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Solicito expresamente a nombre de la sociedad ‘3?
Ortho-McNeil Pharmaceutical, Inc., sociedad ®
constituida de conformidad con las leyes del estado de t
Delaware, domiciliada en U.S. Route #202, Raritan, ,
New Jersey 08869 Estados Unidos de América, el l_';l
otorgamiento de Patente para la invencién tltulada‘:‘
"COMPOSICIONES DE 2-PIRIDINAMINA Y METODOSEE‘%;%
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Inlnmational Applsadion No. PCTAIS 01 A1565

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA 210

Continuation of Box I.2

Present claims 29-43 relate to a therapeutic appitication which actually
1s not wall-defined. The use of the definitions "reducing 1schemic
desth®, "reducing neuronal death in response to a traumatic event"®,
medicﬂ disorder®, "a physical trauma®, "a chemical trauma™ and Y
biological traum® in the prasent context 1s constdersd to lead to a lack
of clarity within the meaning of Article 6 PCT.The lack of clarity 1s
such as to render a meaningful complete search impossible. Consequently,
the search has been restricted to the diseases specifically mentioned 1n
the description P- 11, Tines 18-23 and p. 13, Hm 24 - p. 14, line 21.

The applicant’s attention 1s drawn-to the fact that claims, or parts of
‘claims, relating to inventions 1n respect of which no international
search report has been established need not be the siubject of an
international preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The npp'l'lcnnt
is advised that the EPO policy when acting as an International
PreViainary Examining Authority 1s normally not to carry out a
preliminary examination on matter which has not been searched. This 1s
the case irrespective of whether or not the claims are amended following
receipt of the search report or during any.Chapter 11 procedure.
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. 14 February 2002 (14.02.2002)

PCT

(10) loternational Publication Number
WO 02/11724 A2
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@7) Abstract; This kyvention provides seuroprotsctive pharmacen-
ical compositions comprising 2-pyridinamines. ‘This lovention also
peovides methodyof naing thess cotmpositions 1o provest ischemic cell
duath, particulaily venronsl cell death, wd medace the kelihood of
peuronal cell death in & suljoct dov 10 8 traumatic svent, Finally, this
Invention provides sn spparams for sdminisering 1o  sabject the in-
stant pharmateatical compositions.
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(34) Designated States (ragional):s ARIPO putent (GH, OM, Published: .
KR, LS, MW, MZ, 3D, 8L, SZ,.TZ, UG, ZW), Bumsian —  withow! intevnations! ssarch report and to be republished
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, BR, CH, CY, DB, DK, BS, F, FR, (B, GA, IR,
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CM, GA, ON, Q. GW, ML, MR, NE. SN, TD, ance Noles on Codies and Abbreviations"” appearing ai the begin-
) ning of each regulor issws of the PCT Gamstie.

88CE



From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT
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Attn. Johnson, Philtip, S. / THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT
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(uinontiyeer)  17/06/2002
Applicants or agent's fis reference -
ORT-1483PCT FOR FURTHER ACTION See paregraphs 1 and 4 below
intsmational appiication No. nlamational filng dale
PCT/US 01/ 41565 (epinntvieed (/082001
Appicant

ORTHO-MCNEIL PHARMACEUTICAL, INC.
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Fling of amendments and statement undyr Article 18:
The appicant ls anfiad, ¥ he 8o wishes, ©o amand the ciakna of tha inlemational Appiication (ses FII.“):

When'? mm:mummmnm:mmuuummuu
inamationsl Gearch Repart; howsver, for more cisiala, 858 the NoASs on the A0COMpPanyiNg shest.

Whera? Direcliyiothe Inemalional Buresu of WIFQ
34, chemin des Colombetine

1211 Genova 20, Switzeriand
Fascimiie No.: (41-28) 740.14.56

Far mom deiafied Insinictiins, 28 $ notes on The sccomparying shast.

™e . notfied thetne Insmasional will be estabiahed and
2. q‘:hn m‘u. no Ssarch Raport that the deciarsiion under

3. [} wih regard 1o the protast against paymant of (an) acditonal fes(s) under Fule 40.2, he sppiicant is noffied that:

D the protest together with the declalon thereon has been ianamitisd © the intemafional Burssu topgether with the
appiicant's recest © forwand e iexte of both e protsat and the declsion thereon 1 the designated Offioss.

[C] o dactsion has besn made yet on the protest; the epplicant wil be nolited as s00n 88 & decision ls mads.

4. Further sstion{sk mwhmunm

mmummnm the inlemational appication will be published by the Infanatonal Buresy.

the applioant wishes 1o avoid or -‘m lmlndmulnm:'hﬂm:tdh
Mﬂn must reach the inamaiional Bureau as provided in Rulss 00bis.1 and B0LR3, eapacively, befors the
mdnuﬂnﬂuhmm

Witiin 19 montha fom the priomy damand lor sxaminaion musl be Bed ¥ the spplicent
mnmumm#&un-ﬂwmmﬂm“mm Imtor).

Within 20 months priorfly deta, the appiicant must periom: the preacribad aly nalional phase
m.aqm&'n-mmrm hlﬂdlﬂhﬂhlndn-uuhlh.::ﬂn mm:lmmlulunln
priority date ar couks not ba slealed bacause they are not bound by Chapler Il

Nams and maling addmes of the insmations] Ssarching Autharlly | Authortzed offioar

—7= Europesn Putent Office, PB. 5518 Petentiasn 2
NL-2280 HV Rjswik Jodlle Gerber
Tel. (+81-70) 540-2040, Tie. 31 851 apo i,
Feoe (+31-70) 340-3018

Form PCTAGA/Z20 Chuly 1608)
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in thess Nalss, "Articls”, “Fuls®, and "Bedtion”® refar to the provisiors of he PCT, the PCT Reguistiors and the PCT
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INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The appiicunt has, sfler having recelved the internalional search repart, ons apparhunily 1o ssmend the diaime of the

R should however ba that, sinoe sl of the inbernalienal
e e et s s s et G

no nead o s amendments of the clalme under Artisis 19 emept wheme, » zwﬂhwhﬁ
for tha purposss of provisional proieclion er has ancther reason for m&hmmw

What parts of the inlernational application may be amerded?
Undar Article 19, only the clelve may be amended.
Duning thw inlemational phase, the daims may slso be amended {or furthar amencdied} undar Article 34 belore

intarnationsl Prefiminery Exarnining Authorlly. The deseriplion amd drawings be amended under
muwum‘mm. ey ovly

memhmmd—hdhw#“bwmﬂ.
or, whare applionbils, Artisle

Whana? mtmmnﬂdmuhwwmcummum
dads, whichever ime Smit expires lsler. & should be noled, however, thet the amerdments will
-Mqhmmﬁdmhlhqnmwhwmﬁhmdh
mzrmmummmuhwmuwm

Whare nat to fils the amendments? J
The amendmenis may only be fled with the international Bureau snd nol with the recsiving Offlas or e
intemationsl Searching Authorty (Rule 48.2). « 1

Whare a demand for intemational preiminary examination has been /s fied, ses below.

How?t Elthar by cenoslling ens or more antire dlaims, by adding one or more new clsims er by amending the et of
<re or more of the deima es ed.

A“MM“hwhﬂﬂdhﬁuMn_ﬂdmm'
smendmenis, difiars from the sheet originally fied.

ﬂhﬂ-wm-::m#:mhrrdhmm Hl..ldﬁ:; %
canoalind, No revanbaring wther olaims fs required. ames whare slaimg are rercanbered, mmt
be rerumnberad somseculively (Adminisiralive insiruclions, Secllsn 205(0)).

The amendments mast be made in the lenguage in which the intemationnl application s o be pulliished.

What doouments mustimay atcompany the amendmects?
Lattar {(Section 205{(b}):
The smentments must be submitied with & letler.

The ietler Wil not be published with the intsmational applioslion and the amendad dlains. R should not be
conhmed with the "Bislsment under Asticls 19(1)" (see balow, under “Sstement Wder Articis T8(1)").

The letter must ba in English or French, at the chelas of the spplicant. .Ih“dﬁ 1
Hﬂt&:ﬂhﬂt“hhﬂ!h“d intornationsl appliestion 7

Notes b Form PCTABAZE0 (irst shwet) (January 1004)



NOTES TO FOHM U1 /Tsa/Lev ([oonurmssy)

the olaim mpleces one or mom oleime s fied:
the olaim s the resull of the division of & clalm s fled,

Busirale which assendinents be nthe
mm--_l.# the manner in mustbe sxplsined

1. m Mmﬂdﬂunﬂ*mﬂmﬂdmﬁhhnﬂ}:
nnll.

.l&lﬂhuwwwmmhmm
winims 30, 33 and 38 unchanged; new claims 40 o 51 added”

2 ariginally there were 15 clsims snd sfler amemiment of all slaims there are 11}
1 o 15 repiacad by amanded claims 1 0 11.°
- M-Ml-m“ﬁ-“hm-ﬁhmﬂ.-uﬂm“hﬂ'
“Claima 1 10 § and 14 unshangad; alsima 3 asnavlied; claims 15, 10 ang 17 sdded " or
'Giu?bﬂ-ld;mdﬂmﬂ,ﬂ-i"ﬂ':'d-dﬁ.;w

4. vardows Xinds of amancimania am made}:
110 unshanged: slabns 11 s 13, |l-ﬂl0.n-l-¢dﬂu".1!-lﬂlnﬂ-lb'm
u-.u.d-inwmmmm ll.1l-l‘l?'_ddl-ll

“Statumont undar arfiols 151} (Rade 48.6)

The amendmenis be sccompanied by & stelement sxplaining the amendments arid indosling impeat
an:Mm“hMﬂhdﬂ-MMhm&

The stalvment will be published with the inlemational applicstion and the amentied clslme.
R must be in the lenguage In whish the intermalional appplicsiion s 1o be publiched.
£ rst be brief, nol exceeding 500 words & in Engliah or ¥ tramaisted inio English.

R shouid not be eonksed with and dess not leplsos the lelter inalealing the Jdfiarences hetwaen the slalve
as flad and as amended. & must be fled on & seperaie shest and rust be ideniiied sa such by & heading,
prefershly by using the words “Sislement under Artiale 18(1)."

any disparaging asmmenis infernalions) ssarch report or the rslsvance of cllalions
-m-dhlﬂ M—-bdﬁ:l:lmb-ﬂmﬁ;nﬂ:dhhw—*
wullllyhm-huﬂhm-tum

Conssquencs ¥ & demtrd for Ilervations] preliminery sxaninution has alresdy been flked

1, ot the ima of Sing any amendimants under Ardisls T8, a demand for inlernational preliminary sxaminalisn
has girency been submitiad, the appiloant must preferably, lhmhdﬁqhm-ﬁlﬂ
inlemational Burasy, also Bis & copy of such amendmenta with #iw intematienal Preliminary Examining
Authorlly (see Pule 68.2(s), firl sorderns). .

Consaguence with regerd is trnalation of the intemational application for entry into the Rational phave

The appliosnts stieniion s dreen 1o the lasl whave gniry inio the nalionsl phass, & trarsilsfion of the
clsirms s -nlﬂuﬂnﬂﬂmqu-::.h mﬂunwo‘-mu,-
hltlnh,hhiﬂmdhﬂ--ﬂ

hm“mhuinhdﬂmmpﬂmldh POT Applinani's

Nobtes to Form PCTASA/ZE0 (svcond sheel) (levury 1994)



PCT P

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Anicle 18 and Rules 43 and 44)
Applicant's or ageni'a 38 relerence FOR FURTHER me-:::nmu:‘mm
ORT-1483PCT . ACTION e
fsmational appication No. intemaiional fiing dais (dayimonih/jeer) (E.hu) m Date fdaymonthiear)
PCT/US 01/ 41565 . 0670872001 08/08/2000
Appicant y

ORTHO~MCNEIL PHARMACEUTICAL, INC.

mmmmmmmwuwmmmumnn appicant
according 1 Arscie 18. A copy I being Yanamitind In e intemnational Bureau.

This interrationsl Gaarch Raport conaists of a ool ____5 sheats.
[X] uisainoaccompanied by & copy of sach prior srt dooument clied in S report.

1. Basls of the repert
ragard 1o the lsnguage, Tw Inlemational search wis oarmied out nmuummhn
* mmhﬁﬁlm”uﬂmﬂ”ﬂuﬁﬂ:u

e inamational search was camiad out on the basls of & transiation of the inlernational sppiication funished 1o this
Authortty (Fuis 23.1(b))
regard Mmmmmwnuwmumm
. wmﬂznghhﬂdﬂmm
contained In the Inlamational spplioation tn writien fosm.

fiad together with the intemational appioation in computer reacabie form.
fumished subsecuently to this Authorily in wiitten form.
mmuumhmmﬁm

tha statement That the subsscuantly fumishad writien ssquence Befing dose not mummn
mw-ummm »

nmmummnmmmumuh_wmmmm

O

Certain clabne were found unsesrchable (Bew Box {).
Unity of invention I Iacking (sas Bax ).

P

O0x 0O 00000

@

4. With regand 0 te Wila,
[[] = wmais apovoved as submitied by the apgtiont.
#he 1531 hae been sstablishad by this Authorty 1 rend as follows:
NEUROPROTECTIVE 2-FPYRIDINAMINE CONPOSITIONS AND RELATED NETHODS

5. Wit regard ©© he sbetrast, .
the teat Is approved ae submitiad by the appiloant.

thin in Box M. y
T e O L e e B g

6. The figurs of the drawings 1 ba published with the abstract is Figure No. r
[X] s smxmestndby the sppicant [} Noneotmeigume
[[] vecsuss me apploant fellec  aggmet a figure. '
[:] because this figure betier charmciertass the Invantion.

Form PCTASA/210 (fvet sheet) (July 1906)



A CLASSI

A51P9/10 A61P25/00

TPC T CABIKIIZAE . “ABIK31/5356 AS1K31/443

A61K31/4433 A61K31/4439

wmmmmuummmnm

IPC 7 A6KK

Mewrum documeniafion searchad (ciassification system followsd by ciasafficelion syrshole)

1 eecivarec dais buse consuliad turing the infernational search (rame of dais bese and, whem praciicel, sesrch ferins mpad)
EPO~Internal, WPI Data, PAJ, CHEM ABS Data, MEDLINE, BIOSIS, EMBASE, SCISEARCH

(KR); LEE HYUNG IL (KR))
18 June 1998 (1998-06-18)
abstract

page 1, 1ine 5 - 1ine 9
c‘Iails

figure 1

Caseguey * | Cotutum of docurngnd, wih inicafion, whem sppropsiste, of the misvnt pessagee Falpwant to cieim No.
X EP O 000 816 A (BEECHAN GROUP LTD) 1,5.6,
21 February 1979 (1979-02-21) 44 .45
abstract
page 2, line 3 - 1ine 23
page 8, 1ine 1 - 1ine 23
page 10, 1ine 34 -page 11, line 16
claims-1,7-10 -
X WO 98 25660 A (LEE CHUNG SIL ;KIN HAN WOOK 44,45

-

m Further docurents sse lsind in the continastien of bt C.

D Patont tarily seombars are Reied In e

* Spacisl cadegories of ol SocuMmarts

L gmu-ﬂ—mc-ﬁ nlamaisnsl

i o chots 1 xkn ity Sh Pl e o goer
mummu_-pm

© wmunﬂm-\ axhibilion or

> "'-E'.":"-."-:"""':’-‘""’""" fling deis burt

T -'m'"'u'-uu-' coniact wilk v wﬂ“
“A" documant deining e gonesal sius of e e which s nck gl 10 Underitond fhe principls or Sheoty tancieriying the

Dute of the achul Compistion of the inemaiiessl search Dl of mailing of the iniermationel seasch rport
6 June 2002 17/06/2002
Nams and maling acidress of the A Axthorboad ofieer
Europsan Palent Offica, P A §818 Paleutiagn 2
Tl (o278 2003040, T 31 601 epo
Fac (+31-70) M0-3018 Cielen, E
Pt FOTASARTO fomstred shast] {uly 106E) :{; B .'-J'.;‘.?‘
pige E df22 1.1
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I C4{Continualion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Clliagory *

Chstion of document, with indication where appropriais, of the relsvan! passages

A

P.A

P.A

EP 0 949 242 A (CHUGAI PHARMACEUTICAL CO
LTD) 13 October 1999 (1999-10-13)
abstract

page 2, 1ine 5 -~ Tine 15

page 4, line 11 - 11ne 55

page 11, 1ine 12 - Vine 35

examples 501,539

page 110, 1ine 35 - 1ine 44

US 5 536 718 A (ALBRIGHT JAY D ET AL)
16 July 1996 (1996-07-16)

table L
column 121, 1ine 24 - line 38

column 122, 11ine 17 - 1ine 42

clains 35-37

WO 00 68198 A (MERCK FROSST CANADA INC
;BLOUIN MARC (CA); DUCHARME YVES (CA);
GIR) 16 November 2000 (2000-11-16)
page 3, 1ine 5 -page 4, line 32

page 17, 1ine 21 - 1ine 25

page 18, 1ine 16 - Yine 24

page 19, line 20 — line 28

page 21, Tine 256 - 1ine 33

examples 68,69,73

claims 1,17,18

W0 01 32174 A (CLAIBORNE CHRISTOPHER F
;MCCAULEY JOHN A (US); MERCK & €O.INC
(US)) 10 May 2001 (2001-05-10)

page 3, 1ine 1 - 1ine 23

page 10, Tine 23 - 1ine 33

example .55

clains 9,10,12

" 1,29-45

1,29-45

1,2,
29-45

Fomm POTABAEYG fseniirmation of essend ehust) Ciuly 1088)
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inlemational Appiiostion No. PCTUS 01 A1565 , ¥

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA! 210

Continuation of Box 1.2

Present claims 29-43 relate to a therapeutic application which actually
is not well-defined. The use of the definitions "reducing tschemic
death", "reducing neuronal death in response to a traumatic event”, "a
medical disorder”™, "a physical trauma®, "a chemical trauma” and "a
biological trauma® in the present context is considered to lead to a lack
of clarity within the meaning of Article 6 PCT.The lack of clarity 1s
such as to render a meaningful complete search impossible. Consequently,
the search has been restricted to the diseases specifically mentioned 1in
the description p. 11, lines 18-23 and p. 13, line 24 ~ p. 14, 1ine 21.

The applicant’s attention 1s drawn toc the fact that clainms, or parts of
claims, relating to fnventions In respect of which no international
search report has been established need not be the subject of an
international preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant
1s advised that the EPO policy when acting as an International
Preliminary Examining Authority 1s normally not to carry out a
preliminary examination on matter-which has not been searched. This 1is
the case irrespective of whether or not the claims are amended following
receipt of the search report or during any Chapter II procedure.




INTEHNA I JUNAL DAL NErwin l

Bbx 1 Observations whare certain claims were found unsserchabile (Continustion of Rem 1 of first shest) "1

This intsmational Gearch Report hae not boen estabfished in reapact of cartain claime under Ariicle 17(2){s) for tha loliowing raasons:

1. Claims Nos.:
m bacauss they relate to subject matiar not required to be ssarched by this Authority, namely:

Although claims 29-31, 36~-43 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.’

2 m m"m muw:unlm-wmmmm ﬁmupun;umum
mmﬂmmeMmumm Mcally:

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

5[] came pox:
bacause they are capencent ciaims and are not drefisd Iy accordence with the second and third sentences of Fule 8.4{x).

Bax @ Observetions where unily of invention ls lacidng (Continusiion of Hiem 2 of first shest)

mumﬁﬁummmmmhmmm-u_u—

1. As o} recuired addifonal search fees were imely paid by the appiicant, this intemeational Sesrch Report covers ai
searchabis clefma. :

2. [ ] As oh searchatia cigims aould be ssarched ot eftort ustiying an addtona) fee, this Authorky did it viie peymant
of any acttional fes.

Ramark on Protest Dmmmhumwwumm
D No protsst accompanisd the paymant of ackional sesrch feee.

Form PCTABA/210 {continuation of first shaet (1)) (July 1688)
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chad in sserch report dais membar(s) daie
EP 0000816 A 21-02-1979 AV 3862078 A 07-02-1980
DK 346278 A 07-02-1979
EP 0000816 Al 21-02-1979
ES 472384 Al 01-10-1979
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ES . 479932 Al 01-12-1979
ES 479933 Al 01-12-1979
IT 1106623 B 11-11-1985
JP 54041881 A 03-04-1979
A 7804463 A 25-07-1979
W0 9825660 A 18-06-1998 EP 1011762 Al 28-06-2000
W0 9825660 Al 18-06-1998
Us 6352522 Bl 05-03-2002
EP 0949242 A 13-10-1999 AU 742388 B2 03-01-2002
Al 5339498 A 17-07-1998
EP 0949242 Al 13-10-1999
NO 993109 A 24-08-1999
PL 334304 Al 14-02-2000
us 6331553 Bl 18-12-2001
HU 0000321 A2 28-08-2000
WO 9828257 Al 02-07-1998
Jr 10237028 A 08-09-1958
Us 5536718 A 16-07-199%6 AU 707982 B2 22-07-1999
AU 4769896 A 07-08-1996
BR 9607182 A 11-11-1997
CA 2210631 Al 25-07-1996
CN 1198746 A B 11-11-1998
c2 9702249 A3 17-12-1997
EP 0804438 Al 05-11-1997
W 9800646 A2 28-08-1998
IL 116775 A 17-08-1999
JP 11500106 T 06-01-1999
NZ 302111 A 29-04-1999
L 403752 B 01-09-2000
Wo 9622293 Al 25-07-1996
us 5610156 A 11-03-1997
Us 5612334 A 18-03-1997
us 5700796 A 23-12-1997
us 5753648 A 19-05-1998
ZA ‘9600297 A 15-07-1997
W0 0068198 A 16-11-2000 AU 4282900 A 21-11-2000
WO 0068198 A2 16-11-2000
EP 1177175 A2 06-02-2002
us 6200993 81 13-03-2001
WO 0132174 A 10-05-2001 AU 1345001 A - 14-05-2001
W0 0132174 Al 10-05-2001
us 6316474 B1 13-11-2001
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Prom the A '“‘“‘
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY . Z’

- - J-.‘lal
.

Ta ‘[._ 14

MCcCORMACK, Myxa E. RE

JOHNSON & JOHNBON

One Johnson & Johnson Plaza ﬂ .‘ .

‘New lnmsv.’l.ck NJ 08933 -

ETATS-UNIS D' AMERIQUE ﬂ ﬂ F % ; (P R ) 2 _&2

of malliog
g | fdvh-ll\b-) ] 10/07/2002
Applicant’s or agent’s fila reference REFLY DUE 1700
ORT-1483PCT b o damq"_l’

Internationsl spplicstion No. Intwnstional filing date (dey/month ywer} Priotity duty {day/monthiyesr)

PCT/USB 01/ 41565 06/08/2001 08/08/2000

Intemnationsl Putent Classification (1PC) ar both national clsmsification and IFC
A61K31/44

Applicant
QRTHO-MCNEIL PHARMACEUTICAL, INC.

1. This written opinion is the first drwsm up by this Internaticnsl Preltminary Exsmining Autherity.
2. This opinion containg indications relating to the following fteme

1 [X] Sasis of the oplnion

o [] Priomy

it {X] Nop-esteblisbenunt of apinion with regard to novelry, inventive step snd industris! spplioshillicy

v [} Lack of vaky of inventien
v [X] mﬂmmmlﬂmwum , Inventive step or kebustrisl wppllesbility;
vi [[] Cartsin doauments ciad
VIl [T] Certsin defocts in the imternstional spplicetion
vt [] Ourtain cbestvations m the iterastionsl application
[ 3. “The spplicant 1a bereby iavied t» reply to this opiaion.

Whast? unmmmmmm , before the stien of that tme requant this Anthority
hn-ﬂnm-h 64.2(d). - i tlnk,

How? solmitting , Ssoumparded, sppropeiate, by amendments, socording to Ruls 64,
gﬁhﬂdhﬁdhm-““?ﬂﬂ *

Al For an sdfiional Enendments, sce Rule 66.4.
l'uu-i-nh:‘h wmﬂfw- -‘tn-m.-hhdu&
For m informal ocomnwnicstion wich the exsminer, s

¥ ne yaply Is Sisd, the iInturnations! preliminary examination report will be sstablished on the bais of this opinion.

4. mmuwmmmm
examination

report mumt -niqwllhﬂ.‘ll: DR/12/7000
Nmﬂnﬁlﬁudhlm Axthorized officer $
3 Timaira)
-ru.(+n-n m-o.-nr 23656 epmm d Formlities officer
extmasion of thae
""’“ ey

Farm FCT/IPEAGS (cover theer) (caveh 2000)
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V.

Basls of the opinion 22

The basis of this written opinion Is the application as originally filed.

Non-establishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and Industrial
appilcabliity

The question of whether the claimed invention appears to be novel, to Invoive an

inventive step, or to be industrially applicable has not been and will not be the subject

of the intemational preliminary examination in respect of the claims which have not been
searched (Article 17(2)(a) or (3) and Rule 68.1(e) PCT; see also international search report).

Reasoned statement under Rule 66.2(a)(Il) with regard to novelty, Inventive step or
industrial applicablitty

To the extent that the Intemational preliminary examination has been carmied out (see item
Il above), the following is pointed out:

in light of the documents cited in the intermnational search report, it is considered that the
invention as defined in at least some of the claims, which have been the subject of an
international search report, does not appear to mest tha criterla mentioned in Article 33(1)

PCT, i.e. does not appear to be navel and/or to Involve an inventive step (see international
search report, in particular the documents cited X and/or Y and coresponding claim references),

If amendments are filed, the applicant should comply with the requirements of Rule 66.8
PCT and indicate the basis of the amendments in the documents of the application as
originally filed (Article 34 (2) (b) PCT) otharwise these amendments may not be taken

into consideration for the establishment of the intsmational preliminary examination report.
The attention of the applicant Is drawn to the fact that if the application contains

an unnecessary plurality of independent clalms, no examination of any of the claims will be
carried out.

Should the applicant decide to request detalled substantive axamination, then an
international preliminary examination report will normally be established directly.
Exceptionally the examiner may draw up a second written opinion, should this be explicitly
requested.

Farm PCT/408AE2 (EPO-03-2002) P20725



Docket N . ORT-1483

IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

Applicants : Grant et al

Serlal No. : 09/922,658 Axt Onit: 1617

Filed t Auqust 6, 2001 | Examiner: Criares

For : 2-PYRIDINAMINE COMPOSITIONS AND RELATED METHODS

I e drllurnl

IR T AR

January 10, 2003
" ovenmd

Myra H. McCormack
. _tqﬁ-. assigaae, -ﬁ_m

anuary 10, 2003

hetm of Riguataumn)

Commissioner for Patents
Washington, D.C. 20231

Re. e to Restriction t

Dear Sir:

In response to the Restriction Requirement mailed November
12, 2002, the time for response being extended until January 12,
2003, Applicants elect Group II directed to claims 1-22 and claims
44-45 drawn to a composition and related devices with traverse.



Should the Examiner have questions regarding this reaponse tc
the Restriction Requirement, he is invited t contact the

undersigned at the number provided below.

Johnson & Johnson

One Johnson & Johnson 'Plaza
New Brunswick, NJ 08933-7003

732) 524-6932

DATE:

January 10, 2003

Respectfully submitted,’

Reg. No. 36,602
Attormey fqr Applicant (s)
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McCORMACK, Myra H.
JOHNSON & JOANSON

New Brunswick, NJ 08933
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

One Johnsom & Johnsom Plasza
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITREP 17 T08 /l ﬂg Ay

£V EEFER

NOTIF} N OF TRANSMITTAL OF
INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT

ORTHO-MCNEXL PHARMACECTICAL, INC.

(PCT Rula 71.1)
Dte of malfing
(day jmanih [year) 02/09/2002
Applicart’s er gty file referenc
ORT-1483PCT TANT NU'HHCA'!'IOI.!
Imternmional q:pliﬂiu'n No. Imernational fillng date (dicy/mondh yeer) Priarity dats { duyjwuonthjyesr)
PCT/US 01/ 41565 06/08/2001 08/08/2000
Applioant

)
»

Offims.

i

adkdizional to ar different from the oriteris

. The is hereby notified that this intanatiensl
exsminstion report and ity emexes, if mny,

oopy of the report and its srnexes, if may, b being tranamisted 10 the Iutcrastionsl Buresu for sormmugiontion to all the

wlacond
. wlactad the Internazi
3 mnmdwn&w m_ mstonad nilmﬂmn-mmmdu-wm

Mmupm-mthhdmnﬂ ariteria
nwﬁhhmm report is
aiterla inciude a.g, axemptions from patentzhility md the requirenwmts of enshilng,

wmmm the interastional

performing esrtale ects tranalations sl
il))( slsc the reminder

n slscted Offics, that tramistion must contain &

N--:Iuﬁ.llb-dlhlrw

EN +“J)W hm‘nd

Tol. (+49-89) 2390 2828

Form PCT; 16 (22 /06/2002) P204
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PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT
(PCT Article 36 s Rude 70)
APpiicant’s or ageal’s Tile refererse See Notifioxtion of Tranemittsl of Imernationsl
ORT-1483PCT FOR FURTHER ACTION  pryfiminary Examinstion Report (Rorm PCT/IPEAMIS)
Internationsl spplication No. Imernationsl fling duts (dey/monlyasr) | Pricrily date (deypmonihjyesr)

PCT/US 01/ 41565 06/08/2001 08/08/2000

International Patent Clamification (1PC) or nalional camification wd 1PC
A61K31/44

Applicant
ORTHO-MCNEIL PHARMACEUTICAL, INC.

Iﬂiaﬁw-IﬂrL-umnudnntnqwﬂun;usJE:::rknuhlm"“ﬁ

2. This REPOKRT consins of a total of 2 sherts, Inchufing this cover shest.

This repuart Is slso sceompanied ANNBX!IJ;Wl-nuiﬁ-i-ﬂnhmddmnnd which hawe
I:] h-uuu-hlnﬂ-!u-bnhaiﬂﬁnmu1-=ﬂ:iunl nﬂﬁﬂﬂuun-dghhi Axtherity
(sew Rutle 70.16 snd Section 607 of the Adminletr Instructions te PCT).

Thase snpesey conalns of & twotal of shewte.

3. Thiyreport containg indiextions reisting to the following emnc

([X] Busis of the repart
Im[] Priory .
m [X] Nonesshiishment of opinian with regard to novelsy, nventive stap s industrial applloability

nf[:] Lack of unity of invention .
) : d
v [X] Ressuned statmment wocer Article 15(2) whh regard to novehy, knventive sap o ndustrial spphicabiiy:
VI[[] Cortsin donmmmes ched
Vi1 [[] Cortain dafcts iu the imternaticnal sppiisetion
VIl [T] Certain chawrvations cn the internationsl spplication

Duts of submission of the demand Dsis of complation of thir report
06/02/2002 28/08/2002
Nume and malling address of the IPEA/ Authorized offier
MEYLAERTS R
B s 2
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PRELIMINAR INTERNACI NAL Solicitud internacional No. PCT/US 01/41565

L. BASE DEL INFORME !

La base de este Infome del examen preliminar intemacional es la solicitud como fue presentada
orginaimante.

lil. El no-establecimiento de opinién en relacién con la novedad, nivel Inventivo y aplicacién industrial
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COMPOSICIONES DE 2-PIRIDINAMINA Y METODOS RELACIONADOS

REFERENCIAS DE LA SOLICITUD RELACIONADA
Esta solicitud reivindica prioridad de la solicitud provisional de Estados Unidos
expediente No. 60/223,795, radicada en Agosto 8 de 2000, la cual se encuentra

aqul referenciada.

Campo de la invencién

La presente invencibn se refiere a composiciones neuroprotectoras de 2-
piridinamina, y métodos de uso de la misma, para prevenir la muerte celular
después de un evento isquémico. Estas composiciones tienen particular importancia
en la prevencién de la muerte de células neuronales y los desérdenes que ella

Antecedentes de la invencién

El glutamato es el mejor neurotransmisor de excitacién répida del sistema nervioso
central en ios mamiferos. Este despolariza las neuronas abriendo tres clases de
canales de iones receptores: receptores AMPA, cainato y NMDA. Incrementos
transitorios en Ios niveles de glutamato sindptico ocumen durante la transmisién
excitatoria normal. Sin embargo, incrementos excesivos en los niveles de glutamato
sinaptico son téxicos para las neuronas, y dispara el proceso de muerte de las
células neuronales, comianmente denominado como excitotoxicidad por glutamato

(Meldrum and Garthwaite 1990). La excitotoxicidad por glutamato contribuye al dafio



cerebral inducido por la isquemia, epilepsia, y varias enfermedades

neurodegenerativas crénicas (Meldrum and Garthwaite 1990).

De las tres clases de canales receptores de glutamato, es especificamente la
sobreactivacién del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) ia primeramente
responsable de disparar la muerte neuronal por excitotoxicidad en varios tipos de
neuronas (Meldrum and Garthwaite 1990). En modelos de ataques fulminantes de
animales, el dafio cerebral por isquemia inducida puede ser ampliamente aliviado
por pretratamiento con un antagonista del receptor NMDA especifico, MK-801 (Park
et al. 1988). Se cree que la excitotoxicidad por glutamato, en muchos tipos de
neuronas, resulta primeramente de la afluencia excesiva de iones caicio, debido a la
aita permeabilidad del receptor NMDA por el caicio (Schneggenburger et al. 1993).
Niveles altos de calcio intfracelular pueden inducir ia sobreactivacibn de enzimas
calcio-reguladas tales como ia sintetasa 6xido nitrica, fosfolipasas, proteasas,
qQuinasas. Ademdas, los altos niveles de calcio intracelular pueden mediar en la
excitotoxicidad.

El sefialamiento del glutamato a través del receptor NMDA induce la fosforilacién y
la activacién de las proteinas quinasas mitdbgeno-activadas (MAPK) en cultivos de
neuronas primarias. (Bading and Greenberg 1991; Xia et al. 1995). Modelos de
dafio cerebral por isquemia en animales sugieren que la actividad incrementada de
los miembros de la familia de las MAPK puede mediar en el dafio neuronal

(Alessandri et al. 1999; Yang et al. 1997). La supresién del Jnk3, un miembro de la



familia de las JNK de las quinasas MAP, la cual se expresa predominantamente en
el cerebro, protage las neuronas del hipocampo, de la exitotoxicidad inducida in vivo
por el dcido cainico; aun cuando el papel del receptor de la NMDA en esta forma de
toxicidad no es claro {Yang et al. 1998). La inhibicién especifica de las quinasas de
ERK1/2, y la quinasa MAP (p44/42) que activan comiente arriba, protegen contra el
dafio neuronal causado por la isquemia cerebral focal (Alessandrini et al. 1999). En
neuronas primarias del hipocampo cultivadas, la inhibicion de las ERK1/2 (p44/42
MAPK) que sefialan la via, protege contra la muerte cerebral inducida por la
remocion del quinuronato, un antagonista de amplio espectro de los receptores de
glutamato (Murray et al. 1998). La toxicidad oxidativa inducida por giutamato no
mediada por receptores, también se bloquea mediante la inhibicién de las ERK1/2
seflaladoras de la via (Stanciu et al. 2000). Colectivaments, éstos reportes indican
claraments el importante papel de sefalizacién de las ERK1/2 MAPK en la toxicidad
neuronal inducida por glutamato. Sin embargo, sigue siendo incierto qué clase de
receptor de glutamato puede disparar la cascada de sefializaciéon excitotdxica, en la

cual la via ERK1/2MAPK esta tan criticamente involucrada.

Evidencia sustancial de la literatura sugiere que la inhibicibn de la MEK (Quinasa
MAP o quinasa ERK, una quinasa treonina-tirosina activadora de ERK1 y ERK2) es
una estrategia efactiva de neuroproteccién in vivo (Alessandrini et al.1999; Hu and
Wieloch. 1994; Kindy 1993). Estos reportes indican que la isquemia cerebral
transitoria induce fosforilacién de la quinasa p42 MAP en el cerebro de los roedores.

Un inhibidor selectivo de MEK1/2, el PD 098059, puede bioquear esta induccién en
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la fosforilacién y puede reducir la extensién del dafio neuronal (Alessandrini et al.
1999). La literatura sobre cultivos de neuronas primarias también sugiere que la via
de la quinasa MAP es relevante en el dalo excitotdxico in vitro, (Bading and
Greenberg 1991; Fiore et al. 1893; Kurino et al. 1995; Murray et al. 1998; Rosen et
al. 1994; Xia et al. 1996). Estos reportes indican que el sefialamiento del giutamato
a través de sus varios receptores iontropicos y metaboltrépicos produce la
activacién de la quinasa p44/42 MAP. La activacién incrementada de la quinasa
P44/42 MAP induce la transcripcion de genes inmediata y temprana (Xia et al. 1996)
y estd implicada en ataques que inducen la muerte celular de las neuronas del

hipocampo cultivadas (Murray et al. 1998).

Las vias seflaladoras que unen el receptor NMDA con la activacién de la quinasa
p42/44 MAP, o las vias comiente abajo que unen la quinasa p42/44 con la
neurotoxicidad retardada, no estan bien entendidas. Los activadores corriente arriba
de las quinasas p42/44 MAP son el MEK1 y el MEK2 (Anderson et al. 1990; Crews,
Alessandrini, and Erikson 1992; Zheng and Guan 1993). Las MEK1/2 son
fosforiladas por la familia Raf de quinasas (Jaiswal et al. 1994; Moodie et al. 1993)
las cuales son activadas por la familia Ras de pequefias proteinas unidas por GTP.
(Papin et al. 1995).

Una molécula intermedia candidata que puede unirse al receptor NMKA para activar
la cascada seflaladora de las Ras/Raf/MEK/p42/44MAPK es la quinasa tirosina

calcio-dependiente PYK2 (Lev et al.1995). Los niveles incrementados de caicio



intracelular pueden activar la PYK2, la cual puede activar la quinasa MAP

sefaladora.

Un segundo intermedio candidato que puede unir la activacién del canal de ion a la
quinasa MAP sefialadora es la quinasa caimodulina (CaM-K). Dos tipos de CaM-Ks
se encuentran altamente expresados en las neuronas, CaM-Kll y CakKM-KIV
(Sakagami and Kondo 1993; Sola, Tussel, and Serratosa 1999). Estas proteinas
quinasas son activadas mediante la unién de calcio y calmodulina, y ellas pueden

regular ia actividad de la p38, la JNK, y la quinasa P42/44 MAP (Enslen et al. 1898).

Una tercera molécula intermedia candidata puede ser el dxido nitrico (NO). En
neuronas corticales, el receptor NMDA unido a la produccion de NO mediante PSD-
95 se necesita para la neurotoxicidad disparada por el receptor NMDA (Sattler et al.
1999). La produccién aumentada del NO también puede incrementar la actividad de
la quinasa p42/44 MAP (Lander et al.1996).

Las Moléculas que estdn cormriente debajo de la quinasa p42/44 MAP incluyen
factores de transcripcion tales como CREB, Elk-1, ¢-Jun, y c-Fos (Vanhoutte et al.
1989). La via de la quinasa p42/44 MAP también puede inducir la fosforilacién de
los componentes del citoesqueleto tales como neurofilamentos (Li et al. 1999),
regular las interacciones en la sinapsis l-actina (Jovanovic et al. 1996), fosforilar la
proteina bésica mielina (Ahn et al. 1991), y regular ta secrecion del amiloide

precursor de proteina (Desdouits-Magnen et al. 1998). Por lo tanto, hay muchos
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mediadores potenciales de neurotoxicidad cormriente abajo de la activacion de la
quinasa p42/44 MAP.

Un entendimiento detallado de las vias seiialadoras que son activadas coiriente
abajo de la estimulacién receptora por glutamato podria ser Gtil para determinar
medios eficientes para prevenir el dafio neuronal inducido por la hipoxiafisquemia.
Se han hecho numerosos intentos para estudiar eatas vias con el fin sefialado. En
Lipton, U.S. Patent 5, 506,231, se describe un método para reducir el dafio de las
neuronas CNS en un paciente infectado con el virus de la inmunodeficiencia
humana, mediante la administracién de un compuesio que antagoniza con el
receptor NMDA. Esta patente no sugiere efectos neuroprotectores por la
administracion de un compuesto que modula componentes en la via de |a sefial de
transduccién, comriente abajo del receptor de NMDA. En Maise, U.S. Patent
5,519,035, se describen inhibidores de la proteina quinasa C como
neuroprotectores de la isquemia cerebra! inducida por administracién de o6xido
nitrico. Se describe un modelo utilizando cultivos de neuronas del hipocampo. En
Mahanthappa, WO/M9/00117, se describen compuestos, que incluyen H89, que
imitan los efectos Hedgehog sobre las sefiales mediadas por remiendo,
particularmente inhibidores de la proteina quinasa A (PK A) como agentes
neuroprotectores. En Liu WO 99/58982 se describen métodos para identificar
compuestos neuroprotectores que antagonizan con la quinasa c-Jun N-terminal
(JNK) o la quinasa de linaje mixto (MLK) en células neurcnales, particularmente en

colulas neuronales del hipocampo HN33. Finalmente, en Alessandrini, WO



99/34792, se describe un modelo de ataque fulminante en ratones por isquemia
cerebral inducida, y se administran inhibidores MEK 1 para monitorear los efectos

neuroprotectores.

A pesar de lo que 88 conoce sobre la excitotoxicidad mediada por receptores de
glutamato, ain queda mucho por aprender acerca de sus mecanismos de accion y
componentes que pueden inhibir selectivamente la muerte de células neuronales

por ella causada.

Resumen de la invencién

Esta invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un

vehlculo farmacedticamente aceptable y un compuesto que tiene la siguiente

o

Re

formula

R

o una sal del mismo, farmace(ticamente aceptable, en la que

a) R1 es H o un sustituyente unido a cuaiquiera de las posiciones 5 o 6 del '

anillo y seleccionado del grupo que consiste de alquilo, alguenilo,
alquinilo, ftienilo, furanilo, pirrolilo, fenilo, pirimidinilo, pirimidinilo
substituido, piridinil, piridinil substituido, fenil-alquenilo, fenil-alquenilo

substituido, benzo [b] tien-24il, 2-benzofuranil y fenilo substituido,



dicho fenilo substituido tiene la siguiente formula

Re

R

en la que (i) Re 68 seleccionado del grupo que consiste de H, OH,
halégeno, alquilamino, dialquilamino, hidroxi-dialquilamino substituido,
alquilo bajo, alquilo acidico bajo, aicoxi, alcoxi bajo halégeno substituido,
fenilo y morfolinilo, y (ii) Ry representa entre uno y cuaftro sustituyentes,
los cuales pueden ser el mismo o diferentes, y son seleccionados del
grupo que consiste de H, haldgeno, amino, alquilo, alquilo bajo, alquilo
bajo halégeno substituido, alquilamino, dialquilamino, alcoxi bajo acidico,
alcoxi, alcoxi bajo halégeno substituido, alcoxi y fenilalcoxi, con la
condicion que Rs y Ry pueden ser unidos para formar 2-naftilo o 1,3-
benzodioxililo;

b) Cada Rz es independientements H o alquilo bajo;

c) Cada Ra es independientemente seleccionado del grupo que consiste de
H, alquilo bajo, amino, dialquilamino y alcoxi bajo;

d) R4es H, alcoxi o morfolinilo, con la condicién que R4 puede ser unido con
Ra para formar 2,3-dihidro-1,4-benzodioxinilo o 9-alquil 9H carbazolilo; y

e) Rses H o alquilo bajo.

Esta invencién también proporciona un método para reducir la muerte por isquemia

en una poblacién celular que comprende contacto de las células con una cantidad



profildcticamente efectiva del compuesto contenido en la presente composicién

farmacéutica.

Esta invencién ademds proporciona un método para reducir la muerte celular en
respuesta a un evento traumético que comprende el contacto de la célula neuronal
con una cantidad profildcticamente efectiva del compuesto contenido en la presente
composicién farmacéutica, antes de, durante o dentro de un periodo adecuado de

tiempo posterior al avento traumético.

Esta invencién ademés proporciona un método para reducir la muerte celular en
respuesta a un evento traumatico en un sujeto, que comprende la administracion al
sujeto de una cantidad profilacticamente efectiva del compuesto contenido en la
presente composicion farmacéutica, antes de, durante ¢ dentro de un periodo

adecuado de tiempo posterior al evento traumético.

Finalmente, esta invencién proporciona un aparato para administrar al sujeto la
presente composicion farmacéutica, que comprende un contenedor y la
composicién farmacéutica respectiva, en donde el contenedor tiene un dispositivo
que libera al sujeto una doais profiléctica de la composicién farmacéutica.
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Breve descripeién de las figuras

Figura 1: A: respuesta funcional intracelular del calcio por recepcién mediada del
NMDA. Los simbolos de cuadrado relleno representan el control, los simbolos de
tridngulo relieno representan MK-80-1 100 uM; B: [°H}FMK-801 unidas a las

neuronas P19 diferenciadas.

Figura 2: A: Experimento de viabilidad de las neuronas P19 usando medidas de
flucrescencia Azul Alamar. B: Respuesta a la muerte por dosis de giutamato leida
con azul alamar. Los datos se presentan como % del control. C:MK-801 Bloque de

dependencia de la dosis MK-801.

Figura_3: A- Compuesto A, un inhibidor de p38, respuesta a la dosis de
pretratamiento. B: U0126, un inhidor de MEK1/2, respuesta a la dosis de
pretratamiento.

Figura 4. A: U0126 no bloquea las respuestas del calcio inducidas por glutamato. B:
U0126 no bloquea las uniones [3H]-MK-801 en neuronas P18.

Figura 5: A: Seguimiento de la eficacia en el tiempo del postratamiento con U0126.

Figura 6: A: El U0126 no inhibe la toxicidad inducida por estaurosporina. Los

simboios de cuadrado relieno no representan compuesto aiguno; los simbolos de

31



11

triangulo relleno representan U0126 10 pM. B: El U0126 no bloquea la toxicidad
inducida por A23187. C: EI U0126 no afecta la viabilidad basal de las neuronas P18.
Figura 7: Los compuestos de 2-piridinamina y 4 pirimidinamina (listados por namero
de compuesto) muestran neuroproteccién retardada en el postratamiento. La
eficacia que se alcanza a las 2 horas posteriores del tratamiento con glutamato es
equivalente a la que se alcanza cuando las neuronas P19 son pretratadas con estos
compuestos. Este perfil temporal corresponde a aquel del inhibidor MEK, U0126.
Las barras punteadas abiertas rapras'enian el % NP en el pretratamiento; las bamras

rellenas representan el %NP dos horas después del tratamiento.

Descripcion detallada de la i cién:

Esta invencién proporciona un composicion farmacéutica que comprende un
vehiculo farmaceiticamente aceptable y un compuesto que tiene la siguients

formula

o0 una sal del mismo, farmacedticamente aceptable, en la que

a) R1 es H o un sustituyente unido a cualquiera de las posiciones 5 o 6 del
anillo y seleccionado del grupo que consiste de alquilo, alquenilo,

alquinilo, tienilo, furanilo, pimolilo, fenilo, pirimidinilo, pirimidinilo



iz Yl

substituido, piridinil, piridinil substituido, fenil-alquenilo, fenil-alquenilo

substituido, benzo [b] tien-2-il, 2-benzofuranil y fenilo substituido,

dicho fenilo substituido tiene la siguiente formula
RSN
R

en la que (i) Re o3 seleccionado del grupo que consiste de H, OH,
halégeno, alquilamino, dialquilamino, hidroxi-dialquilamino substituido,
alquilo bajo, alquilo acldico bajo, alcoxi, alcoxi bajo halégeno substituido,
fenilo y morfolinilo, y (ii) Ry representa entre uno y cuatro sustituyentes,
los cuales pueden ser el mismo o diferentes, y son seleccionados del
grupo que consiste de H, haldgeno, amino, alquilo, alquilo bajo, alquilo
bajo halégeno substituido, alquilamino, dialquilamino, alcoxi bajo acidico,
alcoxi, alcoxi bajo halégeno substituido, alcoxi y fenilalcoxi, con la
condiciéon que Rs y R7 pueden ser unidos para formar 2-naftiio o 1,3-
benzodioxlilo;

b) Cada R; es independientemente H o alquilo bajo;

¢) Cada R; es independienternente seleccionado del grupo que consiste de
H, alquilo bajo, amino, dialquilamino y alcoxi bajo;

d) Rqes H, alcoxi o morfolinilo, con la condicidbn que R4 puede ser unido con
Rs para formar 2,3-dihidro-1,4-benzodioxinilo o 8-alquil 8H carbazolilo; y

@) Rses H o alquilo bajo.
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En una foomulacién de la presente composicion farmacéutica, Rq es un fenilo
substituido en la posicién 5 del anillo, y cada Rz es H. En otra formulacion, R4 €8
morfolinilo. En otra formulacién, cada Ra es un alcoxi bajo y Re 8s un alcoxi bajo.
Aln en ofra formulacién, Ry estd en la posicion 6 del anillo, cada R2 es H, y

preferiblemente, cada R» y R4 son alcoxi bajo.

En la formulacién preferida de la presente composicion farmacéutica, el compuesto

contanido en ella se selecciona del siguiente grupo, cuyas estructuras estdn

establecidas abajo en los Detalles Experimentales:
5-(3-etoxifenil)-N-(3.4,5-trimetoxifenil)-2-piridinamina;
N-[4-(4-morfolinil)fenil]-5-(2-naftil)-2-piridinamina;
5-benzo[bltien-2-il-N-[4-(4-morfolinil)fenil]-2-piridinamina;
543,5-bis(trifluorometil)fenil}-N-[4-(4-morfolinil)fenil}-2-piridinamina;
5-J4-(4-morfolinil)fenil]-N-j4-{pentoxi)fenil}-2-piridinamina;
5-[4-(dimetilamino)fenil}-N-]4-(pentoxi)fenil}-2-piridinamina;
5-{4-{dimetilamino)fenil}-N-{4-rmetoxifenil)-2-piridinamina;
5-(1,3-benzodioxol-5-il)-N-[4-{pentoxi)fenil] -2-piridinamina;
Acido 4-{6-[[4-(pentoxi)feniljamino}-3-piridinil}-benzopropanoico;
5-(2-metoxifenil)-N-{4-(pentoxi)fenil}-2-piridinamina;
N-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxina-6-il)-5-[(E)-2-feniletenil]-2-piridinamina;
N-[6-[3-(dimetilamino)fenil}-2-piridinil}-9-etil- 9H-carbazol-3-amina;
6-(3-etoxifenil)-N-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-piridinamina;
6-{3~(trifluorometoxi)fenil}-N-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-piridinamina;



14

6-(1,3-benzodioxol-5-i1)-N-(3,4,5- frimetoxifenil)-2-piridinamina;
6-fenil-N+(3,4,5- trimetoxifenil)-2-piridinamina;
6-(3,4-dimetoxifenil)-N-(3,4,5- trimetoxifenil)-2-piridinamina,;
6-(3,4-dimetilfenil)-N-(3,4,5- rimetoxifenil)-2-piridinamina;
N-(4,5-dimetoxi-2-metilfenil)-6-(3,4-dimetilfenil)-2-piridinamina;
6-(2-naftil)-N-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-piridinamina;
6-(2-fenoxifenil)-N-{3,4,5- trimetoxifenil}-2-piridinamina; y
6-{(E)-2-feniletenil}-N- (3,4,5-frimetoxifenil)-2-piridinamina;

A menos que se especifique otra cosa, el tdrmino aqui usado como "aiquilo®, se
refiere a saturados lineales, sustituyentes ramificados o ciclicos consistentes
solamente de carbono y H. El alquilo bajo se refiere a un alquilo que contiene entre
1 y 4 dtomos de carbono. El término “alquenilo” se refiere a insaturados lineales,
sustituyentes ramificados o ciclicos consistentas solamente de carbono y H que
contienen al menos un doble eniace. El término "alquinilo” se refiere a insaturados
lineales, sustituyantes ramificados o ciclicos consistentes solamente de carbono y H

que contienen al menos un triple enlace.

El tdrmino “alcoxi” se refiere a O-alquilo, donde el alquilo se entiende segun lo antes
definido. El término “alquiltio® se refiere a S-alquilo, donde el alquilo se entiende
segun lo antes definido. Un alquil acidico es una cadena de carbono con un grupo

terminal COOH.

43
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Como se usa aqul, el thrmino "alquilamino® significa un alquilo sustituido por un
grupo amino. Similarments, el término “dialquilamino™ significa un grupo amino
sustituido con dos grupos alquilo seleccionados independientemente. El término
*hidroxi dialquilamino sustituido™ se refiere a un grupo dialquilamino en e! que
alguno o dos de los grupos alquilo estan independientements sustituidos con un
grupo hidroxi, independientemente en alguno de los 4tomos de carbono del grupo(s)

alquilo.

El tdrmino *halo® significa flGor, cdloro, bromo y yodo. El simbolo “Ph” o “PH" se

refiere al fenilo.

Cuando un grupo particutar estd “sustituido® (e.g., arilo, heterocicioalquilo,
heteroarilo, y similares), dicho grupo puede tener uno més sustituyentes,
preferiblemente de uno a cinco sustituyentes, méds preferiblemente de uno a tres
sustituyentes, ain més preferiblemente de uno a dos sustituyentes, seleccionados
independientemente de la lista de sustituyentes.

Haciendo referencia a ios sustituyentes, el término “independientemente” significa
que cuando mds de uno de tales sustituyentes es posible, tales éustituyentes

pueden ser el mismo o diferentes entre si.

Para los propésitos de esta invencién, el sistema anillo de piridina tendra la

siguiente numeracion:
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Los compuestos contenidos en la presente composicién farmacéutica estén
ejemplificados en la seccién de Detalles Experimentales més adelante. Esos
compuestos estdn comerciaimente disponibles en BioFocus PCC (Reino Unido)
formando parte de la biblioteca quimica. Altemativamente, los compuestos

ejemplificados més adelante, pueden preparase usando métodos conocidos.

Como es aqui usada, |a frase “sal farmacelticamente aceptable” significa una sal de
la base libre, la cual posee la actividad farmacoldgica deseada de la base libre, ia
cual no es ni bioldgicamente, ni de ninguna otra manera indeseable. Estas sales
pueden derivarse de dcidos inorganicos u orgénicos. Ejemplos de dcidos
inorganicos son el acido corhidrico, el dcido nitrico, el acido bromhidrico, el acido
sulfdrico y el dcido fosfdrico. Ejemplos de acidos organicos son el dcido acético, el
écido propidnico, el écido glicdlico, acido Iactico, acido pinivico, dcido maldnico,
acido succinico, acido mdlico, 4cido maléico, acido fumdrico, 4cido tartarico, dcido
citrico, acido benzxoico, écido cindmico, acido mandélico, dcido metanosulfdnico,
acido etanosulfbnico, dcido p-toluensulfdnico, dcido metilsulfbnico, dcido salicllico y

similares.
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La presente composicion farmacéutica se puede preparar de acuerdo con las
técnicas farmacéuticas convencionales. El vehiculo farmaceuticamente aceptable
alll dentro, puede tomar una amplia variedad de formas dependiendo de la
preparacién deseada segin la forma de administracion, tal como la administracion
sistémica, que incluye pero no se limita a intravenosa, oral, nasal o parenteral. Al
preparar las composiciones para dosificar en forma oral, se pueden emplear
algunos de los vehiculos farmacéuticos usuales, tales como agua, glicoles, aceites,
alcoholes, agentes saborizantes, preservativos, agentes colorantes, jarabes y
similares en el caso de preparaciones liquidas orales (por ejemplo, suspensiones,
elixires y soluciones), o vehiculos tales como almidones, azlicares, diluyentes,
agentes granuladores, lubricantes, ligantes, agentes desintegrantes y similares en

el caso de preparaciones orales sdlidas (por ejemplo, polvos, cépsulas y tabletas).

Por su fécil administracion, las tabletas y capsulas representan una ventajosa forma
unitaria de dosificacion oral, en la cual se emplean vehiculos farmacéuticos sdlidos.
Si se desea, las tabletas pueden cubrirse con azlcar o entéricos mediante las
técnicas estdndar. Para parenterales, el vehiculo usualmente comprende agua
estéril, adn cuando pueden incluirse otros ingredientes para propésitos de
solubilidad o preservaciébn. Las suspensiones inyectables también se pueden
preparar empleando vehiculos liquidos apropiados, agentes de suspensién y

similares. Los compuestos también se pueden suministrar en forma de aerosol.



Esta invencion también proporciona un método para reducir la probabilidad de
desarrollo de muerte cerebral por isquemia, que comprende el contacto de la célula
con una cantidad efectiva profilacticamente del compuesto contenido en la presente

composicion farmacéutica.

Como as aqui usado, el tdrmino “muerte isquémica”, cuando se refiere a una célula,
significa muerte causada por falta de oxigeno. La muerte celular por isquemia
puede ser causada, por ejemplo, por condicionas hipdxicas. Las isquemia in vivo o
ex vivo de células o tejidos enteros, puede resultar, entre otras cosas, de la anemia
localizada debida a la interferencia del suministro sanguineo causada por
obstruccion, destruccibn o constriccibn de los vasos sanguineos. La muerte
isquémica y sus caracteristicas morfolégicas son bien conocidas e identificables por

aquellos versados en el arte.

Como es aqul usado, una “cantidad profildcticamente efectiva® de la presente
composicién farmacéutica, o sus compuestos, significa una cantidad que reduce la
incidencia de la muerte celular en una poblacién de células. La presents
composicion farmacéutica generalmente contendré dosis por unidades (e.g., tableta,
capsula, polvo, inyeccion, cucharaditas y similares) de cerca de 0.001 a cerca de
100 mg/kg. En una formulacion, la presente composicion farmacéutica contiene una
dosis por unidad de cerca de 0.01 a cerca de 50 mg/kg de compuesto, y
preferiblemente de cerca de 0.05 a cerca de 20 mg/kg. En el arte se conocen

métodos para determinar las dosis efectivas profildclicamente para la presente

y7
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composicién farmacéutica. La dosis efectiva para administrar la composicion
farmacéutica en humanos, por ejemplo, se puede determinar farmacelticamente a

partir de los resultados de estudios en animales.

Una “"poblacién celular® se usa aqui para referirse a células in vitro, tal como en un
recipiente de cultivo, o in vivo como parta de un fluido corporal 0 como un tejido u
6rgano intactos. La poblacién celular puede ser homogénea (comprende un tipo de
células) o heterogénea (comprende una poblacién de células tipo mezcladas). Las
pobilaciones de células preferidas son las poblaciones de céiulas heterogéneas que
comprenden al menos una célula tipo que ha sido identificada como protegida de la

muerte isquémica, por la presencia de los compuestos de esta invencién.

En una formulacién del presente método, las células que conforman la poblacién
celular son preferiblemente células de mamiferos y més preferiblements células
humanas. Las células que conforman una poblacidn celular que demuestran
reduccién del dafio por isquemia en respuesta a un evento traumatico, incluyen pero
no se limitan a, poblaciones celulares que comprenden al menos una célula
seleccionada del grupo que consiste de una céiula neuronal, una célula glial, una
célula cardiaca, un linfocito, un macréfago y un fibroblasto. En la formulacién

preferida, la célula es una célula neuronal.

Esta invenciébn también proporciona un método para producir la muerte celular

neuronal en respuesta a un evento traumético que comprende el contacto de la
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célula neuronal con una cantidad profilicticamente efectiva del compuesto
contenido en la presente composicién farmacéutica, antes de, durante, o dentro de

un periodo de tiempo apropiado posterior al evento traumético.

Los dos métodos presentes pueden ser ejecutados in vitro, ex vivo, o in vivo. Como
aqui 8e usa, el contacto de una célula con un agente "in vitro” incluye, a manera de
ejemplo, el contacto de dicho agente con una célula que esta en un cultivo celular
individual, un cultivo celular mixto, 0 un cultivo de tejido de células primarias. El
contacto de una célula con un agente ex vivo, incluye a manera de ejemplo, el
contacto de dicho agente con una célula que es parte de un fejido organizado o un
6rgano mantenido por fuera del cuerpo del sujeto de quien proviene. El contacto de
la céiula con un agente in vivo, significa el contacto de dicho agente con una célula

presents en un sujeto.

Esta invencion ademas proporciona un método para reducir la muerte de células
neuronales en respuesta a un evento traumdtico en un sujeto, que comprende la
administracién al sujeto de una cantidad profilcticamente efectiva de la presente
composicién farmacéutica, antes de, durante o dentro de un adecuado periodo de
tiempo posterior al evento traumético. El trmino "sujeto” incluye, pero no se limita
a, algin animal o animal artificiaimente modificado. En la formulacién preferida, el

sujeto es un humano.

'S
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La via de administracidn de ia presente composicién farmacéutica a un sujeto, es
preferiblemente sistémica, que incluye, por ejemplo, administracién intravenosa (iv),
subcutdnea (sc) y oral. En una formulacién la presente composicion e administra
directamente al sistema nervioso. Esta via de administracién incluye, pero no so
imita a, la intracerebral, intraventricular, intracerebroventricular, intratecal,
intracisternal, intraespinal, y/o periespinal; la cual puede emplear agujas
intracraneales e intravertebrales, y catéteres con o sin dispositivos de bombeo. Las
dosis por infusién pueden estar dentro del rango, por ejemplo, de cercade 1.0 a 1.0
x 10* pg/kg/min del presente compuesto, durante un periodo que oscila entre
algunos minutos y varios dias. Para administracién topica, el presente compuesto
puede mezclarse con un vehiculo farmacéutico en una concentracion de por

ejemplo, cerca de 0.1 a cerca de 10% de droga por vehiculo.

En el presente método, la muerte de células neuronales causada por un evento
traumdtico incluye, por ejemplo, un desorden médico, un trauma fisico, un trauma

quimico y un trauma biolégico.

Ejemplos de deasérdenes médicos que ocasionan la muerte de células neuronales
incluyen dafio hipdxico-isquémico perinatal, paro cardiaco, ataque
fulminante/isquémico, neuropatia inducida por la hipoglicemia, isquemia cerebral
inducida por cirugia cardiaca, desdrdenes por estnés postraumético, deteﬁop de la
memoria inducida por estrés, epilepsia cronica, esclerosis miiltiple, enfermedad de

Parkinson, neuropatia periférica diabética, dolor neuropético, parélisis de Bells,

5O
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sindrome de la enfermedad del seno, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Pick, enfermedad de cuerpo difuso de Lewy, enfermedad de Cruzfeld, Jacobs y
otras enfermedades de agregacién de proteinas, pardlisis supranuclear progresiva
(sindrome de Steel-Richardson), degeneracién multisistémica (sindrome de Shy-
Drager), esclerosis iateral amiotropica (ALS), ataxias degenerativas, degeneracion
basal corfical, ALS-Parkinson-complejo de demencia de UAM, panencefalitis
esclerética subaguda, enfermedad de Huntington, sinucleinopatias (incluyendo
atrofia multisistémica), afasia progresiva primaria, degeneracién estriatonigral,
enfermedad de Machado-Joseph, ataxia espinocerebelar tipo 3, degeneraciones
olivopontocerebelares, enfermedad de Gilles De La Tourette, pardlisis bulbar y
seudobulbar, atrofia muscular espinal y espinobulbar (enfermedad de Kennedy),
esclerosis primaria lateral, paraplegia espasmédica de familia, enfermedad de
Werdnig-Hoffman, enfermedad de Kugelberg-Welander, enfermedad de Tay-Sach,
enfermedad de Sandhoff, enfermedad espasmddica familiar, sindrome maligno
neuroléptico, enfermedad de Wohlfart-Kugelberg-Welander, paraparesis
espasmobdica, leucoencefalopatia, demencia relacionada con el SIDA, sindrome de
la enfermedad del seno, neuropatia post-herpética, meningitis viral, meningitis
bacterial, enfermedades causadas por priones, y disautonomia familiar (sindrome

de Riley-Day).

Los traumas fisicos que causan la muerte de células neuronales incluyen, por
ejemplo, trauma focal del cerebro, trauma difuso del cerebro, dafio del cord4n

espinal, infarto cerebral, ociusibn embélica, oclusidn trombética, reperfusion,

5l
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hemorragia intracraneal, latigazo, sindrome de! infante agitado, y dafio del nervio

periférico inducido por radiacion.

Los traumas quimicos que causan |a muertea de células neuronales incluyen, por
ejemplo, exposicién al alcohol, agentes quimioterapéuticos, gases de guerra, plomo,
cianoacrilatos, poliacrilamida, e inhalantes txicos. Finalmente traumas biolégicos
que causan la muerte de células neuronales incluyen, por ejemplo, exposicién al

VIH, virus del herpes y meningitis causada por virus y bacterias.

Poniendo en practica el presente método, la composicién farmacéutica puede ser
administrada al sujeto, antes, durante o subsaecuente al evento traumgético. Como es
aqui usado, el término "subsecuente” se refiere a algin punto en el tiempo
comenzando con el evento traumético, y continuando hasta que se disminuya el

potencial de la muerte celular causada por el evento traumdtico.

Finalmente, esta invencién proporciona un aparato para administrar a un sujeto la
presente composicién farmacéutica, que comprende un contenedor y Ia
composicion farmacéutica respectiva, en donde el contenedor tiene un dispositivo
que libera al sujeto una dosis profilactica de la composicién farmacéutica. En la
formulacién preferida, el dispositivo que libera la composicion farmacéutica es una

jeringa.

S'L
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Ideaimente, el presente aparato es un dispositivo predosificado autoinyectable para
un uso Unico, el cual contiene la composicién presente. Tal dispositivo seria 0til, por
ejemplo, en una unidad ambulatoria mévil o para administrar a una persona en
riesgo por un evento neurotdxico. Los dispositivos mecdnicos autoinyectables son
bien conocidos en el arte; un ejemplo de éstos es el dispositivo EpiPen® (Meridian
Medical Technologies Inc.), el cual es un dispositivo autoinyectable que contiene

epinefrina para individuos sujetos a choques anafildcticos.

Esta invencion seré& mejor entendida al leer los Detalles Experimentales que siguen,
pero aquellos versados en el arte rapidamente apreciardn que éstos son solamente
ilustrativos de la invencién como se describe en forma completa en las
reivindicaciones que se encueniran més adelante. Adicionalmente, se han citado
varias publicaciones a lo largo de esta solicitud. Las divulgaciones de éstas
publicaciones estén citadas en la presente solicitud para describir el estado del arte

cormespondients.

o, 2-piridinamina, 5-(3-etoxifenil)-N-(3,4,5-
trimetoxifenil)-
(Compuesto 12)
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2-piridinamina, N-[4-(4-morfolinil)fenil}-5-
(2-nattil)-
{Compuesto 25)

2-piridinamina, 5-benzo[bltien-2-il-N-{4-
(4-morfolinil)fenil}-
(Compuesto 22)

2-piridinamina, 5-[3,5-bis(trifluorometil)
fenil}-N-[4-{4-morfolinii)fenil)-
(Compuesto 21)

{5

2-piridinamina, 5{4-(4-morfolinil)fenil}-N-
[4-(pentoxi)fenil]-
(Compuesto 6)

2-piridinamina,5-{4-(dimetilamino)fenil}-
N-[4-(pentoxi)fenil}-
(Compuesto 7)

2-piridinamina,5-[4-{dimetilamino)fenil}-
N-(4-metoxifenil)-
(Compuesto 8)

2-piridinamina,5-(1,3-benzodioxol-5-il)}-N-
[4-(pentoxi)fenil]-
(Compuesto 13)

i

‘Acido  4-[6-{[4{pentoxi)fenillamino}-3-
piridinil] benzopropanoico
(Compuesto 10)

gt
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2-piridinamina, 5-(2-metoxifenil)-N-{4-
(pentoxi)fenil}-
(Compuesto 14)

2-piridinamina,N-(2,3-dihidro-1,4-
benzodioxin-6-il}-5-[(E)-2-feniletenil}-
(Compuesto 88)

9H-carbazol-3-amina,N-[6-{3-
(dimetilamino)fenil}-2-piridinil]-9-etil-
(Compuesto 104)

2-piridinamina,6-(3-etoxifenil)-N-(3,4,5-
trimetoxifenil)-
(Compuesto 114)

2-piridinamina,6-[3-(trifluorometoxi)fenil}-
N-(3,4,5-trimetoxifenil)-
(Compuesto 118)

2-piridinamina,6-(1,3-benzodioxol-5-l)-N-
(3.4,5-trimetoxifenil)-
(Compuesto 120)

2-piridinamina,6-fenil-N-(3,4,5-
trimetoxifenil)-
(Compuesto 122)

2-piridinamina,6-(3,4-dimetoxifenil)-N-
(3,4,5-trimetoxifenil)-
(Compuesto 124)

FREGEERH

2-piridinamina,6-(3,4-dimetilfenil)-N-
(3.4,5-trimetoxifenil)-
(Compuesto 126)
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2-piridinamina, N-{4,5-dimetoxi-2-
ng,m metilfenil)-6-(3,4-dimetilfenil)-
(Compuesto 127)

2-piridinamina,6-(2-naftil}-N-(3,4,5-
trimetoxifenil)-
{Compuesto 135)

2-piridinamina,8-(2-fenoxifenil)-N-(3,4,5-
[ﬁ\ir\?: trimetoxifenil)-
(Compuesto 138)

2-piridinamina,6-[(E}-2-feniletenil]-N-
(3,4,5-trimetoxifenil)-
{Compuesto 144)

Elemplo 2

Caracterizacién de Células P19 Diferenciadas

Diferenciacién de Células P19

Las células P19 son una linea de carcinoma embrional pluripotente que pueden ser
inducidas a diferenciarse relativamente répido, entre las neuronas postmitticas en
presencia de altas dosis de acido retinbico (Jones-Velleneuve et al.1982; Jones-
Velleneuve et al. 1983; McBumey and Rogers 1882). Ellas son mirido equivalentes
de la neuronas humanas NT-2N, las cuales también se derivan por diferenciacion
acido retinoica de células precursoras de teratocarcinoma. Las neuronas NT-2N
diferenciadas, que quizds son las més conocidas de las dos lineas neuronales
derivadas de teratocarcinoma, expresan una amplia variedad de marcadores

neuronales, y experimentan muerte celular excitotdxica, hipoxia-inducida, mediada

56.



28

por receptores NMDA (Pleasure and Lee 1993; Pleasure, Page and Lee 1992;
Rooiwelt et al. 1998). Igual que las NT-2Ns, las neuronas P19 también expresan
una amplia variedad de marcadores neuronales; muesiran respuesta de calcio
intracelular mediada. por receptor NMDA a sus agonistas; y experimentan
excitotoxicidad (Canzoniero et al. 1996; Grobin et al. 1999; Morley et al. 1995; Ray
and Gottlieb 1993; Turetsky et al. 1993).

Las células P19 fueron compradas en ATCC (Manassas, VA.) Estas crecieron en
frascos de cultivo de tejidos de 150cm? en el medio *Modified Eagle Medium® de
Dulbecco (DMEM, Gibco BRL) suplementado con 10% de suero bovino fetal,
glutamina, (2mM), piruvato de sodio (1{mM), bicarbonato de sodio (0.15% ph), v
penicilina/estreptomicina (50 unidades/mL) en una atmésfera de 5% de COz A 37°C.
En el dia 1 del protocolo de diferenciacion, células P19 confluentes se dividieron en
50-70% de confluencia en un medio de crecimiento. En el segundo dia de protocolo,
se adicionaron, al medio de crecimiento, acido todo-trans-retindico 10uM (ATRA,
Sinma) y MK-801 10uM. El MK-801 10uM se adiciond en esta etapa para prevenir |a
muerte celular de neuronas en diferenciacibn que comienzan a manifestar los
receptores NMDA. En el dia 4, se puso a las células un medio de crecimiento
fresco, con ATRA y MK-801 frescos. En el dia 5, se disociaron células del frasco de
cultivo de tejido, lavando 4 veces con un amortiguador salino de calcio y magnesio,
libre de fosfato y adicionando 4 mL de solucién de disociacion celular no enzimética

(Sigma).

57
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Una vez disociadas, las células se colocaron en 40ml. de un medio de
diferenciacion. El medio de diferenciacién consistia de medio neurobasal (Gibco
BRL) suplementado al 1% con suplemento N-2(Gibco BRL), 01% de elementos
traza B (Mediatech), 1mM de sulfato de calcio (Sigma), 2mM de glutamina, piruvato
de sodio (1mM), bicarbonato de sodio (0.15% phv), y 1% de antibidtico/antimicitico
(Gibco BRL). Al medio de diferenciacidon se afadi6 10pyM de citosina-D-
arabinofuranésido para prevenir el crecimiento de células no diferenciadas. En lo
sucesivo no se agregdé mas MK-801. Las células se trituraron 20 veces, luego se
dividieron 1:4 en 96 pozos, o 1:3 en platos de cultivo de tejido de 100mm. Cuatro
dias después, las células estuvieron 6ptimas para la adicién del compuesto y fueron
ensayadas 24 horas més tarde.

RT-PCR

La totalidad del RNA fue separado de los platos de cultivo de tejido de 100mm de
neuronas diferenciadas P19 o células no diferenciadas P19 usando el mini kit
QUIAGEN Rneasy de acuerdo con los protocolos del fabricante. La amplificacion
del RT-PCR de las subunidades recepioras NMDA de muridos fue obtenida de 250
ng totales del molde RNA separado de las células P19 no diferenciadas, células a
los 4 dias después de la induccion con acido retindico (ATRA) y células a los 9 dias
después de la induccién con ATRA. Las reacciones RT-PCR en una sola etapa
fueron establecidas usando el LightCycler™-RNA kit de amplificacién, SYBR Green
| (Boehringer Mannheim), de acuerdo con los protocolos del fabricante. Las

reacciones RT-PCR de tiempo real fueron llevadas a cabo en tubos capilares
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LightCycler™ | usando el instrumento LightCycler™ y 250 ng de moide RNA
(Boehringer Mannheim). La reaccién de la transcriptasa inversa se llevd a cabo por
10 minutos a 55°C. Se hicieron 30 ciclos de PCR; a 50°C de temperatura de
coccion; 72°C de temperatura de extension y 80°C de temperatura de fusién. Las
reaciones $e compararon con un control negativo de agua en cada serie iniciadora.
Se extrajeron 5uL del producto, y se comrieron en geles de agarosa 1x TBE. Las
series iniciadoras de las subunidades receptoras NMDA de ratones utilizadas,

incluyeron zeta 1 y epsilons 1-4,

Las muestras de RNA después de 4 dias y 9 dias de tratamiento con el acido
retindico, las muestras no diferenciadas y las muestras control se separaron por

electroforesis y se probaron con iniciadores internas zeta 1, epsilon 1 y epsilon 2.

E! RT-PCR de Ias subunidades receptoras NMDA, de todas |as muestras de RNA,
revelaron que la induccién de la diferenciacién por dcido retindico también induce la
expresion de los mMRNA de zeta 1, epsilon 1 y epsilon 2. Los datos fueron resumidos

utilizando 3 experimentos separados.

Papel secante

El medio fue retirado de las células sembradas en los platos de cultivo de tejido de
100mm. Las células se cosecharon en amortiguador de lisis RIPA (Tris HCl 100mM
pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA 1nM, Triton X-100 1%, deoxicolato de sodio 10%,

sulfato, dodecil sulfato de sodio 0.1%). Cada muestra se sometié a ultrasonido por
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20 segundos, el amortiguador de muestra Laemmli (BioRad) se agregé a una
concentracién final 1x, y las muestras se incubaron por 10 minutos a 95°C. Las
muestras a ser probadas con anticuerpos receptores de NMDA (policiones contra
ratas NR1, NR2A y NR2B obtenidas en Chemicon) se sometieron a electroforesis
en geles matriz en tris-glicina al 6% (NOVEX). Las muestras a ser probadas con
anticuerpos p42/44 de quinasa MAP (New England Biolabs) se sometieron a
electroforesis con geles matriz en tris-glicina al 12% (NOVEX). La electroforesis se
hizo en un aparato NOVEX por 1.5 horas a 200 voltios. Las proteinas se
transfirieron a la membrana de polivinilideno difluorado (PVDF, NOVEX) usando un
dispositivo de transferencia de humedad por 1 hora a 100 voltios. Antes de ser
transferidas, las membranas PVDF fueron sumergidas en metanol al 100% por 1
minuto, luego se empaparon en amortiguador de transferencia por 5 minutos. Luego
de la transferencia, las membranas se removieron y se agitaron suavemente en
solucién bloqueadora (leche 5%, tween-20 al 0.05% en amortiguador salino de
fosfatos)a 4°C toda la noche. Luego las membranas se lavaron una vez con
tween/PBS y, anticuerpos primarios 1:1000 en tween/PBS con 5% de leche que se
incubaron por 1 hora a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron 4 veces
por 15 minutos a temperatura ambiente. Se incubaron anticuerpos secundarios
acoplados con peroxidasa de rabano cerca de 45 minutos a temperatura ambiente
en tween-PBS con 5% de leche. Las membranas se lavaron 4 veces por 15 minutos
a temperatura ambients. Los papeles fueron desarrollados usando plus ECL
(Amesham) y expuestos en pelicula.
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El andlisis de papel secante fue realizado para las subunidades proteinicas
receptoras en lisados de células P19 cosechadas después de 4 dias o 9 dias de
exposicién al &cido refinoico. Las bandas de tamafio adecuado (Zeta1=~120kDa,
Epsilon 1 y Epsilon 2=~180kDa) pudieron detectarse dentro de los lisados
neuronales diferenciados P19, pero no puedieron detectarse dentro de los lisados
de células no diferenciadas. Los datos representativos se obtuvieron de 3

experimentos separados con resultados similares.

El andlisis de papel secante revelé que las neuronas P19 diferenciadas terminales
muestran niveles detectables de proteinas zeta 1, epsilon 1 y epsilon 2. Las mRNAs
epsilon 3 y epsilon 4 o proteinas no fueron detectadas en ningin momento en estas
células.

Estos datos demuestran que tales métodos de diferenciacién de células P19 dentro
de las neuronas, resultan exitosos en la expresidn funcional de receptores NMDA a
niveles de mRNA, proteina, respuestas del calcio intracelular inducidas por
agonistas sensitivos al MK-801 y toxicidad por glutamato sensitivo al MK-801. Estos
resultados estdn de acuerdo con la literatura. Resuita interesante, sin embargo, en
adicion a la expresién de zeta 1 y epsilon 2, haber alcanzado también una expresion
confiable del receptor NMDA de la subunidad epsilon 1; ila cual ain no ha sido
alcanzada con ofros métodos reportados de diferenciacion de células P19 (Ray and
Gotilieb 1893). La presencia de las tres subunidades mds se parace a patrones de

expresion observados en la regidn anterior del cerebro de los adultos roedores, que

&l
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incluyen la corteza y el hipocampo (Ishii et al. 1993; Laurie et al. 1995, Monyer et al.
1994; Monyer et al. 1992; Standaert et al. 1954).

Ejemplo 3
Ensayo de Excitotoxicidad en P19 Diferenciadas

Las células se cargaron con Fura-2-AM 5pM (Pruebas moleculares) por 1 hora a
37°C. Ellas se lavaron una vez con solucién salina balanceada de Hanks (HBSS,
Gibco BRL), y ensayadas en amortiguador HBSS. Las células se colocaron en el
médulo de un ATTOFLUOR™ modificado (Atto Instruments, Rockville Pike, MD). La
alta velocidad y doble excitacion del fura-2, se obtuvo usando un excitador de alta
velocidad RATIO ARC™ (Atto Instruments). Una luz de ldmpara de mercurio se
pasd a través de filtros de paso de banda de 334nm o 380nm (10nm de ancho de
banda), y luego se pasd a través de un objetivo 20x (Zeiss, Plan-Apochromat,
NA=0.75) a una velocidad de 2.5 Hz. La luz emitida fue tfransmitida a través de un
espejo dicroico a 400nm, y recogida por una camara CCD intensificada de
ATTOFLUOR™. La intensidad promedio de las imagenes adquiridas, cuando se
excita a 334nm y 380nm, fue analizada usando el programa de computador
ATTOFLUOR RATIOVISION™ (Atto Instruments, Rockville, MD).

Los cambios de relacion de intensidad del Fura-2 a 330nm/380nm fueron dibujados

cuando las neuronas P19 de 9 dias post ATRA, se trataron con glutamato 3nM,

glicna 1nM en presencia o ausencia de MK-801 100pM. El MK-801 fue
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administrado 24 horas antes del ensayo. Los trazos son el promedio * el error
estandar de 3 experimentos separados para cada condicién. Las neuronas P19
diferenciadas terminales expresaron subunidades receptoras NMDA que forman los
recoptores funcionales NMDA , como se ilustrd al usar imdgenes fura-2 para
detectar incrementos en los niveles de calcio intracelular mediante adicién de
agonistas receptores de NMDA. (Figura 1A) El bloqueador de canal receptor NMDA
selectivo, MK-801, inhibicién significativamente esta respuesta (Figura 1A).
Adicionalmente las neuronas P19 expresaron sitios especificos de union para el
receptor NMDA. La inhibicién MK-801 de la unidn [*H-MK-801 se ensayd en
membranas P19, Las concentraciones MK-801 son expresadas como 10™ Molar.

Los datos de los puntos representan la media + el error estandar de ocho

experimentos. El % de control = ((CPM-CPMiteror)/(CPMauperior-CPMinserior)x 100

(Figum 1B). La inhibicién del MK-801 fue dependients de la concentracién y se
alcanzd el 100% de la inhibicién.

La célula neuronal de control P19 representa y procesa manchas brillantes con el
colorante citoplasmico de células vivas, diacetato de carboxifluoresceina (CFDA).
Las neuronas P19 9 dias después de la inducciéon con ATRA, fueron marcadas con
CDFA y convertidas en imagen en modo confocal usando un productor de imégenes
ATTOFLUOR. Las células control fueron tratadas con vehiculo por 24 horas, las
células glutamato recibieron glutamato 3mM en presencia de glicina 1 mM por 24

horas y las células glutamato +U0126 recibieron U0126 10pM simultdneamente con

glutamato 3mM y glicina 1mM por 24 horas. Se tomaron imégenes de células de
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vivas de control, tratadas con glutamato, muertas y protegidas con U0126 tefiidas
con diacetato de fluoresceina en 3 experimentos separados. Las células neuronales
P19 se representan caracteristcamente como masas dentro de agregados
apretados al ser colocados sobre tejidos planos en cultivos plasticos. Las redes de
trabajo de procesos extensivos conectaron racimos de cuerpos de céiulas
neuronales. Las neuronas P19 tratadas con concentraciones tdxicas de glutamato y
glicina por 24 horas mostraron manchado fluorescente en cuerpos celulares
aislados, los procesos no se detectaron y el desecho celular extensivo fue evidente.
Niveles relativos de muerte celular se midieron répida y cuantitativamente sobre un

plato lector usando colorante fluorescents de células vivas azul alamar (Figura 2B).

La fluorescencia azul alamar, un indicador de viabilidad celular, fue utilizada para
determinar la viabilidad celular después de una agresién citotéxica inducida por
NMDA. En la figura 2 A se muestra el conteo de un unico plato de 96 pozos, donde
32 pozos recibieron el vehiculo control, 32 pozos recibieron glutamato 3mM y glicina
1mM por 24 horas y 32 recibieron A23187 SuM. Las condiciones de glutamato y de
A23187 fueron significativamente diferentes como se determind por via ANOVA con
analisis Tukey post-hoc llevado a cabo con el programa de computador
GRAPHARD™, Estos datos muestran una disminucioén tipica en la flucrescencia de
azul alamar cuando las células se trataron con glutamato y glicina. Sin embargo,
teniendo en cuenta que la cuenta de fluorescencia en bruto varia de un experimento

a otro, las Figuras 2 A, 2B y 2C estan expresadas como un porcentaje del control.

&Y
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La respuesta de dosis de toxicidad por glutamato en presencia de una
concentracién constante 1mM de glicina se midié en neuronas P19 diferenciadas.
La curva generada mediante los datos es el promedio de 6 curvas separadas de
respuesta a la dosis. Los datos estan representados como el porcentaje de células
control + e error estdndar. El % de control = (([Glutamato]eg-[Glutamnatojme)
Kcontroheveuo [Glutamatolms)) X 100. La toxicidad por glutamato EC50 fue
calculada para ser 8.1 pM[intervalo de confianza menor que 95% = 3.5uM; intervalo
de confianza superior al 95%=19uM). Estos datos demuestran que 24 horas de
tratamiento con glutamato mataron las neuronas P19 dosis-dependientes en
presencia de una dosis constante de glicina (Figuras 2 A y 2B). La glicina sola no

afecta la viabilidad de las neuronas P19.

El bloqueador del receptor NMDA, MK-801, dosis dependiente protagié las
neuronas P19 contra la toxicidad por glutamato (Figura 2D). La inhibicién dosis-
dependiente del MK-801, del glutamato 3mM y glicina 1mM, indujo la muerte de las
neuronas P19. EI % de Neuroproteccibn = ((inhibidor en presencia del
Glutamatome[Glutamato]me)/(Controkena-[Glutamatolme)) X 100. Los datos son
el promedio + el eror estdndar de tres experimentos separados. La méxima

proteccién alcanzada con el MK-801estuvo cerca de los niveles de control.

Estos datos demuestran que la toxicidad por glutamato en las neuronas P19,
requiere de la activacidn del receptor NMDA, teniendo en cuenta que Ia toxicidad se

bloquea por completo en presancia del receptor espacifico NMDA antagonista del
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MK-801. Sin embargo, los datos no excluyen la posibilidad que los receptores
AMPA o cainato también puedan ser activados por glutamato y coniribuyan a la
excitotoxicidad. Esta posibilidad seria consistente con los datos del cultivo de
neuronas primarias; la cual reporta que las respuestas del calcio intracelular a los
agonistas del glutamato involucra componentes maitiples (Courtney, Lambert and
Nicholls, 1990). Tales componentes incluyen receptores de activacion
AMPA/cainato, despolarizacion de membrana, activacion del canal de calcio con
apertura de voltaje, alivio del receptor NMDA bloqueado por magnesio y activacién
del receptor NMDA. Sin embargo, ain con tan alto nivel de complejidad, en muchos
modelos de neuronas primarias, |08 signos de excitotoxicidad por glutamato a través
del receptor NMDA y requiere su activacion para producir muerte en las neuronas
(Tymiansky et al. 1993), como es el caso para el sistama de modelo de neurona
P18.

Estas células fueron usadas para medir los efectos de varios inhibidores de quinasa
conocidos (Columna (ID) de identificacibn Compuesta en la Tabla 1) mediante
toxicidad inducida por NMDA. Primero, las células P19 fueron diferenciadas como
se describi6 en el Ejemplo 2. Luego las células fueron expuestas al glutamato 3mM

en presencia de glicina 1mM.

Se determiné la viabilidad celular. Los compuestos que previenen la excitotoxicidad
fueron determinados midiendo el % de células viables, comparado con células P19

diferenciadas que no fueron sometidas a agresion toxica (Tabla 1).
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La viabilidad celular se midié usando dos métodos. El primer método fue confocal,
método basado en imégenes de fluorescencia de una sola célula, usando el
colorante para células vivas diacetato de carboxi-fluoresceina (CFDA). El CFDA
marca los cuerpos csiulares y procesos de las células vivas. Por tanto, las células
vivas muestran una marcacién extensiva por CFDA, mientras que las células
muertas muestran mucha menos tincién. La fluorescencia CFDA se midié usando
un dispositivo ATTOFLUOR productor de imégenes (Atto Instruments, Rockville
Pike, MD). Las ceélulas fueron marcadas con CFDA 1mM por 15 minutos en el
medio, luego se colocaron en el médulo del microscopio ATTOFLUOR. El colorante
fue excitado por 1a luz de una fuente de ldmpara de mercurio, pasada por un filtro de
paso de banda de 488 nm con un ancho de banda de 10nm, pasada a través de un
modulo de disco rotatorio confocal de tiempo real CARV (Atto Instruments,
Rockville, MD), y luego, pasada a través de un objetivo de inmersién de aceite 40x
(Zeiss Fluar, NA=1.3). La luz emitida fue transmitida a través de un espejo dicrbico a
495nm, recogida en una cAmara intensificada CCD Aftofluor, y las imdgenes fueron
visualizadas usando el programa de computador Attofluor Ratio Vision (Atto

Instruments, Rockville, MD).

El segundo método para medir la viabilidad celular fue un método de leclura de
plato. Las células colocadas en el plato de 96 pozos (Packard viewplates) se
cargaron con 5% de colorante azul alamar (Biosource internationai). El azul alamar

@s un colorante que toma ventaja de las reductasas mitocondriales para convertir la

&7
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resazurina no fluorescente en resorufina fluorescente (excitacidn 535nm, emisién

580nm). El conteo de fluorescencia de la linea base fue leida a temperatura

ambiente en un plato lector Wallac inmediatamente después de la adicién de azul

alamar.

Los conteos de fluorescencia de viabilidad celular fueron tomados de la misma

manera después de 1 hora de incubacién a 37°C. La fluorescencia fue expresada

como un porcentaje de control, céluias no tratadas después de la substraccién del

proceso de fluorescencia. Las células vivas y muertas fueron confirmadas con un

microscopio de luz.

Como se usa en la Tabla 1 adelante, el Compuesto A se entenderd como el

compuesto que tiene la siguiente formula

Tabla 1
omparacion de la Actividad dej Inhibidor de Qui con la Actividad
Neuroprotectora

Compuesto | Enzima blanco | Actividad Potencla IC5O para Eficacia
iD Neuroprotwoolén | mixima para

[nferior-supetior neuro
_ 5% CJ proteccién

Compuesto A | Quinasa p38 Inhibidor IC50~10nM 0.7 uM(5.8-16.3] | >80%




Uo128 MEK1/2 Inhibidor | IC50~0.5pM | 1.1uM[0.74- >80%
| 1.27]
SB202474 | Quinasa p38 Inactiva No aplicable | >10uM >50%
$8203580 | Quinasa p38 Inhibidor | IC50~800nM | Inefectiva <10%
Litio Retomadora Inhibider | Ki~0.5uM inefectiva <10%
IP3
KN62 | CAMKII Inhibidor | Ki~900Nm Infefectiva <10%
Calfostin C | PKC Inhibidor | IC50~50nM
PKA Inhibidor | IC50>50uM
PKG Inhibidor | IC50>25uM | >1uM ~50%
Inhibidor | IC50>50uM
Lavendusti | Receptor EGF
na p60°*™ inhibidor | IC50~11nM | >10uM <25%
Inhibidor | IC50~500nM
H89 PKA inhibidor | Ki~48nM
CAMKII Inhibidor | Ki~30uM >10uM <25%
Caseina Inhibidor | Ki~38uM
Quinasa | Inhibidor | Ki~31.7uM
PKC

Las potencias y actividades de inhibicién de la quinasa se tomaron de |a literatura
{Chijiwa et al. 1990; Favata et al. 1998; Henry et al. 1998; Inhom and Majerus 1987,
Kobasyashi et al. 1989; Lee et al. 1994; Onoda et al. 1989; Tokumitsu et al. 1990).
Los IC50s para neuroproteccién son el promedio de tres curvas separadas con el
intervalo de confianza (C.l.) superior e inferior al 95%, mostrado. Las curvas se
ajustaron y ios intervalos de confianza se determinaron usando el programa de

computador GraphPad and Prism.

Elemplo 4
Ensayo de Evaluscién de un inhibidor MEK % on las P19 Diferenciadas

El U0126 (bis[amino[(2-aminofenil)tiojmetileno]butanodinitriio) se reporta por ser
altamente selectivo para MEK % (Favata el al. 1998), resultado que se confima

aqui. La (nica otra quinasa encontrada que se inhibe con PKC-y, pero el IC50 de
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inhibicion de esta enzima fue 60 vecas mayor que el IC50 publicado contra el tipo

original MEK1/2 (Tablas Il y llI).

El procedimiento general utilizado para ensayar la actividad de la quinasa fue el
siguiente. se preparé una mezcla de reaccién de una quinasa en tris-HCl 50mM
pH=8, MgClz 10mM, NaavO4 0.imM, DTT 1 mM, ATP 10uM, sustrato péptido
biotinilado 0.25-1uM, 0.2-0.8 uCuries por pozo *P-y-ATP[2000-3000 Ci/mmol]. Las
condiciones de ensayo variaron levemente para cada quinasa proteica, por ejemplo,
en su actividad, la quinasa receptora de insulina requiere MnClz 10mM, la proteina
quinasa calmodulina-dependiente requiere calmodulina y CaCl2 10mM. La mezcla
de reaccion se colocd en platos dentro de pozos de un plato recubijerto con
esireptavidina y se afiadi6é 1 pl de la droga aimacenada en DMSO al 100% a 100l
del volumen de reaccion, resultando una concentracion final del 1% de DMSO en Ia
reaccién. La enzima se diluyo en Tris-HCl 50mM pH=8.0, BSA al 0.1% y se adicion6
a cada pozo. La reaccion fue incubada por una hora a 30 °C en presencia de un
compuesto. Deaspués de una hora de reaccién, la mezcla fue aspirada del plato y los
platos se lavaron con PBS que contenia EDTA 100mM. Los platos se leyeron con
un contador de centelleo para determinar el ¥P-y-ATP incorporado dentro del
péptido inmovilizado. Los compuestos fueron ensayados por duplicado en 8
concentraciones en el rango de 100uM a 10pM en un orden de etapas de magnitud.
En cada plato se determind una sefial méxima y minima para el ensayo. El IC50 se
calculé de la curva de respuesta a la dosis del porcentaje de inhibicién de la sefial

méxima en el ensayo de acuerdo con la siguients formula [seflal méxima-
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completa/sefial del compuesto- completa X (100)}=porcentaje de inhibicién mediante
una gréfica del porcentaje de inhibicion contra el logaritmo de la concentracién del
compuesto. Sobre cada plato también se incluyeron compuestos inhibidores
conocidos, apropiados para la quinasa ensayada. Los resultados estdn dados en la

Figura 3.

Definicion y fuente de las enzimas quinasas

El VEGF-R32 ( receptor-2 de factor de crecimiento endotelial vascular) es una
- proteina de fusidn que contiene en el exiremo N-terminal, polihistidina seguida por
los aminodcidos 783-1343 del dominio de la quinasa VEGF-R2 en las ratas. La
CDK1 (quinasa 1 cliclina-dependiente) es aislada de células de insectos expresando
a la vez la subunidad cataliica CKD1 humana y su subunidad de ciclina B
requlatoria positiva. La quinasa insulino-receptora consiste de residuos 941-1313 de
dominio citoplasmatico de la subunidad beta del receptor de insulina humana. La
proteina quinasa A es la subunidad catelitica de la proteina quinasa A AMPc-
dependiente, purificada a partir del corazén de bovinos. La PCK (quinasa C
proteina) es la isoforma gamma o beta de la proteina humana producida en células
de insectos. La quinasa 1 caseina es la isoforma delta del CK1 de las ratas
producida en E. Coli, truncada en el aminoédcido 318 de ia porcién C-terminal. La
quinasa caseina 2 incluye las subunidades alfa y beta de la proteina CK2 humana
producida en E. Coli. La quinasa calmodulina (quinasa 2 proteina calmodulina-
dependiente) es una versién truncada de la subunidad alfa de la proteina en ratas

producida en células de insectos. La quinasa-3 Glicogeno Sintetasa es la isoforma

7
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beta de ia enzima en conejos producida en E. Coli. La quinasa MAP es la isoforma
ERK-2 en ratas que contiene una polihistidina en el extremo N-terminal producida
en E. Coli y activada por fosforilacién con MEK 1 antes de la purificacién. El EGFR
(receptor del factor de crecimiento epidermal) es purificado de membranas celulares
humanas A431. El siguiente cuadro muestra las quinasas seleccionadas y sus

inhibidores control.

Como se usa en la tabla lll, el compuesto A significard el compuesto que tiene la

formula siguiente:

Tabla li

uinasas Seleccionadas y sus inhibidores Control

Quinasa Inhibidor Control
CDK1 Butirolactona
EGFR AG-1478
Quinasa A Proteina Ha9
PKC Estauroaporina
Quinasa 1 Caseina H89
Quinasa 2 Caselna
Quinasa Calmodulina Estaurosporina
Quinasa Insulina Estaurosporina
Tabla Il

Selestividad Quinasa del Compusesto A y 10128
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[Compuesto ID| DK1(uM) | EGFR (M) PKA (uM) PKC-y (M)
Compuesto A | >100 >100 >100 8.35
V0126 >100 >100 >100 29.5
Compuesto ID | Quinasa 1| Quinasa 2 | Quinasa Quinasa
Caseina (uM) | Caseina (WM) | Calmodulina Insulino
(M) Receptora
(M)
Compuesto A | 0.116 >100 >100 >100
U0126 >100 >100 >100 ND

Los valores IC50 de inhibicién para la quinasa son el promedio de al menos dos
curvas separadas y se determinaron usando el programa de computador GraphPad

de ajuste de curvas.

Para determinar si el UD126 inhibe las enzimas MEK1/2 en las neuronas P19, se
examind su habilidad para bloquear ia fosforilacién inducida por glutamato del
sustrato p42 MAPK(ERK2) de la MEK1/2. EIl papel sacante se probd primero en
lisados con ATRA de neuronas P18 9 dias después del tratamiento con un
anticuerpo especifico para la forma fosforilada del p42/44 (ERK1/2) y luego
despojada y reprobada con un anticuerpo que reconocié el p42/44 (ERK1/2) total.
Los datos demostraron que las concentraciones de giutamato y glicina, que se
usaron para inducir la toxicidad en las neuronas P19, también inducen un répido y
reproducible incremento en la fosforilacién del p42 MAPK en esas células. En
presencia de U0128, el fosfo-p42 MAPK se redujo, aunque no 88 evidencié cambio
alguno en la cantidad del p42 MAPK total. En otro experimento de papel secante,
lisados con ATRA de neuronas P19 se probaron 9 dias después del tratamiento con

un anticuerpo especifico para la forma fosforilada p42/44 (ERK1/2). El mismo papel

72
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secante fue despojado y reprobado con un anticuerpo que reconocié el p42/44
(ERK1/2) total. La elevacion glutamato-inducida de la fosforilacién del p42 MAPK se
sostuvo, ya que estuvo alin claramente incrementada a las 24 horas frente al
control. Estos papeles secantes son representativos de 3 experimentos separados
con resultados similares. En este punto, el U0126 bloqued los niveles

incrementados de fosforilacion. No se evidencié cambio en el p42 MAPK total.

Para asegurar que el U0126 no bloqueara directamente los receptores de NMDA,
8@ probaron respuestas de calcio intracelular en las neuronas P19 a glutamato y
glicina, en presencia de U0126 10 uM. Trazos de imdgenes Fura-2 de 9 dias
después del tratamiento con ATRA de neuronas P19 se trataron con glutamato
3mM, glicina 1mM, en presencia de U0126 10uM por 24 horas. El U0126 se
administré simultAneamente con el glutamato y la glicina. Los trazos son el

promedio t el error promedio de 4 experimentos separados para cada condicion.

Los datos demostraron que el U026 no bloquea esta respuesta al calcio
intracelular (Figura 4 A). También se demostré que el U0126 no inhibe las uniones
[3H}-MK-801 en neuronas P19. No se observé inhibicién significativa a ninguna
concentracién de U0126. Los datos representan la media + el emor estdndar de 8
experimentos. El control por porcentaje se define como se describe en la Figura 1B
(Figura 4B). En conjunto, estos datos ademés demuestran que el U0126 actlia

sobre una via de sefializacién comriente debajo de la activacion del receptor NMDA.

rag
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Los inhibidores de p42/44 MAPK, /0126, muestran neuroproteccién retardada.

La eficacia en el trascurso del tiempo es un parametro extremmadamente relevante
para una agents terapéutico neuroprotector potencial, ya que el terapdutico deberia
ser administrado horas o dias después del evento isquémico y alin retener la
eficacia. La siguiente serie de experimentos examiné si el UD126, inhibidor MEK1/2,
retiene |a eficacia neuroprotectora cuando se adiciona en varios momentos después
del ataque con glutamato. Los ensayos se realizaron esenciaimente como se
describieron, aunque el tiempo de administracién del U0126 fue tardio en relacién
con la excitotoxicidad inicial. Los datos demostraron que el U0126 tuvo la méxima
actividad neuroprotectora 6 horas después del ataque con glutamato (Figura 5 A).
Sin embargo, un inhibidor p38 perdié eficacia a los 15 minutos después del ataque
con glutameto (Figura 5B). El U0126 tuvo la méaxima actividad neuroprotectora adn
cuando se adicion¢ varias horas después del comienzo del ataque con glutamato.
Esto puede ser porque el glutamato media un incremento sostenido en la
fosforilacion del p42 MAPK en neuronas P19, detectable ain 24 horas posteriores a
la adicién del glutamato. La inhibicidn por el U0126 de la enzima activadora
cormriente arriba, MEK, puede favorecer la defosforilacion fosfatasa del p42 MAPK,
varias horas después del ataque con glutamato, y restabilizar la via de sefializacién

p42/44MAPK con suficiente tiempo para prevenir la muerte cerebral.

Asi, la activacion de la via de la quinasa p42/44MAPK es necesaria para la toxicidad
inducida por glutamato en neuronas P19 diferenciadas. La muerte celular inducida

por glutamato ocurre dentro de 24 horas, depende de la dosis, y es mediada por
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receptores NMDA. El glutamato induce la fosforilacién de la quinasa p42MAPK, la
cual es biogueada por el U0126, un inhibidor de quinasa comriente arriba, MEK. El
U0126 también bloquea la toxicidad por glutamato en una manera que depende de
la dosis. Este es efectivo cuando se administra antes, ¢ ain varias horas después
del comienzo del ataque con glutamato.

Una propiedad especiaimente buscada en un agente terapéutico contra los ataques
fulminantes, consiste en que el compuesto sea capaz de ejercer neuroproteccion
retardada, ain cuando se adicione después del evento isquémico. Muchos
compuestos con diversos mecanismos son reportados por mostrar neuroproteccion
retardada en el post tratamiento. Entre éstos estin antagonistas del receptor de
giutamato (Li et al. 1999b; Takahashi et al. 1998; Turski et al. 1988), antioxidantes
(Callaway et al. 1999; Pazos et al. 1999; Sakakibara et al. 2000),
anticonvuisionantes (Schwartz-Bloom et al. 1998; Wasterlain et al. 1996; Yang et al.
1998), inhibidores de proteasa (Cheng et al. 1998), inhibidores de quinasa
(Tatlisumak et al. 1998) y magnesio (Heath and Vink 1899). Sin embaro, esta es la
primera demostracion de excitotoxicidad mediada por el receptor NMDA en un
modelo de cuitivo celular, en la cual un inhidor especifico de la via de quinasa
p42/44 MAP muestra neuroproteccion retardada, y donde la ventana de tiempo de

eficacia se extendié bien después del inicio del ataque tdxico.

La Neuroproteccién U01268 es Selectiva para la Toxickiad Inducida por
Glutamafo.

7



48

Para determinar 8i el US 0126 protege contra una variedad de agresiones tdxicas
no especificas o si la eficacia de este compuesto solectiva para toxicidad
inducida por glutamato, sus efectos fueron probados conira una variedad de otros
inc.iuctorea de muerte de neuronas P19. La Figura 6 A muestra neuronas P19
tratadas con varias concentraciones de A23187 por 24 horas en presencia o
ausencia de U0126 10 uM. Las células fueron entonces analizadas por
fluorescencia azul alamar. La curva generada por ios puntos es el promedio de 3
curvas separadas de respuesta a la dosis. Los puntos estdn representados como
porcentaje de las células control + el error estandar. El EC50 para la toxicidad con
A23187 en ausencia del U0126 se calculd para ser 520nM[340nM-784nM]. El EC50
para la toxicidad con A23187 en presencia del U0126 10uM se calcul6é para ser
833nM[440nM-1.6uM)].

La figura 6B muestra que la toxicidad inducida por estaurosporina en neuronas P19
1uM podria no ser protegida por el U0126 10uM, como se midid por fluorescencia
de azul alamar 24 horas después de la adicion. Las células que recibieron el
vehiculo en lugar de la estaurosporina, exhibieron los niveles de control de
fluorescencia de azul alamar. Sin embargo ninguna concentracién de U0126
devolvi6 fluorescencia a los niveles de conirol en células tratadas con

estaurosporina.

La Figura 6C muestra la fluorescencia de azul de alamar ensayada en neuronas

P19 tratadas con vehiculo o con U0126 10 uM en ausencia de varios inductores de

37
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toxicidad. El U0126, solo, no afectd esos niveles de control de fluorescencia. Los
datos demuestran que el U0126 no protegié contra la muerte inducida por
estaurosporina 0 por A23187 (Figuras 6 A, 6B). Adicionalmente, el U0126 no afect6
la viabilidad basal de las neuronas P19 (Figura 6C).

Ejemplo b

Ensa ara la Seleccidén de Drogas Usando Células P19 Diferenciad

Se seleccionaron librerias quimicas comerciaimente disponibles (BioFocus PLC,
Reino Unido) usando los métodos aqui descritos. La concentracién de los
compuestos almacenados fue cerca de 400uM en DMSO. La concentracién de los
compuestos usados en la seleccion primaria fue 1pM. Se asigndé como compuesto
positivo, aquel que demostré 70% o més de neuroprotecciéon. La prueba de
respuesta a las dosis se llevé a cabo en 96 platos de pozo donde la columna 1 fue
el vehiculo control, la columna 2 recibié glutamato 3mM y glicina 1mM, y la columna
3 recibié glutamato 3mM, glicina 1mM y U0126 10uM. Las columnas 4 a 11
recibieron compuestos en las siguientes concentraciones finales (uM): 3, 1.2, 0.48,
0.192, 0.077, 0.031, 0.012 y 0.005. Cada fila contenia un compuesto diferente para
confirmacién. Solamente las filas B-G recibieron compuestos y las filas A y H se
mantuvieron sin tratar. Los datos se expresan como % de neuroproteccion
=((compuesto-giutamato promedio)/(U0126 glutamato promedio) X 100. Los
compuestos de dos géneros, 4-pirimidinaminas y 2-piridinaminas, fueron

encontrados para exhibir las propiedades neuroprotactoras como lo muestran los
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datos. Solamente las 2-piridinaminas son objeto de la presents invencion, aunque
asi mismo se presentan algunos datos de las 4-pirimidinaminas. Los resultados de
las pruebas biolbgicas estan resumidos en las siguientes tablas. El “%inh" indica el
% de supervivencia de células control después de 24 horas y represenia el efacto
neuroprotector de los compuestos seleccionados en concentracion 1uyM. E! IC50
relaciona los datos de experimento de respuesta a la dosis. Los valores IC50, que
80 listan como >1 indican un méximo no obsarvado con la mAs alta dosis probada
(3uM), adn indican actividad biolégica. El ND se refiere & compuestos no probados

en experimentos de respuesta a la dosis.

XN

Tabla IV

Derivados de N-6-difenli-2-piridinamina

Compuesto Re Ry R Ra ICx %Inh
(nM)
1 OH H Morfolinil H 1.08 84
2 OH H OCHs H 0.56 94
3 OCF3 H OCHa H 0.51 94
] OCFs H | Fuslonads oo | Fislerasio 1™ 0.38 86
23 dhido-1,4- | fomer 23
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bereodiodnil dihidro-1,4-
_ Devodicednli
5 Morfolinil H | Fosloneds on | Fslorado” '17°0.284 | 80
23 dhidro-14- | fomer 2.3
berzodiaxdnd dihidro-1.4-
barzodicdnil
6 Morfolini H Pentoxi H 0.22 83
7 N(CHa)z H Pentoxi H 0.24 88
8 N(CHa)z H metoxi H 0.2 83
5 OH H Pentoxi H 0.56 84
10 (CH:.COOH| H Pentoxi H 0.23 105
11 H 2-metoxi | Fusicnedocar| Fskredo | 0,87 83
2,3 dihidro-1,4- | fomer 2,3
benzodicdnll | dihidro-1,4-
bergdlionind
12 H Jetoxi | Metoxi | 35 | 0047 | 67
_ dimetoxi
13 Pusicnado oo T | Ferado ™1 Pentoxd H 026 98
berzodiadni former 1,3
bureodicxdnfl
14 H 2- Pentoxi H 022 90
25 Puaionado con Ry | Fusenads "I Morfolinilo |~ H 0.084 | 100
naitio fiormar 2-
nafio
28 H 2-fenoxi |Morfoliniio|  H >1 83
29 Cl H |Morfolinio| H >1 82
30 Finionedo o0 1 | Eena®® | Morfolinilo | H >1 84
benzocicomiil formar 1,3-
berzodiosnti]
31 F 3Cl |Morfoliniio|  H >1 83
32 H 2-metoxi | Morfoliniio [ H >1 100
33 H 3-OCFs | Morfolinilo | H >1 89
34 Z—CH H Metoxi H >1 88
35 H 2-metoxi | Metoxi H >1 82
36 H 3-amina | Pentox H >1 98




con
R; para former
2.3 dihdro-1,.4-
banzodicxdnil

con R,para
formwr 23
dihicdro-1.4-
banzodicodn]

0.38

17

Morfolinil

ND

74

18

Metoxi

ND

74

38

H

-N(CHa)2

ND

40

Metoxi

3, 5-dimetood

ND

77

Fuslonacio con
R; poru former
2,3 dihidro-1.4-
banzodicodni}

con Rypara
formar 2.3
dihidro-1.4-

ND

70

Rapara formar
23 dihidro-1.4-

con R.para
formar 2.3
dihidro-1,4-

7

Metoxi

ND

83

3,5-dimelod

ND

77

72

Ry paru forrmer
2.3 dihidro-1,4-
berandiowdnil

oon R pen
former 2,3
dihidro-1,4-

73

formar
2.3 dihidro-1,4-
bereodicdnll

bangodicdnil

0.87

83

con R, para
formar 2,3
dihidro-1,4-

74

X

Metoxi

ND

76

3,5-dimetcod

ND

95

75

Pentoxi

ND

76

o

con
Ry para famer
2,3 dhidro-1.4-
barodicadnil

con Rypara
formar 2,3
dihidro-1,4-

R, para famar
Qalll OH-
carbazol

ND

95

con Ry para
formaer Getil
SH- crbazol

ND

78

Morfolinil

=X

047

108

79

Morfolinil

X

0.46

110

80

Morfolinil

X

0.75

81

Fusionado con
Ry pera formar
2.3 dihidro-1,4-
beraxdicednil

con R, para
formar 2,3
dihidro-1,4-

0.47

107
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82 H H Metoxi H ND 72
83 Morfolinil H Metoxi H ND 71
84 CHs 3CH; | Metoxi | 35dmetmi | 049 85
85 CHs 3-CHs :"m fm >1 86
23 dhido-1.4- | former 2,3
berzodicodnil dihkivo-1.4-
berczodicedni
86 CHs 3-CHs Metoxi H >1 80
87 CHa 3-CHa H N(CH3)2 >1 84
84 COOH H Pentoxi H 0.78 104
95 H 3-N(CHs)2 | Morfolinil H >1 101
96 H 3-COOH | Pentoxi H 0.5 106
| s
TablaV
Derivados de N-fenli-2-piridinamina
Compuesto Ry Rs _ICso{pM) %Inh
19 2 4-dimetoxi-5- Pentoxi 0.99 99
pirimidinil
20 3-tienil Morfolinil 0.68 105
21 3,5- Morfolinil 0.21 95
bis(trifluorometil)
fenil
22 2,7a- Morfolinil 0.08 98
dihidrobenzo[bJtien-
2-il




54
23 3a,7a-dihidro-2- Morfolinil 0.92 96
benzofuranil
24 3.4.5-trimetoxifenil Morfolinil 1.76 94
26 2 3-diclorofenil Morfolinil >1 107
37 O"l Pentoxi ND 84
3
B )
P
Tabla Vi
Derivados de 5-R1-N-{enil-2-piridinamina
Compuesto Ry Ry Ry | Ry ICx{M) %Iinh
a8 ~{CH)2Ph H Fusionado con | Fusionedo con 0.23 85
Ryparaformar | Rypara formar
2,3 diidro-1,4- | 2,3 diidro-1,4-
[T o p M Fuslonado con | Fusionsdo con 1.0 a3
Rypevaformar | Rypara formar
23 dhidro-1,4- | 2.3 dihidro-1.4-
bermodiosdnll | berexmdicdnil
80 +{CH),Ph CHs H Metxxi ND 73 |
o1 Furanil H Metd | 3,5-dimetoxd 05 )
3 Furanii H Fuskonado con | Fusionscdo con ND 74
Ryparafomer | Rypéraformar
23 dihidro-1,4- | 2,3 dihidro-1,4-
berwodiadnll | banzodicdnil
a3 Furanil H Metox| H ND 78
Ry R3
NN Pq
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|

Compuesto R Ra_ Rs Rs ICso (UM) | %lInh
94 4-(OH)Ph- H H Metoxi ND 86
B85 (4-tienil)- H H Metoxi 0.54 110
96 3-{(CF3)O)Ph- H H Metoxi ND 76
97 (2-nattil)- H H Metoxi ND 71
) 4{{CH):N)P- H __H _Metoxi ND 71
] 3(NH)Ph- H Fusionado | Fusionado 0.33 105

con R, para | con R, para
formnar Oetll | formar Setil
oH- o
_ carbazol carbazol
100 3(NH)Ph- H H Metoxi ND 79
101 — 2-(PhO)Ph- H H Metoxi ND 78
102 : A H H Metoxi 094 103
109 4-(Cl)Ph- H H Metoxi ND 75
104 3H{(CHa NP H Fusionado | Fusionado 0.09 89
con Ry para | con Ry para
formar Setil | formar Sefll
oH- oH-
carbazol carbazol
105 3-{(CHa)2N)Ph- H H Metoxi 0.4 98
108 4-morfolinil- H 3,5- Metoxi 0.66 B4
fonil dimetoxi
107 3 H 3,5 Matoxi ND 71
dimetoxi
108 4-((CF;)O)Ph- CHs Metoxi Metoxi >1 84
108 4-((CH);;N)Ph- CHs Metoxi Metoxi ND 79
110 (2-berzo H 3,5 Metoxi 0.14 91
furani)- dimetoxi
111 (2-benzo CHs Metoxi Metoxi >1 90
furanil)-
112 3,4,5-(( CHy) H 3,5- Metoxi 0.9 90
Okt dimetoxi
113 3{( CHa)2 N)Ph- H 3,5- Metoxi 0.54 91
dimetoxi

¥



56
114 3 CHs CHu0) H 3,5- Metoxi 0.14 96
Ph- dimetoxi
115 3{0%_0&0) CHa Metoxi Metoxi 11. 83
116 (b-mrb;wm- CHs Metoxi Metox 15 83
117 4-(OH)Ph- H 3,5- Metoxi ND 78
3 dimetoxi
118 3{(CF)O)Ph- H 3,5- Metoxi 0.05 91
dimetoxi
118 4-(OH)Ph- CHs Metoxi Metoxi ND 73
120 (1,3 H 3,5- Metoxi 0.05 97
buuof'ls_oud-s- dimetoxi
121 4-(Ph)Ph- H 35 Metoxi 0.65 98
dimetoxi
12 Ph- H 3,5- Metoxi 0.007 84
dimetoxi
123 Ph- H H Metoxi 0.85 a0
124 3,4(CH30), H 3,5 Metoxi 0.23 86
Ph- dimetoxi
125 3.4-(CHa0)2 CHs Metox Metoxi 0.23 76
Ph-
126 | 3,4(CHJ): H 3,5- Metoxi 0.08 90
Ph- dimetoxi
127 3,4{CHa)2 CHs Metoxi Metoxi 0.19 86
Ph-
128 3,4-(CHa)2 H H Metoxi 1.54 84
Ph-
128 3,4-(CH20)2 H Fusionado | Fusionado | 0.34 92
Ph- con Ry para | con R, para
formar Setil | formar Setil
8H- eH-
carbazol carbazol
130 3,4-(CH30)2 H H Metoxi 0.85 96
Ph-
131 (2-furanil)- H H Metoxi 0.24 as
12 (2-furanil)- H Fusionado | Fusionado | >{ 105
con R, pera | con Ry para
formar Betll | formar Betil
8H- 8H-
_carbazol carbazol
1M b_l Y] Fusionado | Fuslonado 1589 92
con R, para | con Ry para
formar Betl | formar Betil
8- oH-
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carbazol carbazol
135 (2-naftil)- H 3,5 Metoxi 0.21 86
_ dimetoxi
138 (2-naftil)- CHs Metoxi Metoxi >1 86
137 3,5- H 3,5- Metoxi 0.59 82
(CFa)Ph- dimetoxi
138 2-(PhO)Ph- H 3,5 Metoxi 0.23 90
dimetoxi
139 (1,3 H Fui;‘nado Tianuo ND 72
i con con
benzodicxol) s e | o o
oH- oH-
carbazol carbazol
140 (1,3- H H -O(Ph)- ND 79
benzodioxol)-
5-il
141 4-(Cl)Ph- H 3,5- Metoxi ND 76
dimetoxi
142 3-(Cl),4- H 3,5- Metoxi ND 94
(F)Ph- dimetoxi
143 3-(Cl) .4 CHa Metoxi Metoxi 0.8 85
(F))Ph-
144 Ph(CH)=- H 3,5 Metoxi 0.03 110
dimetoxi
145 Ph(CH)2- CHs Metoxi Metoxi 0.28 96
146 3,4-(Cl)2Ph- H 3,5- Metoxi 0.32 99
dimetoxi
Ejempio 8

Los Derivados de la 2-Piridinamina y de la 4-Pirimidinamina
No inhiben ia Actividad MEK en Neuronas P19

Los compuesios comercialmente disponibles de 2- Piridinamina y de la 4-
Pirimidinamina aqul probados no inhiben la actividad de las quinasas MEK1/2 en
neuronas P19, puesto que ellas no inhiben ia fosforilacién inducida por glutamato de
la quinasa p44/42 MAP en estas células. Sin embargo el U0126 inhibié esta

actividad como se esperaba (Figura 8). La actividad MEK en neuronas P19 se

g&
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indujo por adicibn de giutamato 3mM y glicina 1mM y se midi6 ensayando el
sustrato MEK por fosforilacion de la quinasa p44/42MAP. Las células se trataron
con los compuestos aqui descritos o con U0126 en presencia o ausencia de
glutamato/glicina, y cosechadas 5 minutos después del tratamiento, para luego ser
analizadas con papel secante. Los datos mostraron la efectividad del UO126 en la
inhibiciéon de la fosforilacion del sustrato MEK, tal y como se esperaba; pero, la 2-
Piridinamina y de la 4-Pirimidinamina no lo hicieron. En consecuencia, la 2-

Piridinamina y de la 4-Pirimidinamina no son inhibidores para el MEK.

La 2- Piridinamina y de la 4-Pirimidinamina tuvieron su mAxima actividad
neuroprotectora, al menos 2 horas despuéas del comienzo de la excitotoxicidad. Los
compuestos fueron suministrados en concentraciones 1uM cada uno, 15 minutos
antes o dos horas después de la adicion de glutamato/glicina. El U0126 se probd
como un control positivo. De manera similar al U0126, los compuestos de 2-
Piridinamina y de 4-Pirimidinamina retuvieron la méxima eficacia neuroprotectora en

ambos tiempos, a pesar de mostrarse activos frente a blancos diferentes.

Elemplo 7
Modelo de Neuroprotececién In Vivo
Protocolo de Oclusién de la Arterla Media Cerebral

Las ratas macho con hipertensién espontinea (SHR), de aproximadamente de 90 a

100 dias de edad (~250-300 g), se pesaron y anestesiaron con un coctel de
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quetamina (100mg/mL)Adilazina (20mg/mL), (1.2ml/kg; i.p.), seguido por Ia
administracion subcutdnea de un antibidtico de duracion prolongada (e.g.
combidtico). Los niveles de anestésico son evaluados por reflejo de la cornea (aire
resoplado en el ojo) y tirbn de piema en respuesta al pinchazo de la cola o el pie.
Una vez que ia rata ha sido anestesiada, se coloca en una pequeila de cirugia
animal y se amarra durante el procedimiento quirargico. La temperatura del cuerpo
de la rata es monitoreada con un termémetro rectal y mantenida a 37°C con un cojin
de calentamiento homeostatico. Las areas de incision son rasuradas y refregadas
con betadina. El drea quirdrgica es aséptica. Todo el instrumental quirirgico se
asteriliza en autoclave y/o en una burbuja de vidrio esterilizadora de instrumentos

secos, luego se juaga con solucion salina estéril o alcohol antes de ser usado.

(1) Catéter de la Arteria Femoral. Un catéter permanente se coloca en la arteria
femoral para muestreo peribdico de sangre y para medir la presion de la sangre
arterial. Se hace una incisibn sobre el area de la arteria femoral. El tejido es
disecado romo para aislar la arteria. La terminal distal de la arteria se liga con sutura
estéril y se coloca una ligadura suelta alrededor de la terminal proximal para
asegurar ol catéter en el lugar. Se hace una pequefia incisidon en la arteria para
insertar el catéter. La terminal biselada de un tubo PE50 se inserta 5Smm dentro de
la arteria y se asegura en el lugar con sutura estéril. El tubo PE es atado a una
jeringa de 1cc liena con solucién salina heparinizada que se usa minimamente para
mantener la arteria patente. La sangre arterial se muestrea 3 veces: 10 minutos

antes de la isquemia, 2 horas después del inicio de la isquemia y 15 minutos
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después de la reperfusiéon. Todas las muestras de sangre se toman en volimenes
entre 100-300uL para determinar pH, PaOz PaCO2 hematocrito y glucosa. La
cantidad méxima de sangre extraida a lo largo del experimento no excede a 1mL
por animal. Cuando no se estd tomando muestras de sangre, se coloca un
transductor de presion sanguinea atado al catéter para media la presién arterial
media. Al final del procedimiento quirargico, se remueve el catéter, se desamarra la

arteria y se ciema con sutura el drea de incision.

(2) EI Modelo de Oclusién en Cascada CCA-MCA de Isquemia Focal Cerebral.
Las ratas Wistar macho con hipertensién espontdnea (SHRs) se preparan para
isquemia focal cerebral reversible por oclusion unilateral de ambas arterias
carétidas comunes (CCA) y la arteria cerebral media (MCA), usando una
modificacién de la técnica descrita por Brint y otros (J. Cereb Blood Flow Metab
8:474-485, 1998). La CCA izquierda se alsla a iravés de una incisién en la
superficie ventral del cuello. Para aislar la MCA ipsilateral, se realiza una segunda
incisién entre el 4ngulo lateral del ojo izquierdo y el correspondiente canal auditorio
externo para descubrir el crdneo demarcado. La MCA o8 expuesta a través de un
hueco de 5mm taladrado en el rostro de 2-3mm, para la fusion del arco zigomético y
el huaso esquamosal bajo visualizacion directa con un microscopio operante Zeiss.
La dura es abierta con una aguja estéril de 26g y un cable de platinio (0.1mm de
diametro) se inserta debajo de la MCA apenas superior a la vena cortical inferior. La
MCA se ocluye temporaimente por elevacion y compresion de los vasos a través del
alambre de platino, como [0 describe Aronowski y colegas (Siroke, 25:2235-2240,
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1994). Simultdneamente la CCA es ocluida con un gancho para aneurismas. La
duracién de la oclusion de la CCA y la MCA es de 2 horas. Al final de este periodo,
ol alambre y el gancho se remueven cuidadosamente para permitir la reperfusion de
los vasos y se cierra con sutura el drea de incision. La rata se coloca en una jaula
aislada para recuperarse antes de retomaria a su jaula hogar. La rata 86 monitorea
de cerca por 2 a 4 horas, luego de la cirugia para asegurar una recuperacion, sin
contratiempos, de la anestesia y del procedimientc quirirgico. Luego de la
recuperacidon de la anestesia, la rata es protegida de acuerdo con el protocolo

establecido como en las pautas LAM, hasta que lo requiera ol andlisis experimental.

(3) Los compuestos de prueba se administran por cualquier ruta adecuada:
intravenosa, subcutdnea o intraperitoneal. Las dosis y al tiempo de administracion
del compuesto se basan en los resultados de los ensayos in vitro o en las

referencias de la literatura.

(4) Dos medidas de resultado son utiizadas para evaluar la eficacia del
compuesto: (a) rendimiento del comportamiento sobre varios paradigmas CNS tales
como el Laberinto de Agua Morris, actividad motriz espontanea, laberinto de brazo
radial y perfil de comportamiento general CNS; y (b) examen histolégico de la talla
del infarto cortical cerebral. Veinticuatro horas después de la isquemia, las ratas se
prueban en un paradigma de comportamiento y luego se aplica la eutanasia para la
histologia cerebral. Las ratas son profundamente anestesiadas con una inyeccién
intraperitoneal de pentobarbital sédico (100mg/kg, i.p.). La profundidad de la
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anestesia es controlada por la carencia del reflejo comeo y el pinchazo de la cola.
La eutanasia se aplica en las ratas por perfusion transcardial con aproximadamente
50mL de solucién salina fisiolégica heparinizada. Después de la perfusion, el
cerebro es removido, bloqueado y seccionado en trozos de 1mm. Cada trozo se
coloca en solucién TTC, un colorante de viabilidad celular, por 15 minutos. Los
%rozos teflidos se visualizan con un microscopio de disecado Nikon SMZ-U vy el
antllisis de las areas afectadas del cersbro se cuantifican usando el programa de
computador imagePro 2.1. El volumen de infarto se expresa como % de hemisferio
contralateral. Se realizan comparaciones estadisticas a través de grupos de
tratamiento (ANOVA una via).

Las ratas macho Wistar (Iffa Crédo, Francia), que pesan entre 250 y 300gm son
alojadas de 2 por jaula bajo ciclos de luz-oscuridad de 12 horas a 12 horas (luz
prendida a las 7:00 a.m., apagada a las 7:00 pm) a temperatura ambiente de 21 %
2°C, con 50+15% de humedad, por un minimo de S dias antes de los experimentos.
Durante este tiempo las ratas tienen libre acceso a la comida comercial para ratas

(Trouw Nutrition France, Vigny, France, ref. 811002) y consumo libre de agua.

Los animales son anestesiados por induccién con halotano al 5% en aire y fuego

con halotano al 1-2% durante {a cirugia. La temperatura del cuerpo de las ratas se
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mantiene a 37°C con un cojin de calentamiento. Se realiza una incisién de 2 cm en
el centro del cuello y la arteria carétida comin derecha (CCA), la arteria cardtida
externa (ECA) y |a arteria carétida interna (ICA) se exponen bajo un microscopio en
operacion. La ICA es ademéds disecada para identificar la rama de la arteria
pterigopalatina (PA) y la rama ICA intracranial. La CCA se liga. Una sutura de seda
3-0 es amamada en el origen de la ECA y se liga. Se introduce un catéter
(id=0.58mm) dentro de la CCA a través de una pequefia perforacién y se conduce a
la rama intracranial de la ICA. Una sutura de nylon quinirgico de 4-0 es introducida
dentro del catéter. Una longitud de aproximadamente 18mm de sutura de nylon es
suavemente conducida desde la CCA al lumen de la ICA hasta que la sutura
bloquea el origen del MCA. La sutura se sella dentro del catéter por calor, dejando 1
cm del catéter por fuera de manera que la sutura pueda ser retirada para permitir la
perfusién. La incisién se cierra utilizando ganchos de piel. Se termina la anestesia y
los animales se colocan bajo una lampara de calentamiento hasta que 8e recuperan
de la anestesia. Las ratas despiertan 10-15 minutos més tarde. Después de 2 horas
de isquemia, la reperfusién es desarrollada retirando la sutura hasta que la punta
despeja el lumen de la ICA. El vehiculo o compuesto de prueba es administrado

intraperitonealmente (i.p.) una hora después del inicio de la isquemia.

Veinticuatro horas después del inicio de la oclusion, las ratas son decapitadas. Los
cerebros se extraen inmediataments, se congelan en isopentano y se almacenan a -
20°C. Los cerebros son luego cortados en secciones de 20um de aspesor en un

criocortador. Cada veinteava rebanada es utilizada para medir el drea de infarto.
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Las secciones son teflidas con violeta de cresilo y las Areas del infarto en el striatum
y la corteza son determinadas por planimetria usando el programa de computador
de andlisis de imagen (Image NIH) después de que las imagenes de las secciones
son digitalizadas. Los resultados son expresados como volumen de corteza y
striatum (mm®) desde la corteza frontal hasta la occipital. Los datos son analizados

por el andlisis de variancia (ANOVA una via) seguido por la prueba T de Dunnett

Mientras la anterior especificacién enseila ios principios de la presente invencién,
con ejemplos proporcionados con el propésito de ilustrar, se entenderd que la
practica de la invencién abarca todas las variaciones usuales, adaptaciones y/o
modificaciones como vienen dentro del alcance de las siguientss reivindicaciones y

sus equivalentes.
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Esta invencibn proporciona composiciones farmacéuticas neuroprotectoras que
comprenden 2-piridinaminas. Esta invencién también proporciona métodos de uso
de estas composiciones para prevenir la muerte celular isquémica, particularmente
la muerte de células neuronales, y reducir la probabilidad de muerte de células
neurcnales en un sujeto ocasionada por un evento traumatico. Finalmente esta
invencién proporciona un aparato para administrar a un sujeto las presentes

composiciones farmacéuticas.
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Lo que se reivindica:

1. Una composicibn farmacéutica que comprende un vehiculo

farmacedticamente aceptable y un compuesto que tiene la siguiente formula

o una sal del mismo, farmaceiiticamente aceptable, en la que

a) R: es H o un sustituyents unido a cualquiera de las posiciones 5 o 6 del
anillo y seleccionado del grupo que consiste de alquilo, alquenilo,
alquinilo, tienilo, furanilo, pirrolilo, fenilo, pirimidinilo, piimidinilo sustituido,
piridinil, piridinil sustituido, fenil-alquenilo, fenil-alquenilo sustituido, benzo

[b] tien-2-il, 2-benzofuranilo y fenilo sustituido,

dicho fenilo sustituido tiene la siguiente férmula
Re

R

en la que (i) Re saleccionado del grupo que consiste de H, OH,
haldgeno, alquilamino, dialquilamino, hidroxi-dialquilamino sustituido,
alquilo bajo, alquilo acidico bajo, alcoxi, alcoxi bajo halégeno sustituido,

fenilo y morfolinilo, y (i) R representa entre uno y cuatro sustituyentes,

%9



b)

c)

d)

e)

los cuales pueden ser el mismo o diferenies, y son seleccionados del
grupo que consiste de H, halégeno, amino, alquilo, alquilo bajo, alquilo
bajo halégeno sustituido, alquilamino, dialquilamino, alcoxi bajo acidico,
alcoxi, alcoxi bajo halégeno sustituido, alcoxi y fenilalcoxi, con la
condicién que Rsy Ry pueden estar fusionados para formar 2-naftilo o0 1,3-
benzodioxililo;

Cada Rz es independientemente H o alquilo bajo;

Cada Ra es independientemente seleccionado del grupo que consiste de
H, alquilo bajo, amino, alquilamino, dialquilamino y alcoxi bajo;

R4 o8 H, alcoxi o morfolinilo, con la condicibn que R4 puede estar
fusionado con Rs para formar 2,3-dihidro-1,4-benzodioxinilo o 9-alquil 9H
carbazolilo; y

Rs s H o alquilo bajo.

La composicion farmacéutica de la reivindicacién 1, en la que R es un fenilo

sustituido en la posicién 5 del anillo, y cada Rz es H.

La composicibn farmacéutica de la reivindicacibn 2, en la que R4 es

morfolinilo.

La composicién farmacéutica de la reivindicacién 2, en la que cada Ra es

alcoxi bajo y R4 @3 alcoxi bajo.



10.

1.

12.

La composicion farmacéutica de la reivindicaciéon 1, en la gue R4 esta en la

posicién 6 del anillo y cada Rz es H.

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 5, en la que cada Ray R4

son alcoxi bajos.

La composicién farmacéutica de la reivindicacién 1, en la que el compuesto
es 5-(3-atoxifenil)-N-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-piridinamina.

La composicién farmacéutica de la reivindicaciéon 1, en la que el compuesto

83 N-[4-{4-morfolinil)fenil}-5-(2-naftil)-2-piridinamina.

La composicién farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que el compuesto

es 5-benzo[bjtien-2-il-N-[4-(4-morfolinil)fenil]-2-piridinamina.

La composicion farmacéutica de la reivindicacién 1, en la que el compuesto

83 543,5-bis(trifluorometil)fenil]-N-{4-(4-morfolinil)fenil}-2-piridinamina.

La composicién farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que el compuesto
88 5-[4-(4-morfolinil)fenil}-N-[4-{pentoxi)fenil}-2-piridinamina.

La composicién famnacéutica de la reivindicacién 1, en la que el compuesto

68 5-[4-(dimetilamino)fenilo}-N-[4-(pentoxi)fenil]-2-piridinamina.



13.

14,

15.

16.

17.

18.

19.

La composicién farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que el compuesto

68 5-[4-(dimetilamino)fenil]-N-(4-metoxifenil)-2-piridinamina.

La composicion farmacéutica de la reivindicacién 1, en la que el compuesto

es 5-(1,3-benzodioxol-5-il)}-N-{4-(pentoxi)fenil]-2-piridinamina.

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que el compuesto

es acido 4{6-[[4-(pentoxi)feniljaminc}-3-piridinil] benzopropandico.

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que el compuesto

s 5-(2-metoxifenil}-N-[4-{pentoxi)fenil}-2-piridinamina.

La composicidn farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que el compuesto
es N-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxina-6-il}-5-[( E)-2-feniletenil]-2-piridinamina.

La composicion farmacéutica de la reivindicaciéon 1, en la que el compuesto
a8 N-[6{3-(dimetilamino)fenil}-2-piridinil}-9-etilo-9H-carbazol-3-amina.

La composicién farmacéutica de la reivindicacién 1, en la que el compuesto
o8 6-(3-etoxifenil)-N-(3,4,5-rimetoxifenil)-2-piridinamina.



20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

La composicién farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que el compuaesto
es 6-]3-(trifluorometoxi)fenil]-N-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-piridinamina.

La composicién farmacéutica de la reivindicaciéon 1, en la que el compuesto

es 6-(1,3-benzodioxol-5-il)-N-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-piridinamina.

La composicion farmacéutica de la reivindicacién 1, en la que el compuesto

es 6-fenil-N-(3 4,5-trimetoxifenil)-2-piridinamina.

La composicién farmacéutica de la reivindicaciéon 1, en la que el compuesto

es 6-(3,4-dimetoxifenil)-N-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-piridinamina.

La composicién farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que el compuesto
es 6-(3,4-dimetilfenil)-N-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-piridinamina.

La composicién farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que el compuesto

@8 N-(4,5-dimetoxi-2-metilfenil)-8-(3,4,dimetilfenil)-2-pindinamina.

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que el compuesto

es 6-(2-naftil)-N-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-piridinamina.

La composicion farmacéutica de la reivindicacién 1, en la que el compuesto
es 6-(2-fenoxifenil)-N-(3,4, 5-trimetoxifenil)-2-piridinamina.

joz
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29.

30.

3.

32.

33.

La composicién farmacéutica de la reivindicacién 1, en la que el compuesto

es 6-{(E)-2-feniletenil]-N-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-piridinamina.

Un método para reducir la muerte por isquemia en una poblacién de células
que comprende poner en contacto una célula en la poblacién celular, con una

cantidad profilacticamente efectiva del compuesto de la reivindicacion 1.

El método de la reivindicacion 29, en el que la célula se selecciona del grupo
que consiste de una célula neuronal, una célula glial, una célula cardiaca, un

linfocito, un macréfago y un fibroblasto.

Un método para reducir la muerte de células neuronales en respuesta a un
evento traumdtico, que comprende poner ol contacto la célula neuronal con
una cantidad profilacticamente efectiva del compuesto de la reivindicacion 1,
antes de, durante o dentro de un periodo de tiempo adecuado, luego del
evento traumético.

E! método de la reivindicacién 29, en el que el contacto es realizado in vitro.

E! método de la reivindicacién 31, en el que el contacto es realizado in vitro.

El método de la reivindicacién 29, en el que el contacto es realizado ex vivo.

/0?



37.

38.

39.

41.

El método de la reivindicacién 31, en el que el contacto es realizado ex vivo.

El método de la reivindicacién 29, en el que el contacto es realizado in vivo.

El método de la reivindicacién 31, en el que el contacto es realizado in vivo.

Un método para reducir la muerte de células neuronales en respuesta a un
evento tfraumatico, que comprende la administracion al sujeto de una
cantidad profildcticamente efectiva de la composicion farmacéutica de la
reivindicacion 1, antes de, durante o dentro de un periodo de tiempo
adecuado, luego del evento traumdtico.

El método de la reivindicacion 38, en el que el sujeto es un humano.

El método de la reivindicacion 38, en el que el evento trmumético es

seleccionado del grupo que consiste de un desorden médico, un trauma

fisico, un trauma quimico y un trauma biolégico.

El método de la reivindicacién 38, en el que la composicién farmacéutica es

administrada antes del evento traumédtico.



42.

43.

45.

El método de la reivindicacion 38, en el que la composicién farmacéutica es

administrada durante el evento traumético.

El método de la reivindicacion 38, en el que la composicién farmacéutica es

administrada después del evento traumdtico.

Un aparato para administrar a un sujeto la composicion farmacéutica de la
reivindicacibn 1 que comprende un contenedor, y la composicion
farmacéutica dentro de él, en donde el contenedor tiene un dispositivo para

liberar al sujeto la dosis profildctica de la composicién farmacéutica.

El aparato de la reivindicacion 44, en el que el dispositivo para liberar la

composicién farmacéutica es una jeringa.
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FIGURE 2 (Panel 1)
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FIGURE 4 (Pemel 1)
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FIGURE 6 (Panel 1)
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COMPLETA () INCOMPLETA () ()
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

INFORME DE PROTOCOLO

Expediente 03-9952

Fecha: 8 de julio del 2003

Se certifica que:

Desde fecha- .16 .de. Marzo--de--1999 - ... ___,

del folio 104727 2l folio _ 104732 del

libro de Protocolo N _._363-._ , obra el poder

N2 19164 conferido por ORTHO-McNEIL

PHARMACEUTICAL .INC. .- -~.. . — -——-— -— - ...

-
e — — — T

domiciliado(a) en .-.Raritan, ~New...Jexsey,

Estados Unidos de América

al doctor _JIMENA ESCOBAR URIBE Y/O IGNACIO

ESCOBAR URIBE Y/O JULIANA ESCOBAR URIBE

Facultad para desistir Si .

Revisado .

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 350 5220
E-mail: info@sic.gov.co
www.slc.gov.co
Bogota, D.C., Colombia
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Bogota, D.C.,
Doctor: Oficlo N°*
JIMENABCOBAR URIBE 65562
Apoderado.
ORTHO McnEIL PHARMACEUTICAL, INC.
ASUNTO: Radicacién N° 03-09952
Solicitud intemacional PCTAUS2001/41565
Trémite 011
Evento 379
Actuacitn 330
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el el articulo 38 de la Decisidn 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Patenites (PCT),
regla 51 bis del Reglamento y Gircular Unica de la Superintendencia de Industria y Comerclo, se le comunica
que:

0 La solicitud no contiene los dibujos. (Art. 26-d) Declsién 486 y numeral 5.2.5, capftulo quinto del thulo
décimo de la Clrcular Unica de la SIC).

0 La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesidn del derecho a [a patente del
inventor al solicitante o a su causants. (Art. 26-k) Decision 486).

En cumpiimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le requiere para que dentro del
témino de dos meses sigulentes a la fecha de notificacion del presents oficio, complete los requisitos
anteriormente enunciados. En caso de no dar cumplmiento al presents requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perderd su prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, fteral e), del capfiulo quinto del
titulo primero de la Gircular Unica N° 10 de 2001.

El anterlor requerimiento fue notificado por fjacin en lsta de fecha, 78& 0 .




