciones de los cq mpuestoé
en LPDE 4. La inhibicion de la actividad catalitica de PDE 4 se puede usar asi como un indice de

la potencia de los compuestos en LPDE 4. La potencia de los compuestos en HPDE 4 se puedé

eva;luar examinando su capacidad para competir por [’H]R-(-)-rolipram. Para desarrollar las
relaciones de actividad de estructura (SAR) para ambas localizaciones de unién de rcLlipram dé
bajéfl afinidad y de alta afinidad, se determinaron las potencias de los compuestos sele cionados{
en dos sistemas de ensayo. Se tabularon les resultados de los experimentos, usando compuestos
estandares. Como se esperaba, ciertos compuestos eran claramente més potentes paria compeﬁ'r
con? [*H]-rolipram en la localizacion para la que el rolipram demostrd una unién de al{a afinidad
seg_it'ln se compara con la otra localizacion, aquella en la que el rolipram es un ligalete de baja
aﬁr_jlidad. La correlacion de SAR entre la union de alta afinidad y la unién de baja afinidad fu?e
pol';re, y se concluy6 que la SAR para la inhibicion de la unién de [’H]-rolipram de alta aﬁnida:d
fu;; diferente de la SAR para la unién a la localizacién de unién de rolipram de baja afinidad. ﬁa

Ta‘bla I proporciona los resultados para este trabajo de SAR.

i
| I

; ; ' i
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Tablal
Cornpuesto IC,, de baja afinidad | IC,, de alta afinidad | Relacion
j alta/baja
1-(5-tetrazol)-3-(3- 1,1 0,002 0,0018
ciclopentiloxi-4-metoxife-
nil)giclopentano
cis-[3-(3-ciclopentiloxi-4- 2,7 0,021 0,0078
metoxifenil)-ciclopentan-1-
carboxilato]
N-[2-(3-ciclopentiloxi-4- 0,89 0,012 0,013
metoxifenil)etilJoxamida
R-rolipram 0,31 0,004 0,013
N-[2-(3,4-bisdifluorometo- | 1,6 0,4 0,25
xifenil)etiljoxamida
Ro 20-1724 2,6 0,19 0,07
S-rolipram 1,1 0,095 0,086
(R)-(+)-1-(4-bromobencil)- | 4,0 0,45 0,11
4-[(3-ciclopentiloxi)-4-
metoxifenil]-2-pirrolidona
1-(4-aminobencil)-4-(3- 1,4 0,1 0,07
ciclopentiloxi-4-
metoxifenil)-2-imidazolidi-
nona
denbufilina 0,29 0,05 0,17
3-(ciclopentiloxi-4- 0,1 0,03 0,30
metoxifenil)-1-(4-N'-[N2-
ciano-S-metil-
isotioureido]bencil)-2-pi-
rrolidona
(R)-(+)-1-(4-bromobencil)- | 0,06 0,02 0,33
4-j[(3-ciclopentiloxi)-4-
metoxifenil]-2-pirrolidona L
‘ |
IBMX 29,1 20,3 0,698 :
| |
;' |
| |
‘ i
: i
g l
o
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[4-(‘.:3-ciclopentiloxi-4- 0,46 | 045 0,98

|
met{oxifenil)pirrolidin-z- il
|‘
1
l
\

ilidi!en]acetato de (S)-(-)-

etilo
Pa;])averina _ 10 10 0,1
cis%[4-ciano-4-(3-ciclo- 0,095 0,110 1,1

pel?tiloxi-4-metoxifenil)-

cidllohexan- 1-carboxilato]

cis-[4-ciano-4-(3-ciclo- 0021 0,04 2,0

propilmetoxi-4-difluoro-

mt]‘!,toxifenil)ciclohexan-l-
ol] | !

[41(3-ciclopentiloxi-4- 0,14 0,3 2,143
metoxifenil)pirrolidin-2-
ilil_‘iien] acetato de (R)-(+)-
etilo

2-fcarbometoxi-4-ciano-4- 0,140 | 0,5 3,571

difluorometoxifenil)ciclo-

hexan-1-ona

tr!equinsina 1,6 ‘ 5,0 3’1251

|
|
|
|
|
(3'-ciclopropilmetoxi-4- f
|
!
l
|

dipiridamol 52 32,5 6.25 |

' La denbufilina es 7-acetonil-1,3-dibutilxantina fabricada por SmithKline Beecham. La
palpaverina es 1-[(3,4-dimetoxifenil)metil}-6,7-dimetoxiisoquinolina. La trequinsina es 2,3,6,7-
tetrahidro-2-(mesitilimino)-9,10-dimetoxi-3-metil-4H-pirimido[6, 1 -a}isoquinolin-4-ona. El
dipiridamol es el nombre genérico para 2,2',2",2"-[(4,8-dipiperidinopirimido[5,4-d]pi .'midin-2,’6-
diil)dinitrilo]tetraetanol. ‘l

| Estos resultados ilustran que algunos compuestos pueden inhibir selectivamente la forma
llémada de baja afinidad segiin se compara con la forma de alta afinidad, y viceversa. :La
in:1portancia de este hallazgo es que es factible minimizar los efectos secundarios hiseﬁandoi 0
e}iigiendo compuestos que inhiben selectivamente (preferentemente) una localizacion, afectando

con ello la respuesta deseada a la exclusion de otra respuesta, no deseada, o al menos minimilzar

1a respuesta no buscada hasta un grado en el que no interfiere con la terapia pretendida hasta un

grado inaceptable. l {

| A pesar de este trabajo, no se ha definido la base para las SAR dispares para la unién/de

rolipram de alta afinidad y la unién de rolipram de baja afinidad en la isoenzima PDE 4. Sin

1

't

|
! _ j
! I
|
l
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embargo, se ha descubierto que si un compuesto exhibe una relacién de ICs(y de aproximadamente
0,1 o,;més, calculada como la relacién de la ICs para la forma de union de rolipram de alta
aﬁnic}ad dividida por la ICs, para la forma que une rolipram con una baja aﬁnidad: tindré un Ii
indice terapéutico aceptable. Esto es, ahora se puede tratar con éxito una variedad de enfermeda- ;
des inmunes e inflamatorias a la vez que no se afectan en absoluto otros fenémenos fisioldgicos,
0 has;jta un grado inaceptable. En este documento, la realizacién mucho mas preferida cofmprende
inhibir la localizacién de unién de rolipram de baja afinidad como un medio para tratar

enfermedades inflamatorias o alérgicas.

p |
' Esta invencién abarca aquellos compuestos que tienen una relacion de ICs (union
] b |
alta/baja) de aproximadamente 0,1 o mayor. Esto incluye cualquiera y todos los compuestos que:
son inhibidores de PDE 4 segin ¢l ensayo expuesto en este documento, y que demuestra,L en estos;’
. I

1 .. ., . . . . , | |
ensayos, o similares, una relacién dentro del intervalo definido; de particular interés son aquellos

E . . ’ . ’ . . g . '
compuestos que no son de dominio publico y/o no estan probados o conocidos como h1b1dore§.
de PDE 4 antes de la fecha de presentacién de esta solicitud. )

| ]

i Una técnica preferida para seleccionar compuestos utiles es aquella que determina un

con"lpuesto que tiene una relacion de ICs) de aproximadamente 0,1 o relacién mayor del valor de
IC5"0 para competir con la unién de 1 nM de [3H]R-rolipram a una forma de PDE4 que se une a
rolipram con alta afinidad comparado con el valor de ICsy) para inhibir la actividad caLtalitica d!é

PDE4 de una forma que se une a rolipram con baja afinidad utilizando [3H]-cAMP 1M coml'o
substrato. |

| Los ejemplos de compuestos que cumplen la relacién estandar de ICs() s¢ dan en la
Tabla 1 anterior, asi como en la patente de EE.UU. 5.448.686; la patente de EE.UU.l5.605 .92:;3;
y lé patente de EE.UU. 5.552.438. Cada una de estas solicitudes se incorpora aqui com referenc’ia

en su totalidad como si se expusieran en este documento. i

y Los compuestos preferidos de esta invencion son aquellos que tienen una relacion (;ie
ICg mayor que 0,5, y particularmente aquellos compuestos que tienen una relacion mayor que
1,0. Compuestos tales como cis-[4-ciano-4-(3-ciclopentiloxi-4-metoxifenil)ci¢clohexan-]1 -
ca:rboxilato], 2-carbometoxi-4-ciano-4-(3-ciclopropilmetoxi-4-difluorometoxifenil)ciclohexan-1-
ona, y cis-[4-ciano-4-(3-ciclopropilmetoxi-4-difluorometoxifenil)ciclohexan-1-ol] son ejempl}os
dg:; estructuras que se unen preferentemente a la localizacién de unién de baja afinidad {' que tienen
I

una relacion de IC de 0,1 0 mas.
el
administrar

|

Los presente compuestos y sales farmacéuticamente aceptables se pueden
d%, manera estindar para el tratamiento de las enfermedades indicadas, por ejemplo, d¢ forma oral,
parenteral, sublingual, dérmicamente, transdérmicamente, rectalmente, via inhalacién o via
administracic’m bucal. También se puede utilizar una preparaci6n de liberacién controlada. |

. _ i
Los presentes compuestos y sales farmacéuticamente aceptables, que son activos cuar!ldo
' i
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|

b, . o . .,
se administran oralmente, se pueden formular como jarabes, comprimidos, capsulas, preparacion

i
de lib_'eracién controlada, o tabletas. Una formulacién de jarabe comprendera generalmente una
suspension o disolucion del compuesto o sal en un vehiculo liquido, por ejemplo, etarg;l, aceite

!
I
|
luando la |

'
de cacahuete, aceite de oliva, glicerina o agua, con un agente saborizante o colorante.
!

composicién estd en forma de comprimido, se puede usar cualquier vehiculo farmacéutico usado

rutinariamente para preparar formulaciones sélidas. Los ejemplos de tales vehiculos incluyen
estea;rato de magnesio, terra alba, talco, gelatina, goma arabiga, acido estedrico, almidén, lactosa!
y sacarosa. Cuando la composicion esta en forma de capsula, es adecuado cualquier encapsula-i
miento habitual, por ejemplo, usando los vehiculos mencionados anteriormente en um& cubierta,(
de cépsula de gelatina dura. Cuando la composicién esté en forma de una capsula de cubierta de
gelatina blanda, se puede considerar cualquier vehiculo farmacéutico usado rutinarian‘{ente para
preparar dispersiones o suspensiones, por ejemplo, gomas acuosas, celulosas, silicatos|o aceites;
y se incorporan en una cubierta de capsula de gelatina blanda.

| Las composiciones parenterales tipicas comprenden una disolucién o suspension de un

corriipuesto o sal en un vehiculo acuoso o no acuoso, estéril, que contiene opcionalmente un aceite

parenteralmente aceptable, por ejemplo, polietilenglicol, polivinilpirrolidona, lecitina, aceite de

araquis o aceite de sésamo. |
Las composiciones tipicas para inhalacién estin en forma de una disolucién, suspensiéh

1
o emulsién que se puede administrar como un polvo seco, o en forma de un aerosol, jusando un
1 . . . . {
propelente convencional, tal como diclorodifluorometano o triclorofluorometano. {
/ Las formulaciones dérmicas o transdérmicas tipicas comprenden un vehiculo acuoso 0

©d ., , |
no acuoso convencional, por ejemplo, una crema, ungiiento, locion o pasta, o estdn en forma c}e

I

una escayola, parche o membrana medicados. |
Preferiblemente, la composicion estd en forma de dosis unitaria, por ¢jemplo un
1

!
i .. , . . . .. !
comprimido, capsula o dosis de aerosol medida, de forma que el paciente se puede administrar una

|

dosis Gnica.
Cada unidad de dosis para la administracién oral contiene adecuadamente de 0,3 mg a

6d mg/Kg, y preferiblemente de 1 mg a 30 mg/Kg de un compuesto, o sal fannacéuticamerite
acjeptable del mismo. Las dosis preferidas incluyen 10 mg y 15 mg/Kg para tratar COPD. Cafda
ur_,{idad de dosis para la administracién parenteral contiene adecuadamente de 0,1 mg a 100 mg/I}{g
dejl compuesto, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Cada unidad de dL)sis para! la
administracién intranasal contiene adecuadamente 1-400 mg y preferiblemente 10 a;200 mg Ifjor
p¢rsona. Una formulacién topica contiene adecuadamente 0,01 a 5,0% del presente compuest]o.
i El ingrediente activo se puede administrar de 1 a 6 veces al dia, suficiente para exhibir

la actividad deseada. Preferiblemente, el ingrediente activo se administra alrededor jde una a §os
Yeces al dia, més preferiblemente dos veces al dia. ' !
; No se esperan efectos toxicoldgicos inaceptables cuando se administan, segun la

presente invencion, los compuestos de ésta. l




10

15

20

25

30

35

i

j

: ;

; -11-
}

!

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar cémo hacer y usar la invencion.

No p_:retenden limitar de ninguna forma el alcance de la invencién, de ninguna manera o én ningl’m;
grado. Por favor, refiérase a las reivindicaciones para las que se reservan los inventores de esteg
doc@mento mas abajo. f

| Eiemplos |
’ Se usaron los siguientes ensayos diferentes, repartidos entre cinco especies, para

t
desa;rrollar datos que apoyen la seleccién de una relacion de ICs, de aproximadamente 0,1 o mas!

Los ensayos fueron: estimulacién de la produccién de acido a partir de glindula parie[al aislada’
de cionejo; inhibicién de desgranulacion inducida por FMLP (liberacién de mieloperoxidasa) en
neut:réﬁlos humanos; inhibicién de formacién de O, inducido por FMLP en eosinéfilos de cobaya:;
inhibicién de produccion de TNF, inducido por LPS en monocitos humanos; produccion de emesié
en perros inhibicién de broncoconstriccién inducida por antigenos, en cobayas; inyersion de
hlpoterrma inducida por reserpina, en ratones; e inhibicion de produccién de TNF, inducido por
LPS a partir de monocitos humanos transferidos adaptativamente, en ratones. Estos|ensayos y
datps se presentan mas abajo. ,

i

: Para examinar la hipétesis de que la inhibicion del PDE 4 de la localizacién de ba}a
aﬁ?n’dad esta asociada con las acciones antiinflamatorias de esta clase de compuestos, mientrelxs
que la inhibicién de la localizacion de alta afinidad est4 asociada con la produccion de ciertos
eféctos secundarios, se determiné la capacidad de diversos inhibidores de PDE 4 para bloque,Lir
la lfunci()n de las células inflamatorias tanto in vitro como in vivo, y la capacidild de estos
compuestos para producir efectos secundarios en modelos in vitro e in vivo. Para omparar la
capamdad de los inhibidores de PDE 4 para provocar un efecto terapéutico o efecto secundatio
dados, con su capacidad para inhibir la localizacion de unién de baja afinidad frente a su capacidad
pajra inhibir la localizacién de alta afinidad de PDE 4, se compar6 la potencia de estos compuestos
en los ensayos in vitro o in vivo con su potencia frente a la actividad catalitica de la enzima
aislada, o la localizacién de alta afinidad, mediante una correlacién lineal de (r’) o una correlacifén
de orden por rangos (Rho de Spearman). La correlacion lineal indaga si se puede usar la potencxa

de un compuesto que inhibe tanto Ia localizacién de baja afinidad como la localizacién de alta

afmldad para predecir la capacidad para provocar un efecto antiinflamatorio o secupdario dado

Ijas pruebas de correlacién de orden por rangos como la potencia de orden por|rangos pfara

producir un efecto antiinflamatorio o secundario dado es similar a la potencia de orden por ranéos

p;ara inhibir 1a localizacién de baja afinidad o la de alta afinidad. Tanto r* como la Rhoj[ de

Spearrnan se calcularon usando el programa de ordenador STAT View II para Macintosh. }

. j

. " |

| Unién de alta afinidad de PDE IV fi Roli ;

! Ejemplo 1 - Ensayos de unién de fosfodiesterasa y rolipram !
f
|
I
|
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Ejemplo 1A

' Se determin6 que PDE 4 y hrPDE 4 (PDE 4 recomninante humana) de monocitos
humanos aislados existfan principalmente en forma de baja afinidad. Por lo tanto, la actividad deg
los c;ompuestos de prueba frente a la forma de baja afinidad de PDE 4 se puede evaluar usandoj‘
ensayos estandares para la actividad catalitica de PDE 4, empleando [3H] cAMP 1 pM como
|

sustrato (Torphy y col., J. of Biol. Chem., Vol. 267, N° 3, p. 1798-1804, 1992).
Se usaron sobrenadantes de alta velomdad de cerebro de rata como fuente de protelna'

Los enantiémeros de [3H]-rolxpram se prepararon hasta una actividad especifica de 25,6/Ci/mmol;
Las,condiciones de ensayo estindares se modificaron a partir del procedimiento publicado para
queiéfueran idénticas a las condiciones del ensayo de PDE, excepto por €l cAMP: 50 mM Tris HC]
(pH 7,5), SmM MgCl,, y [3 H]-rolipram 1 nanoM (Torphy y col., J. of Biol. Chem., Vol. 267, N,
3, ﬂ 1798-1804, 1992). El ensayo se realizé durante 1 hora a 30°C. Se termind la reaccién y sc!:
separo el ligando enlazado del ligando libre usando una cosechadora Brandel de células. La
competlcxon por la localizacién de unién de alta afinidad se determind en condiciones que eran
1dentlcas a las usadas para medir la actividad de PDE de baja afinidad, excepto que no estaba
pre§ente [3H]-cAMP y [3H]5'-AMP . Los datos presentados en la Tabla I, pagina 7, se generaron
uséndo el protocolo descrito en el Ejemplo 1A. |

: Ejemplo 1B !

; Se evalué la actividad de PDE usando un ensayo de proximidad por centelleo (SPA) de
[3H]cAMP o un ensayo de enzima SPA [3H]cGMP como se describe por el fabrlcante
(Amersham Life Sciences). Las reacciones se realizaron en placas de 96 pocillos a emperatura
aqlblente en 0,1 ml de tamp6n de reaccidén que contiene (concentraciones finales): fo mM Tps
HCl (pH 7,5), 8,3mM MgCl,, 1,7 mM EGTA, [3H)cAMP 0 [3H]cGMP (aproximadamente 200
d;:)m/pmol), enzima y diversas concentraciones de los inhibidores. El ensayo se dej transcur’n'r
durante 1 h, y se terming afiadiendo 50 pl de perlas de silicato de itrio SPA en presencia de sulfato
dé cinc. Las placas se agitaron y se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 20 min. ;La
formacién de producto marcado con radioisétopos se determiné mediante espectrometria ‘de
centelleo Las actividades de PDE3 y PDE7 se determinaron usando [3 H]cAMP 0,05 nM, mlentras
que la PDE4 se determiné usando [3H]cAMP 1 uM como sustrato. La actividades de PDElB
P{DElC, PDE" y PDES se determinaron usando [3H]cGMP 1 pM como sustrato. i

E% le unién de [SH]R-roli |

' El ensayo de union de [3H]R-rolipram se llevé a cabo mediante modiﬁcaci()n’del
método de Schneider y colaboradores, véase Nicholson, y col., Trends Pharmacol. Sci., Vol.}I 12,
p 19-27 (1991) y McHale y col., Mol. Pharmacol., Vol. 39, 109-113 (1991). El R-rolipram se fune
éjz la localizacion catalitica de PDE4, véase Torphy y col., Mol. Pharmacol., Vol. 3@, p- 376-:384

!
(1991). En consecuencia, la competicién por la unién de [3H]R-rolipram proporciona juna
i
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confirmacién independiente de las potencias del inhibidor de PDE4 de competidores no marcados. :
El enisayo se llevé a cabo a 30°C durante 1 h en 0,5 ul de tampén que contiene (concenLracionesg
finales): 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, SmM MgCl,, albiimina de suero bovino al 0,05%, [3H]R-!f
rolipram 2 nM (5,7 x 10* dpmo/pmol), y diversas concentraciones de inhibidores no arcados
radigi)isotépicamente. La reaccidén se detuvo mediante adicién de 2,5 ml de tamp6n de reaccio'n_?]
enfrfiado en hielo (sin [3H]-R-rolipram), y filtracién répida a vacio (cosechadora Ae célulasf
Brar;xdel) a través de filtros Whatman GF/B que se empaparon en polietilenimina al §,3%. Lo§l

filtros se lavaron con 7,5 ml adicionales de tampdn frio, se secaron, y se contaron via espectromei

tria he centelleo de liquidos.
!- Eiemplo 2 - A lacién d N |
i Ciertas metilxantinas y otros inhibidores de PDE no selectivos incrementan la secreci()r'l
de 4cido en una variedad de especies. Clertos inhibidores de PDE 4 selectivos, po; ejemplo
rohpram y Ro 20-1724, aumentan la secrecion de acido en ratas, particularmente cua{ado se dain
en combmac1on con un activador de adenilato-ciclasa, tal como histamina. Este mcrerllento en la
secrecmn de 4cido estd acompafiado por una elevacion de la acumulacién de cAMP inducida por
histamina. Se probé esta informacién dada para determinar si el fendmeno existia. La capac1dad
de\;,los compuestos para inducir la secrecion de acidos se correlacioné con su capacuiad frente;za
la 1ocalizaci6n de baja afinidad o la localizacién de alta afinidad. El ensayo usado en este trabajo
fue la acumulacién de una base débil, aminopirina marcada radioisotOpicamente, que se aﬁrnLJa

1

51rve como un marcador bioquimico para la secrecion incrementada de acido. El ensayo es como

51gue )

i

v‘ P i6n de Ia elindula gastri

! Se sometieron a eutanasia conejos de ambos sexos mediante dislocacion cervical, y;se

.relltir() el estomago. La mucosa se disecciond del corpus; se descartaron las porciones craneal y
antral del estémago. Se aislaron las glandulas géstricas por modificacién de los métoclos descritos
por Berlindh y Obrink (1976) y Sack y Spenney (1982). La mucosa se picé y se someticlS a
dlgestlon con colagenasa para aislar las glandulas gastricas. Las glandulas digeridas se ﬁltraron
se lavaron, y se resuspendieron 1:15 (vol:vol) en medio de incubacién de |la sxgulelnte
cpmposicién: NaCl, 132,4 mM; KCl, 5,4 mM; Na,HPO,, 5,0 mM; NaH,PO,, 1,0 mM; MgSO,,'1,2
mM; CaCl,, 1,0 mM; Na,HCO;, 12,0 mM; albumina de suero de conejo, 2 mg/m |; dextrosa, 2

rfng/ml; aun pH de 7,4. |

’ Para determinar la secrecion de acidos, se incubaron a 37°C las glandulas gastricas, en

combinacién con [14C]-aminopirina, diversas concentraciones de inhibidores de PDE 4 selectivos,
y una concentracion umbral de histamina (0,3-1,0 pM), en un agitador horizontal (110 ciclos/min)

;durante 20 minutos, segin los procedimientos de Sack y Spinney (1982). Entonce}s se
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centrifugaron las muestras, y se determind la radioactividad en partes alicuotas de la fraccién del
sobrenadante y del pelete. Las relaciones de ’aminopirina se calcularon como se describe EJpor Sack ,
y Spmney (1982). Los datos se expresaron como porcentaje de respuesta producida por una ;

concentracién maxima de histamina (100 pM) Los valores de EC;, se determinaron medxante‘

mterpolamon lineal usando la respuesta méxima obtenida para cada compuesto.

Se obtuvieron perros cruzados (n=5, para cada estudio) de ambos sexos a p‘artir de la

{
colonia de animales. Después de un ayuno de una noche, los perros se alimentaron cort V2 lata dei:

comida para perros (Big Bet) al menos 30 minutos antes del estudio. Se colocé una canula en la
vena cefélica de cualquier pata delantera para administrar los firmacos. Se pasé 1 ml de disolucién
salina isoténica (0,9%) a través de la canula antes de la administracion del compuesté)
experlmental Los compuestos se disolvieron en una mezcla de polietilenglicol y dlsoluI i6n sahna
0 bien en polietilenglicol al 100%, y se administraron a un volumen de 1,0-2,0 ml/10Kg. Para
asegurarse de que la dosis completa entr6 la circulacion, se paso a través de la canula/0,5-1,0 rpl
ad{cionales de disolucién salina. Se devolvié al animal a la jaula durante un periodo (_ie
ob$ervacién de 1 hora. Se observé cada perro en busca de signos de arcadas o vémitosl y se anoL’)
el ﬁempo después de la administracién del compuesto hasta que aparece este comportamiento. ‘Ijkl
final del periodo de observacién, el animal se devolvi6 a su jaula habitual. Cada dia dL estudio ;se
se_i)aré por 7 dias. Cada compuesto se administrd en dosis ascendentes para cada petro, en dias
su:cesivos de estudio hasta que se observé un efecto emético. En este momento, el perro individual
se; retir6 del estudio, y se evaluaron mayores dosis sélo en aquellos perros que no hubieer

respondido atin.

5 Los datos se expresaron como el porcentaje acumulado de perros que responden a cada

(|

|
dosis, segun se describe en la literatura para curvas de respuesta de dosis cuantal. Se calculdjun

v:illor de ED;, usando el analisis por probitas. I
i Eiemplo 4 - E l inéfil I
4
N ! ] l . ‘ - Oﬁ L4 l . r ﬁl

! Se inyectd 1 ml de suero de caballo, semanalmente durante 4-6 semanas, a cobayas
njlacho (Hartley, Hazelton Labs) antes dé su uso. Los animales se anestesiaron con una mezclz‘{ de
c;etamina/xiiazina (88 mg; 12 mg/ml; 0,4 mI/Kg, al menos 24 h después de una inyeccioén de stero
cie caballo). Después de la induccién de la anestesia, se lav6 la cavidad peritoneal con 50 ml de
ciisolucién salina estéril tibia (0,9%). El fluido de lavado se recogié usando un catéter 14 G en
tubos de centrifuga conicos plasticos de 50 ml. Los cobayas se dejaron recuperar dL la anestésia,
y se pudieron usar nuevamente después de un periodo de descanso de dos semanas. ?
f Las células se aislaron del fluido de lavado por centrifugacién (400 x g, 10 min),ly se
resuspendleron en 35 ml de disolucion salina tamponada con fosfato (PBS) y se les $uperpuso una

capa de 10 ml de Percoll isoténico (1,075 g/ml). Esta suspension se centrifugd durante 30 mm a

t

| |
I |
|

_.‘ | | |
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300 x g. El pelete que contiene principalmente eosinéfilos y eritrocitos se lavé en PBS, y se
destruyeron los eritrocitos. Estas células se resuspendieron en medio RPMI 1640 con FBS al 20%,

y se mcubaron toda la noche a 37°C en una incubadora con CO, al 5% humidificada. Las célulasi

1
del siguiente dia se lavaron y se resuspendieron en PBS para la determinacién de la viabilidad |

1
(exclusion por tripan azul) y pureza de la célula. i

Produccién de ani sxido (0,)

f Se resuspendieron eosinofilos puﬁﬁcados (viabilidad >95% y pureza >90%) en PBS con
tamf)én HEPES 20 mM (pH 7,4) y gelatina al 0,1% a una concentracién 1-2 x 10° células/ml. Se
aﬁaqiieron eosinéfilos (1 x 10°) a una placa de 96 pocillos, y se incubaron durante aproxillnadamen-
te 1: h a 37°C. Se afiadieron los inhibidores de PDE 4 durante 10 min antes del comiano de la
reaccmn La reaccién se inicié por adicién de citocromo C (160 pM) y formilM t-Leu-Phe
(fMLP) (30 nM), en ausencia o presencia de 60 unidades de superéxido-dismutasa (SOD). La
reduccion del citocromo C se siguid en un lector de placa Dynatech MR 7000 a 550 nm, con unh
referencia de 630 nm, a diversos periodos de tiempo. Se determiné la velocidad de produccion de
O, mediante analisis de regresion lineal, usando la absorbancia neta de los pocillos en ausenm}a
0 presenc1a de SOD en varios puntos de tiempo. Los resultados se expresaron como porcentaje de
la produccmn de control de O,, corregido para la liberacion basal. Puesto que la 1nh1blc1(?n
méxima observada fue de 60%, se calcularon los log IC,, usando interpolacién lineal de la
concentracion y acotando al 30%.
' |
Elomnl 5. & o en cas |
‘ Se sensibilizaron cobayas macho Hartley (200-250 g/4 semanas, Hazelto, Researéh
Denver PA) con inyecciones i.m. de 0,35 ml de una disolucién al 5% (p/v) de ovoalbumma/sahna
en cada muslo (0,7 ml en total), en los dias 1 y 4. Los cobayas estaban listos para su uso después
del dia 25°. f

| ' |
P timi . ] |

|

} Se anestesiaron los cobayas macho Hartley (600-800 g Hazelton), s nsibilizados
actlvamente a la ovoalbimina, con pentobarbltal sédico (40 mg/Kg i.p.), aproximadamente 10-15
mmutos antes de la cirugia. Se canul6 la vena yugular, la arteria carétida, y la traquea (catéteres
radlopacos de resina de polimero Deseret Intracath® Vialon® (Deseret Medical, IncT Sandy, U'T),
22 GA y 19 GA, y tubos de PE 260, respectivamente) para la administracion del farmaco, el
ci:ontrol dela tension arterial, y la ventilacién. Se realiz6 una vagotomia bilateral para mmlmflzar
la interferencia colinérgica. Los animales se paralizaron (bromuro de pancuronio, 0,1 mg/Kg i.v.),
y se ventilaron (45 respiraciones/min) via un respirador para roedores Harvard 'tmodelo ;683
Harvard Apparatus, South Natick, MA). Los cambios de presién en las vias résplratonas se

mldleron via una rama lateral de la cénula de la traquea con un transductor Elcomatic (Buxco
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Electronics, Sharon, CT). El volumen de cada ciclo ventilatorio se ajusto para producir una presiénf

en el brazo lateral de 8 cm de H,O (alrededor de 5 cc de aire ambiental). La tension arterial se

mldlo con un transductor de tensién fisica Statham P23XL (Viggo-Spectramed, Oxnard, CA). Las‘

tens;ones se registraron en un poligrafo Grass Modelo 7D (Grass Instrument Co., Quincy, MA)

Los:animales se mantuvieron calientes en una mesa de calefaccion durante el experinlento, parz,;
marjltener la temperatura corporal.

Los compuestos de prueba, o vehiculo, se administraron via i.v., 10 minutos antes de la
provocacnon con el antigeno. En el momento de tiempo 0, se administran 0,1 mg/Kg de
ovoalbumma via i.v. En el pico de la respuesta del antigeno, se administré una dosis adicional de
antlgeno 0,2 mg/Kg de ovoalbiimina. Después de la respuesta pico del antigeno h£sta que se
alcanzaron 0,3 mg/Kg de ovoalbimina acumulada, se administré una disolucidén saturada de Kdl,

i

1 cPc/Kg, 1.v., lo que produjo una broncoconstricciéon maxima. |
I

1

l

!

' Ejemplo6- Inbibicién de TNF, inducide por LPS itos human
Estudios in vi |
; Para determinar si la inhibicién de TNF, estd relacionada con la inhibicion'de LPDFT! 4
o HPDE 4, se examin6 una serie de inhibidores de PDE 4, que tienen un intervalo de potencif'as
péra LPDE 4 y HPDE 4, en busca de su capacidad para inhibir la produccién de TNF, len
monocitos humanos estimulados con lipopolisacaridos (LPS) in vitro. Se considerd c}ue el uso de

i
celulas humanas primarias para este experimento era extremadamente importante dado que

espec1es diferentes parece que difieren dramaticamente en la contribucion relativa Jie LPDE 4 y
I-IIPDE 4 a la hidrolisis de cAMP en células inflamatorias.
!
Métodos |
; La inhibicién de TNF, se determiné en monocitos de sangre periférica humana, quEe se
purificaron (Collata) o bien a partir de capas leucocitarias o de residuos de plasmaforl,sw de sangre
a partir de donantes humanos sanos. Los monocitos se cultivan en placas a una densidad de 1x106
gelulas/ml de medio/pocillo, en placas multiples de 24 pocillos. Se deja que las células se adhuf:ran
por espacio de 1 hora, después de la cual se aspira el sobrenadante y se afiade 1 ml de medib de
’hueva aportacion (RPMI-1640, que contiene suero vacuno fetal al 1% mas peni;cili-
na/estreptomicina a 10 unidades/ml). Las células se incubaron durante 45 minutos en presej’ncia
0 ausencia de los compuestos de ensayo, a intervalos de concentracién que oscilande 1 nM a 1
:mM antes de la adicion de LPS (E. coli 055:B5, Sigma Chemicals) para dar una oncentra{cién
j!‘ﬁnal de 100 ng/ml. Los compuestos de prueba se solubilizan y se diluyen en una lconcentracion
, 50:50 de dimetilsulféxido/etanol, de modo que la concentracion final de disolvente en el medio
Vf de cultivo de monocito fue de 0,5% de dimetilsulféxido y 0,5% de etanol] Los culftivos
sobrenadantes se retiraron de los monocitos después de una incubacion de 14-16 hotras a 37°¢/5%

' de CO,, y se centrifugaron a 100 x G para separar el desecho celular. Se llevaron a cabo en!sayos

‘?

‘ i
| f
i i
{

t

b

I

I

i
i !
i
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de citoquina inmediatamente, o bien los sobrenadantes de los cultivos se almacenaron a -70°C.

i

hasta que se ensayaron. |

Los niveles de TNF, se midieron utilizando un ensayo ELISA (Winston), empleando ul}

anticuerpo monoclonal anti-TNF, humano de murido (véase mas abajo) como el anticuerpo dg

‘ capfura y un anticuerpo policlonal anti-TNF humano de conejo como el segundo anticuerpo. Para

la detecc1on se afiadi6 anti-conejo de cabra conjugado con peroxidasa (Boehringer MannhelmJ
Cat N°605222), seguido de un sustrato para peroxidasa (1 mg/ml de ortofemlendlema cor'1
perpxxdo de urea al 0,1%). Los niveles de TNF, en las muestras se calcularon a partir de una curva
estdndar generada con TNF, humano recombinante producido en E. coli. Se prepararon

anticuerpos monoclonales a TNF, humano a partir de bazos de ratones BALB/c inmun{izados con

TNF humano recombinante mediante una modificacién del método de Kohler y Millstein
(Nature Vol. 256, p. 495-497, 1975). Se prepararon anticuerpos policlonales antl-TNlF humarflo
de'conejo mediante inmunizacién repetida de conejos blancos de raza New Zealanc‘ con ’I'NF‘at

humano recombinante emulsionado en adyuvante de Freund completo. ,

l
.
Jﬁ
' Se extrajo media unidad de sangre entera venosa heparinizada de voluntarios sanos que
no estaban recibiendo ningun tipo de medicacién. Se separaron leucocitos polimo fonuclea}es
colocando la sangre en Histopaque-1077.con centrifugacion a 800 x g durante 30 min a 25°C. 'Se
cpsecho la porcién linfocitica/monocitica, y se lavé dos veces con DPBS (dlsolgcxon sahna
tamponada con fosfato de Dulbecco) sin Ca** y Mg** a 1000 rpm durante 10 min a 25PC. El pelete
se resuspendié en 5 ml de DPBS sin Ca™ y M¢", se colocé en 5 ml de disolucién de Percoll
preparada en medio RPMI 1640, que estaba desprovisto suero, a 25°C, y se centrifugo a 550! <x g
durante 30 min a 25°C. Se retird la capa flotante de monocitos, y se lavé dos veces an DPBS sin
Ca2+ y Mg¥, a 1000 rpm durante 10 min a 25°C. El aislado de monocito lavado final|se suspendlo
en 6-10 x 10° células/ml en DPBS sin Ca** y Mg, a 25°C. También se aislaron los monocitos |por
el mismo procedimiento de los paquetes de Leucocitos Fuente (Source Leultocytes) "Las
preparacmnes monociticas oscilaron de 65 a 90%, y la viabilidad de las células fue >97%
(exclu51on por tripan azul). !
Se mantuvieron ratones BALB/c macho (Charles River Laboratories, Wilmington, MA)

en grupos de 4 6 5, en una instalacion apoyada por barreras. Se inyectd a los ratones, que pesan
'18 25 g y que tienen la misma edad, con 0,5 ml de 6-10 x 10° monocitos/ml en el peritoneo,
usando una ligera presion en una jeringuilla con una aguja 23 ga, de forma que lo:] monocnos se
expusu:ron a fuerzas de cizallamiento y tensién minimas. A los 2 min de recibir los monoéltos
los ratones se trataron con el vehiculo ¢ ¢l compuesto mediante dosificacién oral dLrante 15 min.
ﬁEntonces se inyectd intraperitonealmente (i.p.) a los animales 0,2 mi de 125 mg/mlfde endotoxma
(E Coli, tipo W, Difco) disuelta en DPBS sin Ca** y Mg" . Dos h después, los ammales se
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eutanasmron por asfixia con diéxido de carbono, y se inyectaron i.p. 1,5 ml de DPBS sin Ca*
Mg2+ (4°C). Se masajed suavemente el peritoneo, y el lavado se retiré y se colocd en tubos de
pohproplleno en un bafio de hielo. Las muestras se aclararon por centrifugacion (lr% 500 x g
durqnte 5 min a 4°C). Los sobrenadantes se decantaron en nuevos tubos (se pueden almacenar a
-20°C), y se analizaron para determinar el TNF, humano y de ratén mediante la técnica de ELISA.
Los valores de ED;, se calcularon mediante procedimientos estandares.

i Ejemplo 7 - Métodos d réfilos 1

; \islami ificacié

: Se aislaron neutréfilos (PMN) a partir de sangre heparinizada, por cen 'fugaci()ln
gradiente usando Ficoll (Histopaque 1077), seguido de sedimentacién con dextrano para eliminar
los eritrocitos. Cualesquiera eritrocitos restantes se destruyeron con agua durante 30 segundos, y
se restauro la tonicidad usando 10X DB-PBS (con/sin Ca** 0 Mg*"). Los PMN se alslaron por
centrlfugaclon y se lavaron una vez més con 1X DB-PBS antes de determinar el | numero de

JS 1,5x 1106

células y la viabilidad (exclusién por tripin azul). El niimero de células se ajusto a 0,
células/ml, dependiendo del donante individual. |
| Se incubd una parte alicuota (0,1 ml) de la suspension celular anterior en un disolucii')n
de]E sal equilibrada Earles, que contiene tampén HEPES 20 mM (pH=74) y gelatinal al 0,1%, 'Ien
pr"esencia de 5 pg/ml de citocalasina B, durante 5 min a 37°C en un bafio de agua agitado. Las
celulas se pretrataron durante 5 min adicionales con diversas concentraciones de inhibidores de
PDE 4 selectivos y PGE, (3-10 nM) antes de la adicion de fMLP (30 nM). Se aitadio fMLP, )L la
mcubamon se continué durante 30 min adicionales. La reaccién se terminé colocandollas muestras
qp hielo, seguido de centrifugacién. La fraccion sobrenadante se eliminé y se almacend congellada
(%30°C) hasta el ensayo para determinar la actividad de mieloperoxidasa. {
' ‘
Determinacién de actividad de mieloperoxidasa |
, ; |

‘ La actividad de mieloperoxidasa se determiné usando o-dianisidina como sustrato y

3
|

perox:dasa de rabano picante como patrén. Se incubd una parte alicuota (50 pl) del sobrenadante
con 100 pl de sustrato (o-dianisidina, 0, 53 mM; H,0,, 0,147 mM; concentracion final) en tampon
de fosfato de Na 50 mM (pH 6,0). La reaccién se terminé por adicién de 50 pl de H,SO, 4 M La
formacwn de producto se determiné midiendo la absorbancia a 410 nm, y IJ act1v1dad se
determiné por comparacion con la curva patrén usando peroxidasa de rébano plcaLte Los datos
se expresaron como porcentaje de control (cantidad de mieloperoxidasa liberada en presenc:la de

PGE, solo). Puesto que la inhibicién maxima observada para la mayoria de los compuesto's fue

'30%, se calcularon los valores de log (IC,;) usando interpolacién lineal de las C(incentraciones
racotando al 15%.

|
f
|
|
|

|
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Se aislaron individualmente ratones macho CF-1 o BALB/c en jaulas de alambre. Se,I
regisltré la temperatura rectal de cada ratén antes del pretratamiento con reserpina (10 mg/Kg, i.p.).f
Cuatro horas después de la reserpina, se resgistraron las temperaturas rectales, y se administré a;
los animales individuales diversas dosis (oralmente) bien de compuestos de prueba, o dejvehiculo;
o ien de rolipram (10 mg/Kg). Entonces se registraron las temperaturas rectales cada 30 min!
durante 2 h. Los datos se expresaron como el cambio en la temperatura a partir de la observadzli
cuatro horas después de la reserpina (las temperaturas cayeron aproximadamente 10-15°C pofr
debajo de los niveles basales). Se construyeron curvas de dosis-respuesta, usando cambios de
temperatura registrados a los 90 6 120 miﬁ después del tratamiento. Se determinaron }os valorei)s
de ED,, mediante analisis por probitas o’regresi(’)n lineal de las medias de 6-9 animales. Parh
comparar la capacidad de los compuestos para invertir la hipotermia inducida por rej;rpma con
su capamdad para inhibir la unién de baja afinidad o unién de alta afinidad, los valores de ED‘SO

e IC,, se expresaron como -log(valor). - g
. e ' sz . . . sy s o1 ‘

Para determinar si ciertos efectos bioldgicos de la inhibicién de PDE 4 estab. asomados
con la inhibicién de LPDE 4 o de HPDE 4, se llevé a cabo una comparacion entre ll capa01dad
de los compuestos para producir un efecto y la capacidad de los compuestos para inhibir LPDE
4 9 HPDE 4, usando una correlacion lineal o de orden por rangos. Estas correlaciones }Lueden estar
influidas por varios factores: 1) la estabilidad de los compuestos; 2) la capacldad de lfos
cdmpuestos para entrar en las células; 3) en estudios in vivo, la biodisponibilidad de l;os

compuestos; 4) los valores de correlacion, especialmente la correlacion lineal, son sensibles a la

d{ferencia en potencias, con lo que cuanto mayor sea el rango de los valores de las poltencias més
facﬂ es medir una correlacion lineal importante. Estas advertencias se tuvieron en cuenta cuando
se analizé y resumi6 la correlacion entre la inhibicién de LPDE 4 o HPDE 4 y la funcién blologlca
en los diversos sistemas de ensayo.

| Usando células inflamatorias aisladas, la supresion de la produccién de TN'II: monoci"cico
y la inhibicion de la produccion de superdxido, en eosinéfilos de cobaya, se correlaciond méjor
con la inhibicién de LPDE 4 y no con la'de HPDE 4. Ademss, la prevencién de la bréncoconstric-
cién inducida por antigenos in vivo se correlacioné mejor con la inhibicién de LPDE 4 que con
HPDE 4. En este modelo in vivo, los inhibidores de PDE 4 parece que actian previniendso la
desgranulacién de los mastocitos (Underwood y col., en prensa). Sin embargo, la ianblcwn de la
funcxon de las células inflamatorias no siempre estaba asociada con la inhibicién de LPDE 4,
debido a que se encontré que la inhibicién de la desgranulacién de neutréfilos|estaba rqejor
correlacionada con la inhibicion de HPDE 4 que con la de LPDE 4. De este modo, parece; que
.cierta supresion, aunque no toda, de la actividad de las células inflamatorias estaba asociada’ con
la inhibicién de LPDE 4. Por contra, el aumento de la secrecion de 4cido, la producdlon de emes1s
'y la inversion de la hipotermia inducida por reserpina (una medida del potencial psmotroplco de
'
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los mh1b1dores de PDE 4) estaban mejor correlacionados con la inhibicion de HPDE L_Z no conf
0

puestos‘
estaban asociados con la inhibicién de HPDE 4. L f

; De este modo, estos hallazgos sugieren que los compuestos que inhiben prefer ntementé
LPDE 4 produciréan efectos antiinflamatorios beneficiosos, con potencial reducido parzi provocaf
efeqtos secundarios indeseados. De este modo, la seleccién de compuestos con una relacion de
ICSb de aproximadamente 0,1 o més en relacion con la ICs, para la forma catalitica deEfDE 4 que
unej rolipram con una alta afinidad dividida por la ICs, para la forma catalitica de PDE 4 que unfe
rolii)ram con una baja afinidad (HPDE 4/LPDE 4) deberia dar por resultado un incren'{ento en s;u

indice terapéutico, es decir, se maximiza el efecto saludable y se minimiza el efecto c{aﬁino. {
i

la de LPDE 4. Asi, la mayoria de los efectos secundarios potenciales de esta clase de ¢

Para determinar si esta guia de seleccion identificaria ciertamente los compuestos co'n
un mdlce terapéutico mejorado, se evaluaron tres modelos que comparan un efecto teral)eutlco con
un, efecto secundario. Estos incluyeron una comparacién in vitro entre la capam’dad de los
cop'lpuestos para suprimir la produccioén de TNF, a partir de monocitos humanos aislados con §u
capacidad para estimular la secrecién de acido en glandulas parietales de conejo aisladas, y dos
comparaciones in vivo que examinan la capacidad de los compuestos para Lrevenir fla
broncoconstnccxon inducida por antlgenos en cobayas, y la capacidad para provocz}r emesis en
perros y la capacidad de los compuestos para suprimir la produccién de TNF, en un modelo de

transferenma adoptivo, en ratones, y su capacidad para invertir la hipotermia inducida por

il

reserpina en ratones.
Los inhibidores de PDE 4 con una relacién de selectividad (HPDE 4/LPDE 4) igua:l 0
,l-[4-ciano:j-4-

,
mayor que 0,1 mostraron una mejora notable en su indice terapéutico. Por ejemplo, ci.
3- ciclopentiloxi-4-metoxifenil)ciclohexan- -carboxilato], 2-carbometoxi-4-ciano-4- (3-
01cloprop11metox1-4 d1ﬂuorometox1fen11)c1clohexan-1-ona y cis-[4-ciano-4-(3- c1cloprop11metox1—
4 -difluorometoxifenil)ciclohexan-1-ol], todos con una relacién de selectividad 0,1, demostraron
una mejora de 100 veces en su indice terapéutico, en comparacién con el inhibidor de PDE 4
arquetipico, R-rolipram. De este modo, esto demuestra que, usando la guia de seleccion de HPDE

4 ICSO/LPDE 4 1C5( 20,1, se identifican compuestos con una comparacion in vitro de inéice
I

!

terapéutico incrementado.
!
i Respecto al tratamiento de COPD, el compuesto cis-[4-ciano-4-(3-ciclopentiloxi-4-

l . . . . ' I ’
metoxifenil)ciclohexan-1-carboxilato] se administr6 a seres humanos que padecen COPD. Estos

pacientes experimentaron reduccion de inflamacion, broncodilatacién y neuromodulacion

pulmonar. - !

i
1
1

|
|
| |
‘ |
|
!
|
|

;
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REIVINDICACIONES i
|

!

g

i 1. Un método para la profilaxis o tratamiento de COPD en un ser humano, | I

admmlstrando un inhibidor especifico de PDE 4 que inhibe preferentemente la forma catahtlca'
de PDE 4 que une R-rolipram con una baja afinidad, cuyo método comprende administrar a un‘
pam_ente que lo necesite una cantidad eficaz de un compuesto que tiene una relacién de ICs de.{
aproximadamente 0,1 0 més en relacion con la ICs para la forma de PDE 4 que une R-rolipram
con una alta afinidad dividida por la ICs péra la forma catalitica que une R-rolipram con una baja}

afnﬁdad, exculyendo cis-[4-ciano-4-(3-ciclopentiloxi-4-metoxifenil)ciclohexan-1-car oxilato].f
‘ |

I

: l

' 2. El método de la reivindicacion 1, en el que el inhibidor tiene una relacion dé
ICSO de aproximadamente 0,1 o mas en relacién con la relacién del valor de ICs par competlr
con la unién de 1 nM de [3H]R-rohpram a una forma de PDE4 que une rolipram con alta aﬁmdad
comparado con el valor de ICs para inhibir la actividad catalitica de PDE4 de una forma que ure

rolipram con baja afinidad utilizando [3H]-cAMP 1 uM como substrato.

; 3. El método de la reivindicacion 1 6 2, en el que dicha relacion de|los ICs }es
: |

0,5 o mas. |
{

i

4, El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en ¢l que dicha

relacion de los ICs) es 1,0 0 mas.

| |

3. Un mhlbldor especifico de PDE4 en la fabricacion de !un

-

medicamento para la profilaxis o para tratar COPD, en el que el inhibidor tiene unL relac1on de
IC50 de aproximadamente 0,1 o mas en'relacion con la ICs para la forma de PDE 4 que uné R-
rohpram con una alta afinidad dividida por la IC, para la forma catalitica que une R—rohp am

con una baja afinidad, excluyendo cis-{4-ciano-4-(3-ciclopentiloxi- 4-metox1fen11)¢xclohexa?-l-

carboxilato].

|

6. La fabricacién segtn la reivindicacién 5, en la que el inhibidor tiener una
relacion de IC4) de aproximadamente 0,1 o més en relacion con la relacion del valor de ICSOl
_competir con la unién de 1 nM de [3H]R-rolipram a una forma de PDE4 que une rol‘ipram con alta
'afinidad comparado con ¢l valor de IC50 para inhibir la actividad catalitica de PDE4 de una f(()rma

que une rollpram con baja afinidad utilizando [3 H]-cAMP 1 pM como substrato.

ipara

7. La fabricacién segtin la reivindicacién 5 6 6, en Ia que dicha relacidn de los

‘f IC50 es 0,5 o mas.

NN
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8. La fabricacién segiin una cualquiera de las. reivindicaciones 5-7, en la que.

dichefl relacion de los IC50 es 1,0 o mas.

o | |
i f |
|

|

!

|

|

|

|
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| |
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|
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]

L SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION J'
; ' DELEGATURA PROPIEDAD INDUSTRIAL '
| _ |
(21) No. SOLICITUD:; 0O - 196 Z5 s1)INT.CL: A6l 3150 ,‘

(22) FECHADE |
PRESENTACION 00 - 03 -0 (71) SOLICITANTE: /

50) PRIORIDAD: S SMITHKLINE BEECHAM CORPORATION |

|

|

(31) No. DE soLICITUD: 60/122,315
Siegfried B. Christensen

Mary S. Barnette
Theodore J. Thorpy

(72) INVENTOR/ES:

(32) FECHA DE

PRESENTACION:  Marzo 1,1999

(33) PAIS: ' E.U.A. (74) APODERADO: T i
GERMAN CASTILIO GRAU

(54) TITULO: METODO PARA TRATAR COPD

{57) RESUMEN.

Faie
s

[ .
O T Lty et
’

1. Un método para la profilaxis o tratamiento de COPD en un seL humano
administrando un inhibidor especifico de PDE 4 que inhibe preferentemente la forma catalmda

de PDE 4 que une R-rolipram con una baja afinidad, cuyo método comprende admelshar a un
pacxente que lo necesite una cantidad eficaz de un compuesto que tiene una relacion e ICs( d dL
aproximadamente 0,1 o mas en relacion con la ICs para la forma de PDE 4 que uneR- rohpra{m
con una alta afinidad dividida por la ICs para la forma catalitica que une R-rolipram con una baja

afinidad, exculyendo cis-[4-ciano-4-(3-ciclopentiloxi-4-metoxifenil)ciclohexan-1 carboxilato]

i 1
| §
]
|

i

Un inhibidor especifico de PDE4 en la fabno’lacxon de un

' 5.
medicamento para la profilaxis o para tratar COPD, en el que el inhibidor tiene una relamon de

ICsq de aproximadamente 0,1 o mas en relacion con la ICs para la forma de PDEl 4 que une R-
rohpram con una alta afinidad dividida por la ICsy para la forma catalitica que upe R- rohpram

.con una baja afinidad, excluyendo cis-[4-ciano-4-(3-ciclopentiloxi-4- metoxifenil)cicl ohexan 1-

e ot |

‘carboxilato].
|
|
|

|
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- , SLPERIKEUSTRIA Y COYERCIO

z PARA ADMI 3dicacion | 0001«62.: G008

r,‘ REQUISITOS MINIMOS Fecia (D)2 2030-03-01 1324333
Trasite ¢ 02 FATENTES 1 REGISTRD/ 411 ;:EQEm

Dependerzias 220 DIVISIC: I WEVHS CREELIOES ,
MODELO DE UTILIDAD [ ] %
[1

Nombre e identificacion del Inventor [1]

%,o nombre de Ia Invencién [ 1]
& %ﬁpc&én % []
i - p@\dicaciones 2 ‘7— [ ]

;/Respmen 6 []

[l |

Folios:

PATENTE DE INVENCION [4/

Nombre e identificacion del Solicitante

Comprobante de Pago "

>
COMPLETA H/ INCOMPLETA [ ]

1]
(1]

e Nombre e identificacion del peticionario

J

I

l

' |
DISENO INDUSTRIAL | | |
|

|

« Nombre e identificacion del inventor o disefiador I
|

¢ Indicacion del género de productos para los cuales debe utilizarse [ 1 ’:

 Representacion grafica [] |
|
e Comprobante de pago [] ;'

COMPLETA[ ] INCOMPLETA | ]i

Firma Responsable
|
I
|

Fecha: . Carrera 13 No. 27400 Piso Sy 10
Sonmutador: 33? 12 21.2.3.4
info @

Fax: 281 31 25 e-matl @siego v.é0
Santa Fe de asguta} B.C. -Colombia

|
.f



A

sy SUPERINTENDENCIA

G DE INDUSTRIA/?j/
Y COMERCIO

o S|

INFORME DE PROTOCOLO !

Expediente _0-014625 . |
|
|

Fecha:_2 de marzo del 2000 .

Se certifica que:

13 octubre de 1994 ’

| Desde fecha
' 18.086 al folio 78,091 del

del folio

libro de Protocolo N° 265 , Obra el poder

Ne° 15.479 conferido por SMITHKLINE

BEECHAM CORPORATION

_domiciliado{a) en Filadelfia - Pensilvania. i

E.U.A.

K
5 al doctor GERMAN CASTILLO GRAU y/o ADRIANA

o TUIS FELIPE CASTILLO

CASTILLO GIBSONE

i

i

i

j

i

)

i

|

I

: GIBSONE :
|
? Representante en Santafé de Bogot4 D.C. Los |
5

|

|

|

!

|

|

|

|

|

i

f

" mismos

Facultad para desistir _SI .

Revisado .
1
i

Carrera 1_'3 N° 27-00 Pisos 5°y 10°

Conmiutador 334 1221-2-3-4
! Fax 281 3125

Santafé de Bogota, D.C. - Colombia
i
i
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SUPERINTENDENCIA

SI % DEINDUSTRIA
YCOMERCIO %,
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
PRIMER EXAMEN DE FORMA ’b‘,& OL

EXPEDIENTE 0-014626 .
Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Dedisién
344 se determiné que esta solicitud de Patente de Invencion: :
1
Sl[x] NO[ ] NO APLICABLE [ ] Presentd los poderes necesarios en
forma correcta (Decision 344, art. 14-a). ,

Si[{x] NO[ ] NO APLICABLE[ ] Acreditd, en forma correcgia la
existencia y representacion de la persona juridica sohcitante
(art. 14-c de la Decision 344; literal g) del art. 4 del Decreto
117/94). |
Si[x] NO[ ] NO APLICABLE [ ] Presento, en forma correcta el !
comprobante de pago por la tasa de presentacion establecida
(art. 13-f de la Decision 344 y la Resolucién 02 del 4 de enero
del 2000 ). ,

SI{x] NO{ ] EXTEMPORANEAMENTE [ ] Reivindic prioridad, dentro del

plazo y de acuerdo con lo previsto en el Artlculo 4 del
Convenio de Paris.

i

Si[ ] NO[x] NO APLICABLE [ ] Presenté copia, certificada su

conformidad por la Administracién que recibié la solicitud de la
cual reivindica prioridad, al momento de radicar la sohcutud
nacional. .

|
SI[ 1 NO[x] NO APLICABLE [ ] Presentd la traduccién del capitulo
reivindicatorio de la solicitud de la cual se reivindica pnondad
(Art. 4, D-3 Convenio de Paris; Concepto: 5 de enero de 1999

S.1.C). !

SI[ ] NO[x] CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS !

|

OBSERVACIONES JURIDICAS CONVENIO DE PARIS: En todo caso, debera presentar
copia certificada su conformidad por la Administracion que recibié la solicitud de la cual
reivindica prioridad, en cualquier momento dentro del plazo de tres (3) meses,

contados a partir de la fecha de depésito de la solicitud posterior. La omision de esta
formalidad implicara la perdida del derecho de prioridad. ]
En consecuencia, se conceptia que esta solicitud: §
|

SI[ ] NO[x ] Seajustaalos aspectos FORMALES indicados en la Decisién
344 y por tanto, |
Si{ ] NO[x ] Se recomienda PUBLICAR el extracto correspondiéante.

Santafé de Bogota, D.C.,2 de marzo del 2000.

|
|
EXAMINADOR JURIDICO: Cédigo 202002 !
l

|

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221.2-3-4

Fax 281 3125

Santafé de Bogota, D.C. - Colombia

!

i



CONCEPTO TECNICO N°_3y/

l

|

Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de la Decision 344 se determind que esta

solicitud de Patente de Invencion: }l
|

SI@ NoQO
Si@ No QO

si@nNoQ

si@ Nod

SIKINOQ
sig NnoQa

SrAa NoQ

SIQNOW

SIANOMX

si@d Nod
SI® No Q-

SI@ NOQ.

siQ NOR

OBSERVACIONES Y OTROS: SI® NO Q) ver hoja(s) anexa(s)

Santa Fe de Bogota, D.C., Nfgo (¥/oo

| :
| 5 [
l]" | .: Fo%w

| >

DIVISION NUEVAS CREACIONES
A “ EXAMEN DE FORMA T N
“%‘
LG )
RADICACIONNC 00~ /¥ 4 25 U\ p
y

CLASIFICACION INTERNACIONAL DE PATENTES AbIK

Contiene la identificacion correcta del inventor (Art.8, Art.13-a).
Contiene la identificacion correcta del solicitante (Articulo 13-a).
Contiene el resumen con el objeto y finalidad de la invencion en forma correcta (Art.13-e).

Contiene el titulo o nombre de la invencion en forma correcta (Art.13-b). l!
|

i

Contiene la descripcion clara y completa de la invencion (Art.13-c). ’

Contiene los dibujos correctos (Art.14-c junto con el literal d) del Art. 4 del Dﬁo 17 dél 94).

ﬁ
Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art.14-¢ junto con el Decreto. 3464
del 26 de diciembre de 1980). f .

Contiene una o mas reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la materla para la
cual se solicita la proteccion mediante la patente (Art.13-d). f j

Contiene el extracto de acuerdo con el literal ¢) del articulo 4 del Dto. 117 /94

Contiene el arte final del dibujo caracteristico de acuerdo con el literal c) c!!el artlculo 4y
el articulo 27 del Dto. 117 /94. !

Contiene la tarjeta del Archivo Tematico [formato P-104] en forma correcta ’(Art 14-c Junto
con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94). IJ

Contiene la tarjeta del Archivo de Propietarios [formato P-105] en forma correcta (Art 14-c
junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94). I

CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

EXAMINADOR TECN&CO

|
|
|
I
J
l’
i
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
19 EXAMEN DE FORMA

CONCEPTO TECNICONe 4/
EXPEDIENTE N° 0-14625 IPC AB1K 31!(40

|

En la reivindicacion 5 se desea proteger un inhibidor especifico de PDE4, pero dicho compuest‘o no
se encuentra definido como tal, por lo tanto dicha reivindicacion no permite precisar el alcance de
la invencion. Ademas, puede observarse que el término: “El uso de” se encuentra cubiert(j con

corrector |
|

!

En la reivindicacion 6 se desea proteger la fabricacion de la reivindicacion 5; en la reivindicagion 7
se quiere proteger la fabricacion segin la reivindicacion 5 6 6; y en la reivindicacion 8 se desea
proteger la fabricacion seglin una cualquiera de las reivindicaciones 5-7, pero en la relvmdlc‘amon
5 no se hace referencia a la fabricacion, sino a un inhibidor especifico de PDE4. Esto se presta para
confusion. Ademas, en dichas reivindicaciones no se define claramente la fabricacion que se desea

proteger, por lo tanto no se precisa en forma clara el alcance de la invencion.

|
Al modificar las reivindicaciones, debe anexarse un nuevo capitulo reivindicatorio. /

: |
Al corregir la reivindicacion 5, debe corregirse el resumen que aparece en el extracto para
publicacion. Por este motivo, debe anexarse nuevo extracto para publicacion.

|
|
|
f

Santa Fe de Bogota D.C., 17 de mayo de 2000

Examinador Técnico de Patentes
Q.F. Cod. 202010 X
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EXPEDIENTE 0-014625
AUTO 0599

LA JEFE DE LA DIVISION DE NUEVAS CREACIONES ’

DISPONE |
ARTICULO PRIMERO: Reconocer personeria al doctor German Castillo Grau, oojimo
apoderado del solicitante, en los términos y para los efectos del poder conferido |

ARTICULO SEGUNDO: Conforme lo establece el articulo 22 de la Decisiéon 344 de la
Comision del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo
de treinta (30) dias habiles siguientes a la fecha de notificacién del auto, presente
respuesta a las observaciones o complemente los antecedentes sefialados en el examen

de forma. 1

ARTICUL.O TERCERO: Notificar por estado el presente auto, advirtiendo que contra dl no
procede recurso alguno en la via gubernativa. l

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE 2 3 MAY 2000 I
Dado en Santafé de Bogota D.C., alos

LA JEFE DE LA DIVISION DE NUEVAS CREACIONES,

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL ]

NOTIFICADO POR ESTADO ' 1

Santafé de Bogota D.C., 2 5 MAY 2 Dnotificado por anotacién en estado de esta rﬂlsma

fecha.

VENCIMIENTO NOTIFICACION ESTADO
SOLICITO PRORROGA TERMINO Sl NO

VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador:334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogé)té, D.C. - Colombia
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