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Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la soliciud.

Dor'cumento que acredita la existencla y representacién legal cuando el solidtante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso. Ver Expediente No. 06-051744. Adjunto copla simple

Documento de ceslén del Inventor al solidtante o a su causante.
Declaraclones.
Copla de la solictud Intemacional. {Resumen, descripclén, relvindicaciones, dibujos).

Traducdén de la solicitud Intemacional al castellano. (Resumen, descripcién, relvindicaciones,
dibujos).

Capla del examen preliminar Intermnacional efectuado por la Autoridad Intemaclonal de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduoddn del examen preliminar Internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copla del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizaclén de uso de conodmientos
tradidonales de las comunidades Indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material blolégico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, Informacién sobre otras solldtudes de patente o titulos obtenldos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parclal o totaimente con la Invenclén de esta
solicttud.

De ser el caso, modificaclones efectuadas a la solidtud Internaclonal.

Otras. Blsqueda Internaclonal
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NOMBRE:_CARLOS R, OLARTE

Soliclto la conceslén de la patente,

Instrucclones para el diligenclamiento del presente formulario, ver reverso de esta péagina.
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TRADUCCION OFICIAL No. 05-223

Efectuada el dia 9 de diciembre de 2005, de un documento
escrito en 1Inglés, al cual para su identificacién se le
estampa el sello de Serglio Andrés Rueda Iglesias, Traductor e

Intérprete Oficial por Resolucién No. 0138 expedida por el
Ministerio de Justicia y del Derecho el 11 de febrero de 2002.

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

2005 en Nueva York, Estados Unidos de América.

También en inglés y en espaflol viene Certificaciédn Notarial
mediante la cual se confirma el nombre y cargo de Grover F.
Fuller, Jr, asi como la existencia legal de la compafiia.
Dicha certificacién notarial estd firmada por Susan 2Z.
Killian; Notario Pdblico de Nueva York, cuyo cargo expira el
4 de octubre de 2008, segin consta en su correspondiente
sello notarial.

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

(Fdo.) Susan Z. Killian
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ESTADO DE NUEVA YORK - CONDADO DE NUEVA YORK Ho. 467518

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

misma es auténtica.

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

oficial, el dia 22 de noviembre de 2005.

{Fdo.) Norman Goodman, Escribano del Condado y del Tribunal

Supremo del Estado de Nueva York.
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APOSTILLA
{Convencién de La Haya del 5 de cctubre da 1961)
1. Pais: Estados Unidos de América
El presente documento puiblico
2. Fue firmado por: Norman Goodman
3. Que actud en su calidad de: Escribano del Condado
i, Lleva el sello del Condado de Nueva York
Se certificéd:
5. En Nueva York, Nueva York
6. El 22 de noviembre de 2005
7. Por parte del Secretario de Estado, (Encargado) del
Estadeo de Nueva York
8. Bajo el Nimero NYC-10404952A
9. Aparece Sello del Estado de Nueva York
10. Firmado por: James Bizzarri, Secretario de Estado

Especial Encargado

Es traduccién fiel y completa efectuada por:

SELGID ARDIES RUEOA IGLESIAS

.2
J TRALUILTUR & 1WTEL: 712 DAEIAL
Sergio Andrés Rued Igles:l.as Turiru, - INGLES /7 L15LES - ESFARGL
Tt o 108 IOPN N DV 3 11 Menlele g g, 3002
c.c. 80.424.773 de BogOta bR DE JinulA Y DL L CHY
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Apogtille

{Conveniion de Ls Haye du 5 Oclobre 1881)

Countl'y: United States of America
This public document
has been sighed by Norman Goodman

acting in the capacity of County Clerk
bears the seal/stamp of the county of New York

Certified

At New York, New York 6. the 22nd day of November 2005
by Speclal Deputy Secretary of State, State of New York
No. NYC-10404952A

Seal/Stamp 10. Signature

5W@;

James Bizzarri
Spacial Deputy Secretary of State

AENARE { REV: 20/)



OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI LTDA,

COLOMBIA

Power of Attorney Poder
The undersigned, El suscrito,
PFIZER PRODUCTS INC.,
domiciled in domiciliado en

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

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte and/or J. Iar Raisbeck and/or

Ana Maria Frierl and/or Juan Guillermo

Moure and/or Natalia Castro full and
sufficient Power of Attomey to file, prosecute,
obtain, defend and enforco any and all of the
company's Patents for Invendons, Udlity Models,
Layont-Designs (topogrsphies) of Integrated
Circuits, Industrial Designs, Trademarks,
Advertizsing Slogans, Trade Names, Commereial
Emblems, Geographieal Indleations, Protection of
Trade  Secrets, Obtalner’s  Certificates,
Copyrights, Registration of Domain Names,
Health Regisirations, or any other Intellectual
property right In the Republic of Colombis, to
which end {t empowers them to teke. all ateps
necessary before any administrative or judicial
authority of any class for the ohjects stuted, o file
petitions, recourses, replies and oppositions, pay
mxos snd annultles, roquest testimonies, receive
documents_and securities, sbandox applications and
collect refunds. Sufficlent power is hereby granted
1o receive notificetions on behalf of the Company, to
confer powess on those who wre to represent the
company judicially and extrajudicially, to answer in
court in the matter of all claims and demands that
may be presented in connectlon with the objects
stated, giving them likewise power to substitute these
presenis and revoke such substitutions.

Signature/Firma:

Date/Fecha:

por medio del presente otorga s Carlos R.
Olarte y/o J. Tan Raisbeck y/o Anma
Marda Frierl y/o Juan Gulllermo

Moure y/o Natalla Castro poder especial,
amplio y suficiente pam presentar, iramitar,
oblener, defender y hacer respeier foday y
cualquiera de las Patentes de Invencldn, Modelos
de Utilidad, Esquemss de Trazades de
Circuoitos Integrades, Disefias Industrinles,
Mareas, Lemas Comerciales, Nombres
Comerciales, Ensefins Comerclales,
Denominaciones de Origen, Proteeclin de
Secretos Empresariales, . Cortiflcados de
Obtentor, Dercchoa de Autar, Reglstro de
Nombres de Dominlo, Registras Sanitaries, o
cualquier otro bien de propledad intelectual de
Ia compafifa en Ia Repfiblica de Colombia, a cuyo
efecto loa facula pam dar todns los pasos
necesérios anie cualquier autoridad administretiva
© judicial de cualquier jerarquis para cumplir con
lo encomendado, clevar solicitudes, recursos,
respuestas y oposiciones, psgar impuestos y
anualidades, solicitor  testimonios, recibir
documentos y velores, desistir y percible, Se
concede poder bastante pams recibir notificaciones
a nombm de la compefifa, otorgar poderes a
qulenes vayan a representar a la compatfifa judicial
y eximjudicialmente, responder en juicio a todas
las reclamaciones o demandas que por molivo de
lo encomendado se presentaren, dindoles
agimismo facultad pers sustitulr el presente y
revacar dichas sustituciones.

2RODUCTS INC.,

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

7 Noprmbe 6

City,Country/Ciudad,Pals: ﬂ[m‘fad’: N uHA

Cadas R Olarm

J- [nn Raisheck

Am Mach Prieri

Juan Guillerroo Moure
Namja Casuo

Santisgn Pardn

OFf Conmmal
Guillersno Chishin
Gracicls Mdo

World Trads Center - Torre A, Calle 100 No, BA — J?.Pllnlﬁ.l]ognllD.C..Cnlunbh
Tel + 57 1 601-7700, Fax + 57 1 601-7799, pifice/@olaricmisheck.com.
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upreme Coun of the Suta oi

)
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whose nume is subeciibed to the snnexed affidnvie, lll‘-pommn. urdﬁcne ol .ckn“led'mgm or hroof, was at tha

tme of taking the same s NOTARY PUDLIC in and for the State of New York duly commissioned, swarn and’

qualiiex] to ect us suchy that pursuent o law, 8 comminion or & cestificate of his cBilal chamcter, with his

lmto raph signature has heen fileil In my office) that st the time of taking such proof, acknowledgment or oath, hd

wll ulr lutflntlud to take the zame;j that | am well acqusinted with the handwricing of such NOTARY PUBLIC
Lave compared the signature on the annexed Instrument wich his lumluph signature deposited in my oﬁce.

l bcllere at such elgnature by gerivine,

IN WITNESS WHERNOF, 1 have hemml.n »et my hand afized my official seal this

e ma%““ .

Cowniy Clerk and Clerk of fhs Suprema Cowrl, News York Countw

Swte of New York l ]
%;‘nmt' of New York, {*-

I, NORMAN GQOODMADM, County Cl
New York, in und for the County of Hew York, g Co
d DO HEREBY CERT I.l'\' pursiont to

<




OLARTERAISBECK

OLARTE RAISAECK & FRIERI LTDA.

N tarial Certification

On thia date,

The undersigned Notary Public certifies:

1. That

Certificacion Notarial
Bn enta fecha,
el Notario Piblico suscrito certifica:

i. Quo

Grover F. Fuller, Jr.

of legal age and domiciled in

mayor de edad y domiciliado

Street 150 East 42™ Street
City__ New York
State_ New York 10017-5612 USA

signed the foregoing document.

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

3. Tt PFIZER PRODUCTS INC,

having its principal place of busineas located in
Groton, State of Connecticut 08340,
United States of America

in duly incorporated, is currently in existence, and
that the purpases for which the Pawer of Attorney iz
granted are within the scope of its corporute
purposea.

4. That the grantor has the authority to execute the
Power af Attarney and that hisher representstion is
legal.

suscribié el documento que antecede,

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

de

4. Quo
con sede principal ubicada en

csth legrimente constituida, que tiene existencia
legal vigente y que log propdaitos pars los cunles
se otorga el poder ss encuentra dentro de los que
comprenden mu objeto social.

4. Que el otorgante tiene la represontacién para
suscribir el poder, y quo ésta es legitima.

NOTARY PUBLIC (Signature): '&WQ k\m

—y

Pigina4de §
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CESION

Por contraprestacion valiosa pagada a nosotros por PFIZER PRODUCTS
INC., sociedad constituida en virtud de las leyes del Estado de
Connecticut, Estados Unidos de América. cuya direccién postal completa
es Eastern Point Road, Groton, Connecticut 06340, Estados Unidos de
América, por el presente vendemos y traspasamos a la citada. PFIZER
PRODUCTS INC, todo nuestro derecho, titulo e interés en y sobre nuestro
invento de una nueva y tutil mejora en METODOS PARA TRATAR LA
INFLAMACION AGUDA ANIMALES CON INHIBIDORES DE p38 MP
QUINASA en cuanto respecta a la Repiblica de Colombia, tal como se indica
y describe plenamente en la especificacion y por el presente autorizamos y
solicitamos al Comisionado de Patentes de Colombia expedir dicha patente a
nombre de la citada PFIZER PRODUCTS INC, de conformidad con esta

cesion. .

En fe de lo cual, firmamos de nuestro puiflo y letra,

5050 Pond View Circle, Ames, Iowa 20 de octubre de 2004

{Fdo) Marcus Eugene KEHRLI, Jr.
Lugar, fecha y firma — Marcus Eugene KEHRLI, Jr

Groton, CT, USA, 30 de noviembre de 2004

(Fdo) Subas Man SAKYA.
Lugar, fecha y firma - Subas Man SAKYA



Por el presente certifico que este es el documento original.

(Fdo) Sami Swadek 27 /Enero/06

Suscrito y jurado ante mi, el 27 de febrero de 2006.

(Fdo.) ALBERT L. THEMES, Notario Piblico de Washington Distrito Capital,
cuyo cargo vence ¢l 14 de junio de 2009, segin consta en su
correspondiente sello notarial.

(Sello Oficial)
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APOSTILLA

(Convencion de la Haya del 5 de Octubre de 1961)
Pais: Distrito de Columbia
Estados Unidos de América
El presente documento piblico fue firmado por: Albert L. Themes
Que actud en su calidad de Notario Piiblico del Distrito de Columbia
Lleva el sello de Albert L. Themes Notario Priblico del Distrito de
Columbia
Se certificd
En Washington D.C.
El 27 de febrero de 2006
Por parte del Secretario del Distrito de Columbia.
Bajo el Nimero 152862
Aparece el sello del Distrito de Columbia

Firmado por Patricia Elwood (Provisional).
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Apuostille

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. District of Columbia
United States of America
2. This public document has been signed ARBERT 1. THEMES
d. acting in the capacity of

UMBIA

CERTIFIED
b. at Washington, D.C.
27 FEBRUARY 2006
6. the day of
7. by Secretary of the District of Columbia
s no 152862
10. Signature

PATRICIA ELWOOD

Diin> Eloed

IREURIE
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COo-1

.’ ASSIGNMENT }>

Far valuable consideration paid to me (us) by PFIZER PRODUCTS INC. a corporation organized under the
laws of the State of Connecticut, United States of America whose full post office address is Eastern Point
Road, Groton, Connecticut 06340, United States of America, ! (we) do hercby sell and assign to the said
PFIZER PRODUCTS INC., all my (our) right, title and interest in and to my (our) invention for a new and
useful Improvement in METHODS OF TREATING ACUTE INFLAMMATION IN ANIMALS WITH p38
MAP KINASE INHIBITORS so far as the Republic of Colombia is concemed, as fully set forth and described
in the specification, and I (we) do hereby authorize and request the Commissioner of Patents of Colombia to

issuc said patent to the said FFIZER PRODUCTS INC. in accordance with this assignment.

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

5050 Aoud Viow Cincle, Ames, Loe 2¢onﬂ 7%«» /% /

Place, date and signature - MuculEugme

Grofm, CT, ysh. M 20, da ¥ JJ-—-%M‘/";%

Place, date and signafire - Subas Man EIKYA



| HEREBY CERTIFY THAT THIS
18 THE ORIGINAL DOCUMENT
SAM Swankke
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(12) INTERNATIONAL AFPLICATION PUBLISHED UNDER THE FPATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property
Organization Ly
Intcmnational Burcau
(43) Inticrmational Publication Date -
7 July 2005 (07.07.2005)

A
™
Uyva

it

PCT

-

(N nenFEEa

(10) Iniernations] Publication Number

WO 2005/060967 A1l

(S1) International Patent Clnsslfication”  A61K 31/497,
31/506, 31/4184, 31/4192, 31/4196, ASIP 4300 .

(21) Internutiona]l Application Number:
PCT/1B2004/004035

(22) Internationa] Flling Date: 6 December 2004 (06.12.2004)

(25) Flling Language: English
(26) Publication Language: English
(30) Priority Duia:

60/530, T2 18 Decomber 2003 (18.122003) US

(71) Applicani (for all designated Siatex exceps US): PFIZER
PRODUCTS INC.? [US/US); Basiern Point Road, Gro-
1on, CT D6340 (US).

(72) Inventors; and

(75) Ioventors/Applicants (for US only): KEHRLI, Marcus,
Engene, Jr. [US/US]; 5050 Pond View Circle, Ames, 1A
50014 (US). SAKYA, Subas, Man [US/US]; Pfizer Global
Research & Development, Eastern Point Road, Groton, CT
06340 (US).

(74) Agents: FULLER, Grover, F, Jc et al.; Phizer Inc., 201
I Mbor RO

4, Marrls Plains, NJ 07950 (US).

(81)/Designaled Siates (inless otharwise indicated, for every
kind of ndsional protection available): AR, AG, AL, AM,
AT AU, AZ, BA, BB, BG, BR,BW, BY, BZ, CA, CH, CN,
Co, , CZ, DB, DK, DM, DZ, BC, EE, EG, BS, FI,
aB, aI), GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, 1S, JP. KE,
KQ, KF. KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD,
MK, MN, MW, MX, MZ, NA, N1, NO, NZ, OM, PG,
F'H, PL, PT, RO, RU, SC, 5D, SE, SG, 3K, SL, SY, T], T™™,
TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM,
ZW,

Desigated States (unizxs otherwise indicased, for every
kind of regional protection avaliable): ARTPO (BW, GH,
GM, KB, LS, MW, MZ, NA, SD, 5L, SZ, TZ, UG, ZM,
ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
Buropean (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EL, ES, 1,
FR, GB, GR, HU, I, IS, IT, LT, LU, MC, N1, PL, PT, RO,
SE, 81, SK, TR), OAPI (BF, B), CF, CG, CI, CM, GA, ON,
GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:
. Wwith imernational search report

[Continued on next page}

(84

(54) Tithe: METHODS OF TREATING ACUTE INFLAMMATION IN ANIMALS WITH p38 MAP KINASE INHIBITORS

102

101

100
24 0 24 48 T2 08 120 144 168 192 218
Time Relative to Drug Adminisiration (hours)
o (57) Abstrwct: The present invention provides methods for treating animals having acute inflammatory conditions, including mas-

o titis, by adminisiering st Jeast one p38 MAP kingse inhibilor. The present invention also provides methods for enhancing milk
production and reducing milk discard in animals afflicied with acnic inflammatary conditions by adminisiering st least one, p38

MAP kinase inhibilor.



WO 2005/060967 Al IIIIIII'IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIE/
— - al

For two-letter codex and other abbreviatlons, refar 10 the "Guid-
ance Notes on Codes and Abbreviations” appearing at the begin-
ning of each regular issue of the PCT Gazente.
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METHODS OF TREATING ACUTE
INFLAMMATION NIMALS W NASE INHI

Held of the Invention

5 The present invention relates to the use of p38 MAP kinase Inhibltors for the
treatment of animale having acute Inflammation and conditions caused thereby. In
particular, the present invention provides methods for treating animals having acute
inflammatory conditions, Including maestitia, by administering at least one p38 MAP
kinase inhibitor. The present invention aiso provides methods for enhancing mitk
10 production and reducing milk discard in animails afflicted with acute Inflammatory

conditions by administering at least one p38 MAP kinase Inhibltor.

Background of the Invention
Acute inflammatory responses In mammails often damage tissue resulting in
16 loes of organ or tissue function and concornitant negative impacts on overall health,
production and performance.
Mitogen-activated protein (MAP) kinasea are key enzymes involved In signal
tranaduction and the ampiification of cellular responses to stimull. The p38 group of
MAP kinases Is a group of MAP kinases assoclated with the onset and pragression
20 of infflammation. The p38 group has et least three known homologues of the original
. P38 MAP kinase (Ono et al. (2000) Cellular Signalling 12:1-13.). Early Inflammatory
events Include cytokine release, activition and rapld accumulation of neutrophiis with
subsequent recruitment of mononuclear cells. p38 MAP kinase plays a central role in
regulating a wiie range of Inflammatory responses In many different celils. Recent
25 siudies have shown that a p38 MAP kinase Inhibttor [(S)-5-[2-(1-
phenylethylamino)pyrimidin-4-yi]-1-methyl-4~(3-trifluoromethyiphenyl)-2-(4-plperidiny)
Imidazole] reduced Initlal neutrophll recruitment to the lung In @ murine model of mild
pulmonary inflammation induced by lipopolysaccharide (LPS) ( Nick et al. (2000) J,
Immunol. 164:2151-2159.) p38 MAP kinase Is activated by dual phosphorylation
30 after stimulation by & wide amay of extracsliular etimull including physlochemical
stress, treatment with lipopolysaccharide (LPS) or E. cofi, signal transduction from
the Toll-like raceptors, as well as, TNF and IL-1 receptors. The products of the p38
phosphorylation madiate the production of Inflammatory cytokines, including TNF, IL-
1, IL-8, iNOS and cyclooxygenase-2.
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Mastitis is an affliction of lactating dalry cows and is one of the most costly
diseases to animal agriculture, with economic lossee exceeding $2 blllion annually in
the United States alone. (Blosser, T. (1978) |, Dalry Scl. 62:116-127). Mastitis is
caused by inframammary infection with many bacterial pathogens, Including
staphylococel, streptococel, and coliforms. Economic losses attributable to mastitis
Include reduced milk production and quallty, Increased veterinary costs and death of
cows. Reduced milk production Is widely attributed to pathophyslologic changes
assoclated with the Inflammatory response to bacterial infection. Shuster, D. and
Kehrll, M.E. (1985) Am, J. Vet, Bes. 56(3):212-320, Incorporated hereln by reference;
Shuster et al. (1991) ,J. Dalry Scl, 74:1527-1538; Shuster et al. (1981) J. Dalry Scl,
74:3407-3411.; Shuster et al. (1991) J. Dairy Scl. 74:3763-3774. Mastitis caused by
the bacterla characterized above can manifest as elther clinical or subclinical
disease. Cullor et al. (1880) Disorders of the mammary gland in large animal
medicine., B.P. Smith, The C.V. Mosby Company, St. Louls. Mo. 83148, pp. 1047-
1067. Clinical disease varies from mildly affected quarters with changes In the milk,
through severely infected quarters with eventual loas of that quarter, to systemically
Il cows that often dle. Subclinical mastitis is prevalent In many dairy herds. Affected
quarters are Infected with the pathogenic bacterla described above, but clinical signs
are absent. The level of somatic cells increases in the milk, which change can be
detected by conventional means. Subclinical mastitis le aooommnlod by lowsred
milk production and milk quality.

Here we disclose Inhibltore of the kinase activity of p38 useful In a method to
treat acute Inflammatory conditions characterized by enhanced p38 MAP kinase
activity resulting In animals having Increased milk production with reduced loss or
discard. '

Summary of the Invention
The present invention provides a method of treating an Inflammatory disease

thereof which comprises adminlstering to said animal an eﬂectl\_fe amount of at least
one p38 MAP kinase inhibltor,

Ancther aspect of the present invention is a method for the enhancement of
milk production or reduction of milk loss in an animal suffering from an acute
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Inflammatory disease which compriees the administration to said mammal of an
effective amount of at least one p38 MAP kinase Inhibltor.

A third aspect of the present invention Is directed to a method of inhiblting the
synthesis and activity of the COX-2 enzyme, TNF or IL-1 In an animal compriging the
administration of an effective amount of at least one p38 MAP klnase_inhlbltor.

In another agpaect the present invention Is directed to a method of inhiblting
apoptotic cell death in an animal comprising the administration of an effective amount
of at least one p38 MAP kinase inhibitor.

In a preferred embodiment, the p38 MAP kinase Inhibitor Is sslected from

()] the compound of Formula |, '

§
N

R I

whereln R' Is —H;

R? Is substituted and unsubstituted heterocyclic, cycloalkyl, aryl, heteroaryl:
whereln heterocyclic is a 5-, 8- or 7-membered saturated, partlally saturated or
unsaturated ring containing from one to three heteroatoma independently selected
from the group coneisting of nitrogen, oxygen and sulfur; and Including any bicyclic
group In which any of the above heterocyclic rings Is fused to a benzene ring or
another heterocycle; and the nitrogen may be In the oxidized state giving the N-oxide
form; and optionally substituted with Ry,

R, for each occurrence le independently -halo, -OH, {C,-Cg)alkyl, -(Cs-
Ce)alkenyl, -(Cz-Cs)alkynyl, -O(C+-Ce)alkyl, -O(Cy-C)alkenyl, -O(C-Ca)alkynyl, -
(Co-Co)alky-NR'®R™, -C(0)-NR™R', -SO;R", -SOR®, -SR", -NR'’.S8O,R", -
NR™-C(0)-R", -NR"-OR", -SO,-NR"R", -CN, -CF;, -C(0)(Ci-Ce)alkyl, =0,
-8Og-phenyl, or C(O)-Ar or het-Ar;

R? Is Independently -H, -halo, -OH, ~{Ci-Cio)alkyl, OCHs, NHz, NHR,
wherein R Is aryl, heteroaryl or alkyl; and
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R* Is substituted and unsubstituted aryl and heteroaryl;

R" and R"for each occurrence are each Independently —H; -(C-Cg)alkyl,
whereln 1 or 2 carbon atoms, other than the connecting carbon atom, may optionally
be replaced with 1 or 2 heteroatoms independently selected from S, O and N and
whereln each carbon atom ls optionally substituted with 1, 2 or 3 halo;
-(Cs-Cs)alkenyl, optionally substituted with 1, 2 or 3 halo; or -{(Cx-Cg)alkynyl wherein
one carbon atom, other than the connecting carbon atom and the ethynyl atoms, may
optionally be replaced with one oxygen atom and wherein each carbon atom is
optionally substituted with 1, 2 or 3 halo;

or R'? and R™ are taken together with N to which they are attached to form
het;

(I the compound of Formula ll,

wherein ‘A" is substituted or unsubetituted pyrrolyl, Imidazolyl, pyrazolyl,
oxazolyl, isoxazolyi, thiazolyl, or Isothlazolyl;

R® and R’ are Independently H or substituted or unsubstituted {cyclo)alkyl,
phenyl, heteroaryl, or heterocyclyl;

R®ls independently halo, (perhalo)alkyl, (perhalo)cycloalkyl, alkenyl, alkynyl,
heterocyclyl(oxy), phenyl, OH, {perhalo)alkoxy, phenoxy, alkytthio,

alkyl(amino)sulfonyl, alkylsulfarnoyl, carbamoyl, acyl or carboxy; and
sls 0-5;

(i) the compound of Formula Il
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whereln “B° |s a substituted or unsubstituted hetero group, such as pyrrolyl,

imidazolyl, pyrazolyl, oxazolyl; .
R?is H, alkyl, cycloalkyl, heterocycloalkyl, aryl or heteroaryl;
5 R™ s H, alkyl, phenyl, F, Cl or CN; and
8 is 0-5; or
(v) the compoﬁnd of Formula IV, _

10
wherein "C’ s substituted or unsubstituted pyrrolyl, Imidazolyl, pyrazolvi,
oxazolyl, lsoxazolyl, thiazolyl, or lsothlazolyl;
R' 1s H, alkenyl, alkynyl, or substitutad or unsubstituted (cyclo)alkyl, phenyi,
heteroaryl, or hetsrocyclyl, or amino;
15 R'? Is halo, (cyclo)alkyl(oxy), (perhalo)alkyl, alkenyl, alkynyl, phenyl,
heteroaryl(axy), heterocyclyl{oxy), OH, (perhalo)alkoxy, phenoxy, alkytthio,
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alkyisulfonyl, alkylaminosulfonyl, NO;, substituted and unsubstituted amino or
carbamoyl; and
&ls 0-5.
In a preferred embodiment, the p38 MAP kinase Inhlbitor Is
(M acompound MAPKI #1

H
N

\Ké

MAPKi #1

“
"

() acompound MAPKI #2
o]

N
L

| H? MAPKi #2

F : ; and
() acompound MAPKI #3

g

H
Co-we s

(iv) a compound of Formuia llia
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5 In a prefemed embodiment, the inflammatory disease ls eelected from the
group conslsting of mastitis, respiratory disease, replaced placenta membranes,
metritls, pyometra, enteritis, hepatitis, nephritis, septicemla, endotoxemia, laminitis,
frostbite and obstructive bowsl problems.

Preferred obstructive bowel probleme are selected from the group consisting
10  of colic, displaced abomasums, and cecal torsion.
In a preferred embodllmom, the inflammatory disease Is mastitis and the
animal le a cow.
In a further embodiment, a pharmaceutically acceptable canier Is preferred.
The term "A," "B,” "C,” “het” or “heterocycle” refers to an optionally substituted
15  hetero group contalning one to two heteroatome selected from nitrogen, sulfur and

7X
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oxygen, such as pyrrolyl, imidazolyl, pyrazolyl, oxazolyl, lsoxazolyl, thiazolyl, or
Iscthiazolyl.

The term “alkyl,” as well as the alkyl moleties of other groupa referred to
hereln {6.g. alkoxy), may be liner or branched (such as methyl, ethyl, n-propyi,
Isopropyl, n-butyl, Iso-butyl, secondary-butyi, tertiary butyl), and they may aleo be
cylic (e.g. cyclopropyl or cyclobutyf).

The term “halogen” includes fluoro, chloro, bromo or lodo or fluoride, chioride,
bromide or lodide.

The term "aryl® means aromatic radicals such as phenyl, naphthyl,
tetrahydronaphthyl, Indanyl and the lke, optionally substituted by 1-3 sultable
substituents such as fluoro, chloro, trifluoromethyl, (Ci-Cg)alkoxy, {Ce-C1o)aryloxy,
triftuoromethoxy, difluoromethoxy or (C,-Cg)alkyl.

The term "hetercaryf” refers to an aromatic heterocyciic group usually with
one heteroatom selected from O, S and N In the ring.

The term “heterocyclic” as used hereln refers to a cyclic group contalning 1-8
carbon atoms and 1-4 hetero atoms selectsd from N, O, S and NR. Examples of
such rings Include, infer alla, azetidinyi, terahydrofuranyl, imidazolidinyl, pyrrolidiny,
piperidinyl.

Further examples of the above terms are described more fully in the
references cited herein that further describe the compounds utilized In the claimed
Invention. .

The term “treating or treat® with respect to an acuts inflammatory condition aa
used herein means to inhiblt, reduce, prevent or amellorate symptoms assoclated
with Inflammatory responses mediated by p38 MAP kinase including the inhibition of
Tumor Necrosls Factor (TNF), Intereukin-1 (IL-1) and cycloogygenase-2 (COX-2),
and to alleviate the symptoms of Inflammatory conditione or diesases caused by
amplification of inflammatory cytokines including TNF, IL-1 and COX-2. The
treatment Is considered therapeutic if there Is an enhanced recovery from symptoma
of acute Inflammation.

An “enhanced recovery” as contemplated by the present invention Is
conventionally determined from a comparison of the condition of infected, treated
animals with Infected-non-medicatad animals. An enhanced recovery le asseased by

PCT/TB2004/004038 %
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any one of the following: an approximate retumn to tha antaecedent physiological
performance level of the inflamed tisaue, such as resplratory function, growth rate,
reproductive parformance, locornotion, milk syntheels and eecretion. Examples
might Include a reduction in milk discard, increase in milk yield, decrease in
Inflammation, decreased E. colf levels In milk, or decreased levels of whey PQE;
levels, for example. The method of the present Invention Is, for axam'ple. effective In
enhancing the racovery from acute Inflammatory responses In animais.

The term "acute Inflammatory condition” as used herein means an affliction or
disease of an animal Including but not limited to mastitis, respiratory disease,
retained placental membranes, metritls, pyometra, enteritis , hepatitie, nephritis,
septicemia, laminitie, frostbite and obstructive bowel pi'oblems Including, collc,
displaced abomasums, cecal torsion and endotoxemia. ’

The term "animal® as used herein refers to all mammals, including but not
limited to equids, companion animale and livestock.

The term “cattle” as used hereln refers to bovine animals including but not
limited to steer, bulls, cows, and calves. Preferably, the method of the present
Invention Is applled to an animal which Is a lactating non-human mammal; most
preferably, a cow. '

The term “effective amount® refers to an amount of at least one p38 MAP
kinase Inhibltor sufficlent to Increase milk production, decrease milk discard,
decrease E. coli count, or decrease whey PGE; levels in animals to which the p38
MAP kinase Inhibitor Is administered. An effective amount of p38 MAP kinase
Inhibltor means, for example, that the Inhibltor enhances the recovery of an animal
afflicted with an acute Inflammatory condition or disease.

The term "pharmaceutically acceptable carrler” refers to a carrier medium that
does not Interfere with the effectiveness of the biological activily of the active
Ingredient, s chemically inert and is not toxc to the subject to whom it Is
administered. '

3
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BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure 1 deplcts the average body temperature of cows administered aaline
or 30 cfu E. coll into a single quarter followed 13 hours later by adminletration of
MAPK] #1, MAPKI #2, MAPKI #3, or vehicle.

Figure 2 depicts the average daily milk production of cows adminlstered
saline or 30 cfu E. colfinto a single quarter followed 13 hours later by adminlstration
of MAPK] #1, MAPKI #2, MAPKI #3, or vehicle.

Figure 3 deplicts the average milk clinical scores of cows administerad saline
or 30 cfu E. coflInto a single quarter followed 13 hours later by administration of
MAPKI #1, MAPKI #2 MAPKI #3, or vehicle.

Figure 4 depicts the average gland clinical scores of cows administered
aaline or 30 c¢fu E. coliinto a single quarter followed 13 hours later by administration
of MAPKI #1, MAPKIi #2, MAPKI #3, or vehicle.

Figure 5 depicts the average cumulative clinical score of cows administered
saline or 30 cfu E. cofi Into a single quarter followed 13 hours later by administration
of MAPKI #1, MAPK #2, MAPKI #3, or vehicle.

Figure 8 deplcts the average log10 of milk somatic cell count (SCC) of cows
administered saline or 30 cfu E. coifinto a single quarter followed 13 hours later by
administration of MAPKI #1, MAPKI #2, MAPKI #3, or vehicle.

Figure 7 depicts the average total WBC (peripheral blood) of cows
administered saline or 30 cfu E. colf into a eingle quarter followed 13 hours later by
administration of MAPK] #1, MAPKI #2, MAPKI #3, or vehicle.

Figure 8 depicts the average total PMN (peripheral blood) of cows
administered sallne or 30 cfu E. coffinto a single quarter followed 13 hours later by,
administration of MAPK] #1, MAPKI #2, MAPKI #3, or vehicle.

Figure 9 depicts the average whey PQE; concentration of cows administered
saline or 30 cfu E. col/Into a single quarter followed 13 hours later by administration
of MAPKI #1, MAPKI #2, MAPKI #3, or vehicle.

Figure 10 depicts bacteria (E. coli) numbers (In ml) from cows administered
sallne or 30 chu E. colf Into a single quarter followed 13 hours later by adminietration
of MAPKI #1, MAPKI #2, MAPKI #3, or vehicle.
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DETAILED DESCRIPTION

The present invention provides for methods for treating animals having acute
Inflammatory conditions including mastitie by administering at least one p38 MAP
kinase Inhibltor. The present invention also provides methods for enhancing milk
production and reducing milk discard In animals afflicted with acute Ir_lﬂammatory
conditions by administering at least one, p38 MAP kinase inhibitor.

The p38 MAP kinaee Inhibltor compounds utilized for the present invention
may be syntheslzed by synthetic routes that Include processes analogous to those
well-known In the chemical arts, particularly In light of the description contained
herein or through the references cited. '

The compound of Formula | is aleo a p38 MAP kinase Inhibitor, and is useful
In the treatment of inflammation, osteoarthritle, rheumatold arthritis, cancer,
reperfusion or Ischemia In stroke or heart attack, autoimmune diseases, and other
disorders.

The compounds of Formula |, a prodrug of sald compound or lsomer, or a
pharmaceutically acceptable salt of sald compound, Isomier or prodrug; wherein R' is
~H;

R® le substituted and unsubstituted heterocyclic, cycloaliyl, aryl, heteroaryk:
wherein heterocyclic Is a 5-, 6- or 7-membered saturated, partiaily saturated or
unseatureted ring containing from one to three heteroatoms independently selected
from the group consisting of nitrogen, oxygen and sulfur; and including any bicyclic
group In which any of the above heterocyclic rings Is fused to a benzene ring or
ancther heterocycle; and the nitrogen may be in the oxidized state giving the N-oxide
form; and optionally substiuted with Ry;

R, for each occurrence Is Independently -halo, -OH, -(C4-Cq)alkyl,
~(CrCq)alkenyl, -(Co-Colalkynyl, -O{C,-Ce)alkyl, -O(C-Ce)alkenyl, -O(Cy-Ca)alkynyl,
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~(Co-Colalky-NR™R™, -C(O)}-NR®RY, -SO;R", -SOR", -SR™?, .NR.SO,R™,
-NR'.C{0)-R", -NR®.OR", -SO,-NR*R", -CN, -CF;, -C(0)(C:-Cs)alkyl, =O,
-SOp-phenyl, or C{O)-Ar or het-Ar;
R? is Independentty -H, -halo, -OH, ~{C;-Cyo)aliyl, OCHs, NHg, NHR,
6 wherein R Is aryl, heteroaryl or alkyl; and

R* is substituted and unsubstituted aryl and heteroaryi;

R and R"for each occurrence are each independently —H; ~(C-Cg)alkyl,
whereln 1 or 2 carbon atoms, other than the connecting carbon atom, may optionally
be replaced with 1 or 2 heteroatoms Independently selected from S, O and N and

10  whereln each carbon atom ls optionally substituted with 1, 2 or 3 halo;
-(C+-Cg)alkenyl, optionally substituted with 1, 2 or 3 halo; or {C-Ce)alkynyl wherein
one carbon atom, other than the connecting carbon atom and the ethynyl atoms, may
optionally be replaced with one oxygen atom and whereln each carbon atom le
optlonally substituted with 1, 2 or 3'halo;

15 or R™ and R" are taken together with N to which they are attached to form
het.

In particular, the compound, MAPKI #1, ls a specles of the genus described in
compound of Formula |. MAPKI #1 Is the subject of W095/02681A1 and
W086/21452A1 (hereby incorporated by reterence in lts entirety) and may be

20 prepared as more fully described therein.

The compound of Formula Il, 5-(phenyiheteroaryl)-1,3-dihydro-2-
25 benzimidazolones, la also a p38 MAP kinase Inhibltor, and Is useful In the treatment
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of Inflammation, osteoarthritis, rheumatold arthritis, cancer, reperfusion or ischemia In
stroke or heart attack, autoimmune diseases, and other disorders.

13-

The compound of Formula il, whereln “A” is substituted or unsubstituted
pyrrolyl, imidazolyl, pyrazolyl, oxazolyl, isoxazolyl, thlazolyl, or isothlazolyl; R® and R
are Independently H or substituted or unsubstituted (cycio)alkyl, phenyl, heteroaryl,
or heterocyclyl; R'ls inde;':endenﬂy halo, (perhalo)alkyl, (perhalo)cycloalkyl, alkenyl,
alkynyl, heterocyclyl(oxy), phenyl, OH, (perhalo)alkaxy, phenoxy, alkylthio,
alkyl(amino)sulfonyl, alkylsulfamowl, carbamoyl, acyl or carboxy; and s Is 0-6 Is the
subject of WO 2002/072576 (hereby Incorporated by reference In its entirety) and the
preparation of the compound of Formula |l Is described therein.

The compounds of Formula II, whereln "A," R®, R’, R%and e are defined
above, may be prepared, as more fully described In WO 2002/072576 (Note: the
varigbles “A, R’, R7, R™ may be identified with diiferent designations In WO

2002/072578). In particular, the compound, MAPKI #2, may be prepared as set forth
below In Scheme I.
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o MAPKI #2
The compound, MAPKI #2, was prepared as set forth above In Scheme |. 4-
Fluoro-N-methoxy-N-methyl-3-nitro-benzamide (3) was prepared by taking up 4~
Fluoro-3-nitrobenzolc acid (1) (100 g, 0.54 mol) in dry methylene chioride (1 L) and
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1.5 mL of DMF was added. To this solution was added oxalyl chloride (61 mL, 0.702
mol). After 1.5 hours, the solvent was removed in vacuo and the crude acid chioride
(2) (vellow oll) was taken up in methylene chiloride (50 mL) and siowly added to a
stiming mixture of triethylamine (150.5 mL, 1.08 mol) and Walnreb amine
hydrochloride (68.6 g, 0.702 mol) in methylene chloride (950 mL) at oc The
reaction was allowed to warm to room temperature and stired ovemight. The
reaction mixture was washed with saturated sodium dihydrogen phosphate, foliowed
by water. The organic phase was dried over anhydrous sodium eulfate and
concentrated /n vacuo to an orange-yeliow oll. The crude oll was triturated with
pantane 1o give 110.28 g (80%) of a yellow to off-white powder (3).

To a solution of 4-fluoro-N-methaxy-N-methyl-3-nitro-benzamide (3) (20 gm,
87.6 mmol) In methylene chloride (250 mL) was added isopropyl amine (11.4 g,
182.8 mmol) in several portions. The reaction was stirred ovemight at room
temperature; the reaction was determined to be complete by *HNMR the following
moming. The reaction mixture was washed with water (2 X 100 mL) and the organic
phase was dried over anhydrous sodium sulfate and concentrated /n vacuo to afford
24.95 g (979%) of a yellow solid (4). '

To a solutior/slurry of 4-lsopropylamino-N-methaxy-N-methyl-3-nitro-
benzamide (4) (24.85 g, 83 mmol) in ethanol (500 mL) waa added 10% Pd on carbon
(approximately 1 g). The resulting black slurry was hydrogenated on a Pair shaker
for 5 hours, after which TLC {sthy! acetate) showed complete conaumption of starting
materal. (Aleo, the color of the ethanol solution goes from bright yellow to clear,
indicating complete consumption of starting material.) The catalyst was removed by
filtration through (cslite, and the solvent was removed in vacuo to give 21.85 gm
(>88%) of the substituted anlline (8) as a dark purple, viscous oll which was used
without further purification.

To a solution of 3-amino-4-lsopropylamino-N-methoxy-N-methyl-benzamide
(5) (21.85 g, 92 mmol) In methylene chioride (300 mL) was added triphosgene (27 g,
82 mmol) in small portions (CAUTION: GAS EVOLUTION). After the addition of the
triphoegene was complete, the reaction was stirred ovemight at room temperature,
after which ime 'HNMR and TLC showed complete reaction. The organic phase was
washed three times with saturated sodlum bicarbonate solution, the organic phasa
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was dried over anhydrous sodium sulfate and concentrated /n vacuoto glve 24.2 g
(quantitative) of a red foam (6) which was used without further purification.

An alternate cyclization to avoid the use of triphosgene can be accomplished
by using carbonyl dlimidazole. To a stirred solution of 3-amino-4-tert-butylamino-N-
methoxy-N-methyl-benzamide (22.6 g, 89.5 mmol) In dry methylene chioride (250
mL) was added carbonyl diimidazole (16.0 g 98.5 mmol) In small portions (heat
evolution). After stirring for 4 hours, THNMR of an allquot of the reaction showed no
atarting material. Saturated sodium bicarbonate solution was added to the reaction
mixture and the organic phase was separated, washed with saturated bicarbonate
salution and brine, then dried over anhydrous sodium sulfate. Concentration in
vacuo afforded 25.88 g of a dark foarn (8, but with altemate amine). which was used
without further purification.

To a slurry of scdium hydride (720 mg of a 80% dispersion in mineral oll, 18
mmol) In dry DMSO (25 mL) was added 1-lsopropyl-2-oxo-2,3-dJhydro-1H-
benzolmidazole-5-carboxylic ackd methoxy-methyl-amide (8). (4.2 g, 18 mmol) In
small portions (CAUTION: GAS EVOLUTION). The resulting mixture was etirred for
30 minutes during which time the solution tumed brown. A solution of methyl lodide
(1.5 mL, 24 mmol) in DMSO (10 mL) was then added dropwise and the resulting
solution stirred until TLC (ethyl acetate) showed complete reaction. The reaction was
quenched with water (15 fold volume excess) and the aqueous phase was extracted
with ethyl acetate (38 X 200 mL). The combined organic phases were washed with
water and brine. The organic phase was dried over anhydrous sodium sulfate and
concentrated /n vacuo to afford 4.8 g (98%) of a brown ol (7).

An alternate alkylation may be accomplished by using ceslum carbonate. To
a stired solution of 4-amino-3-sthaxycarbonylamino-benzoic acld methyl ester (23.8
g, 99 mmol) in DMF (330 mL, 0.3 M final concentration) was added cesium
carbonate (114 g, 350 mol, 3.6 eq.). The resulting green slurry was heated at 70° C
ovemnight, after which ime 'HNMR of an aliquot of the reaction mixture showed
complete cyclization (as the reaction proceeds, the color changes from green to
brown. The reaction was then cooled to room temperature and ethyl lodide (22,7 mL,
218 mmol) was added. The reaction was stimed at room temperature for 1 hour after
which time 'HNMR of an afiquot showed complete reaction. The reaction mbdure
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was then dliuted with water (15 volumes) and the resulting aqueous layer was
extracted with ethyl acetate (3 X 150 mL). The organics were combined, washed with
1N HCI and water. The organic phase was dried over anhydrous sodium sulfate and
concentrated in vacuo o give 19.4 g of an orange solld (7, but with altemate amine)
which was used without further purification. _

To a stimed solution of 1-lsopropyl-3-methyl-2-oxo-2,3-dihydro-1H-
benzolmidazole-5-carboxylic acid methoxy-methyl-amide (7) (17 g, 61 mmol) In dry
DME (700 mL) was added p-fluorobenzyimagnesium chloride (Rieke Metals, 0.25 M
In Et;0, 400 mL, 100 mmol). The reaction mixture was allowed to stir ovemight, after
which time 'HNMR of on allquot of the reaction indicated no starting material
remalned. The excess Grignard reagent in the reaction mbxture was quenched with
saturated aqueous sodium dihydrogen phosphate, and the DME was removed in
vacuo. The remaining aqueous phase was extracted with ethyl acetate (3 X 200 mL)
and the combined extracts were dried over anhydrous sodium sulfate and the solvent
was concentrated /n vacuo, Chromatography (Flash 75, gradient alution 26% ethyl
acetate-hexanes to 50% ethyl acetate-hexanes) afforded 15 g of a white solid (8).

To a sfirred solution of 1-lsopropyl-3-methyi-6-p-flucrophenylacetyl-1,3-
dihydro-benzoimidazol-2-one (8) (10.0 g. 31 mmol} in acetic acld (60 mL) was added
bromine (1.63 mL, 31.6 mmol) in one portlon. The reaction was aliowed to stir
ovemight (c.8. 4 hours) after which time it was found to be complete by 'H NMR. The
reaction was concentrated /n vacuo ard the reskiue was taken up in ethy! acetate
(160 mL) and washed twice with saturated sodium bicarbonate solution. Tha organic
phase was dried with anhyxrous sodium sulfate and concentrated in vacuo to afford
12.1 g of a tan solid (9) that was used without purification.

A stirred mixture of 5-(bromo-p-flucrophenyl-acetyl)-1-lsopropyl-3-methyk,3-
dihydro-benzoimidozol-2-one (8) (0.5 g, 1.23 mmol), pyrazine-2-carboxamidine
hydrochloride (0.395 g, 2,49 mmol), cesium carbonate (1.22 g, 3.74 mmol) and DMF
(4.0 mL) was heated to 60° C. After 1 hour, the reaction was determined to be
complete by LCMS. The reaction was cooled to room temperature and diluted with
water (40 mL). After stirring for 1 hour, the crude suspension was filtered and the
solids were purified by flash chromatography (dlethyl ether, followed by ethyl acetate
to afford 40 mg of the title compound (MAPKT #2) as a light tan solid,
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The compound, MAPK! #3, was prepared as described above In Scheme |
and below In Scheme I, except that in Step 3, I-butyl amine e utllized, Instead of
Isopropyl amine, to prepare the compound of Formula 4.

SCHEME I
Op H _<—NH
ﬁn oxaiyl chioride BN L —
H CHCL, CHeClp “OMe CHgC
1 2 3
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The compound of Formula Il is a potent inhibitor of MAP kinases, preferably
p38 kinase, and Is useful In the treatment of inflammation, osteoarthritls, rheumatold
arthritis, cancer, reperfusion or lschemla in stroke or heart attack, autoimmune
diseases and other disorders. The compound of Formula lll, wherein *B" Is a

5 substituted or unsubstiuted hetero group, such as pyrrolyl, imidazolyl, pyrazolyl,
oxazolyl; R® is H, alkyl, cycloalkyl, heterocycloalkyl, aryl or heteroaryl; R™ ls H, alkyl,
Ph, F, Cl or CN; and 8 Is 0-5, Is the subject of U.S. 2003-078432 (incorporated herein
by reference In its entirety. Note the variables R® and R' are defined as differant
variables in US 2003-078432), and the preparation of the compound of Formula Ili le
10  described thereln. '

For general lliustrative purposes, the reaction Scheme lli depicted below
provides a potential route for syntheslzing the compound of Formula llla. For a more
16 detalled description of the individual reaction steps, see the reference describad
above.
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In particular, the compound of Formuia IH, wherein “B,’ R®, R"® and 8 are
defined above, may be prepared, as set forth In Scheme lil and as more fully
describad in U.S. 2003-078432 (Note: the designation of "B,’ R?, R' Is different and
Is described with different variables in U.S. 2003-078432) by freating a THF solution
of 3-Isopropyl-3H-benzotriazole-5-carbaldehydein with concentrated NH,OH,
followed by the addttion of plperazine and the lsocyanide compound to provide the
compound of Formula lla.

The compounds of Formula IV, 8-(phenylheterocyclyl)-[1,2,4]trlazolo{4,3-
aJpyridines, are useful in the treatment of Inflammation, osteoarthritis, rheumatold
arthritls, cancer, reperfusion or ischemia In stroke or heart attack, autoimmune
diseases, and other disorders. The compound of Formula IV Is the subject of WO
2002072579 (Incorporated hereln by reference In its entirety), and the preparation of
the compound of Formula il is described therein.

PCT/1B2004/004035 ’54 )
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The compounds of Formula IV, wherein °C" I8 substituted -or unsubetituted
pyrrolyl, Imidazolyl, pyrazolyl, oxazolyl, Isoxazolyl, thlazolyl, or iscthlazolyl; R" Is H,
alkenyl, alkynyl, or substituted or unsubstituted (cyclio)alkyl, phenyl, heteroaryl, or
heterocyclyl, or amino; R is halo, (cyclo)alkyl{oxy), (perhalo)alkyl, alkenyl, alkynyl,
phenyl, heteroaryl{oxy), heterocyelyl(oxy), OH, (perhalo)alkoxy, phenoxy, alkyithio,
alkylsulfonyl, alkylaminosulfonyl, NO;, substituted and unsubstituted .amlno or
carbamoyl; and s Is 0-5; or pharmacautically acceptable salts thereof, are useful In
treating acute Inflammation in animals.

The compounds of Formula 1V, whereln “C,’ R'!, R*2 and s are defined above,
may be prepared, as more fully described In WO 2002072579 (Note: the designation
of *C,' A", R™ are defined with different variables In WO 2002072579). For example,
the compound of Formula IVa was prepared by condensing 8-chloronicotinic acld
with N,O-dimethylhydroxylamine.bul.HCl (86%). Treatment of the amide with (-
Bu)sAlH provided the aldehyde (2496), which was then coupled with (phenyl)(p-
tolylsulfonyl)methylleocyanide to afford 2-chloro-5-(4-phenyloxazol-5-yi)pyridine
(71%). Conversion to the hydrazine (100%), followed by coupling with lscbutyryl
chloride and cyciization using POCl; {32%), produced the compound of Formula [Va.

In accordance with the present Invention, a subject animal suffering from an
acute Inflammatory condition, such as, for example, mastitis, ls administered an
effective amount of at least one p38 MAP kinase inhibltor and within about one to two

S
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woeks the animal produces more than twice as much milk as an Infected, non-
medicated animal. In a preferred embodiment the animal Is a lactating cow.

Lactating animals suffering from Infections caused by E. cofl, for axample,
often produce milk which contalne elevated E. coff counts and which mlilk Is not
sultable for mammalian consumption, even after processing. The present Invention
also provides for the reduction of milk discard in an animal suffering from an acute
inflammatory conditon with the administration of at least one p38 MAP kinase
inhibitor. Milk discard reduction is mpld and occurs within about one week. The
present invention further provides methode for the reduction In E. coll numbers in
milkk samples from animals treated with p38 MAP kinase Inhibitors.

The p38 MAP kinase inhibitor of the present invention can be used in the
treatment of an inflammatory condition In an animal, which is exacerbated or caused
by sxcessive or unregulated cytokine production in animal cells Including but not
limited to monocytes and/or macrophages. Preferred p38 MAP kinase Inhibitora
include MAPKI #1, MAPK] #2 and MAPKI #3,

The p38 MAP kinase Inhibltors of the present invention are thus capable of
inhiblting the production and activity of cytokines assoclated with the Inflammatory
proceas such as IL-1, IL-8 and TNF and are therefore of use in therapy. IL-1, IL-8
and TNF affect a wide variety of cells and tissues and these cytokines, as weil as
other leukocyte-derived cytokdnes, are Imporstant inflammatory mediators of a wide
variety of disease states and conditions. The p38 MAP kinase Inhibitora of the
present invention also inhiblt pro-inflammatory proteins, such as COX-2, aleo referred
to by many other names such as prostaglandin endoperoxide synthase-2 (PGHS-2).
Regulation of COX-2 which Is responsible for the production of proinflammatory lipki
medlators also affects a wide varlety of celis and tissues. The regulation ‘of
inlammatory cytokines and Inflammatory proteine le thus critical for ameliorating a
wide variety of diseases and conditions including, but not limited to mastitis.

Accordingly, in another aspect, the present invention provides a method of
treating an animal by inhibition of the synthesis of the COX-2 enzyme comprising the
administration of an effective amount of at least one p38 MAP kinase Inhibitor.

The present invention also provides a method of treating cytokine-mediated
acute Inflammation which comprisas administering an effective amount of a p38 MAP
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kinase inhibltor and a pharmaceutically acceptable carrier. {n one embodiment the
present invention provides a method of Inhibiting TNF. In another ambodiment the
present invention provides a mathod of inhibiting IL-1.  In atill ancther embodiment,
the present invention provides a method of inhibiting apoptotic cell death mediated
through the p38 MAP kinase pathway.

In particular, p38 MAP kinase inhibitors are employed In the treatment of a
disease or condition in an animal which is exacerbated by or caused by excessive or
unregulated IL-1 or TNF production In animal celis Inc;ludlng but not limited to,
monocytes and/or macrophages. .

There are many conditions or diseases in which excessive or unregulated
cytokine production Is Implicated in exacerbating and/or causing disease. These
Iinclude acute Inflammatory disease etates In animals ‘such as mastitis, respiratory
disease, retained placental membranes, metritle, pyrometra, enteritls, hepatitis,
nephritis, septicemia, laminitis, frost bite, colic, displaced abomasums, endotoxemia
and cecal torsion. '

The p38 MAP kinase Inhibitors are administered in an amount sufficlent to
inhiblt cytokine effects and production, in particular IL-1, iIL-8 or TNF, production such
that cytokine production is down-regulated to normal levels, or In some case 1o
subnormal levels, so as to amellorate or prevant the disease state. Cytokine level
measurement Is accomplished by the skilled artisan using conveniional means.

As used herein, the term "cytokine® refers to any secreted polypeptide that
aftects the functions of cells and Is a molecule which modulates Interactions between
cells In the Inflammatory response. A cytokine Includes, but Is not limited to,
monokines and lymphokines, regardiess of which cells produce them. Examples of
cytokines Include, but are not limited to, Intrerleukin-1, (iL-1), Tumor Necrosls Factor-
alpha (TNF-a) and Tumor Necrosie Factor beta (TNF-B).

In order to employ a p38 MAP kinase inhibitor in therapy, such Inhibitor will
nomally be formulated Into a phamaceutical composition in eccordance with
standard pharmaceutical practice. This Invention, therefore, also relates to a
pharmaceutical composition comprising an effective, non-toxic amount of at least one
p38 MAP kinase Inhibltor and & pharmaceutically acceptable canier.

6
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p38 MAP kinase Inhibitors and pharmaceutical compositions incorporating
such may be convenlently administered to an animal by any of the routes
convenlently used for drug administration, for Instance, orally, topically, parenterally
or by Inhelation. The p38 MAP kinase inhibltors may be administered In conventional
dosage forms prepared by combining a p38 MAP kinase Inhlbltqr with standard
pharmaceutical carriers according to conventional procedures. The p38 MAP kinase
inhibltor may also be administered In conventional dosa_ges In combination with a
known, second therapeutically active compound or two or more p38 MAP kinase
inhibitors can be adminlstered at once to take advantage of the synergistic properties
of the p38 MAP kinase Inhibitors and provide enhanced Inhbition of Inflammation and
conditions caused thereby. '

Procedures for administering conventional dosages of p38 MAP kinase
inhibitors may Involve mixing, granulating and compressing or dissolving the
Ingredients as appropriate to the desired preparation. It will be appreclated that the
form and character of the pharmaceutically acceptable character or dlluent is dictated
by the amount of aclive ingredient with which it Is to be combined, the route of
administration’and other well-known varlables. The carler(s) must be "acceptabie® In
the senee of being compatible with the other ingredients of the formulation and not
deleterious 1o the animal reciplent thereof.

The phammaceutical carrler employad may be, for example, either a solid or
liquid. Exemplary of solld carriere are lactose, sucrose, talc, gelatin, agar, pectin,
acacia, magnesium stearate, steric acid and the llke. Exemplary of liquid carrlers are
syrup, peanut oll, olive oil, water and the like. Simflarly, the carrler or diluent may
include sustained release material well known to the art, such as glyceryl
monostearate or glyceryl distearate alone or with a wax.

The term “systemic administration” refers to Intravenous, subcutaneous and
Intramuscular administration. Systemic administration Is preferred.

p38 MAP kinase inhlbitors are preferably administered parenterally that Is by
Intravenous, Intramuscular, Intramammary or subcutaneous adminietration. The
subcutaneous and intramusecular forms of parental administration are generally
preferred. Appropriate dosage forms for such administration may be prepared by
conventional techniques.
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For all methods of use disclosed herein for p38 MAP kinase Inhibitors, the
parenteral dosage regimen will preferably be from about 0.05 mg/kg to about 20
mg/kg of total body weight, preferably from about 0.1 mg/kg to 5 mg/kg, more
preferably from about 0.1 mg/kg to 1 mg/kg. It will also be recognized by one of skill
in the art that the optimal quantity and spacing of individual dosages of p38 MAP
kinase Inhibltors thereof will be determined by the nature and extent of the condition
being treated, the form, route and site of administration, and the particular patient
being treated, and that such opiimums can be determined by conventional
tachniques. It will also be appreclated by one of skill in the art that the optimal
course of treatment, /.e., the number of doses of a p38 MAP kinase Inhibltor given
per day for a defined number of days, can be ascertained by those skilied In the art
using conventional course of treatment determination tests.

E LE

Thity-three lactating Holsteln cows were randomly allotted to 5 treatment
groups blocked by milk production and days in milk. Milk and biood samples and
temperature data were collected at the moming milking on day -1. One nomal
quarter was selected from each cow based on clinical scores and Callfiomia Mastitls
Test {CMT) results performed at moming milking on day —1. After the evening
milking on day 41, selected quarters ware infused with approximately 30 cfu of E. coli
(MacDonald 487). Milk and blood samples and temperature data were collected prior
to treatment at the moming milking on day 0. Cows were treated after the moming
milking on day 0 according to the study design. After treatment, milk and blood
samples and temperature data were collected at 11, 24, 35, 48, 72, 144, 188, 192,
and 216 hours. Clinical scores of Infused quariers and milk production were
assessed at each milking. Milk samples were analyzed for culture (E. coff), SCC,
TNF-a and PGE; and blood lsukograms were determined. '
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TABLE 1
Treatment Dose Route Number of
_ Animals

1. Non-Infected, Vehicle- . v 6
treated™

2. Infected, Vehicle-treated v 6

3. Infected, MAPKI #1 10 mg/kg v 7

4. Infected, MAPKI #2 10 mg/kg . NV 7

5. Infected, MAPKI #3 10 mg/kg v 7

*Vehicle In this study was 25% N-methyl-pyrrolidone and 25%
dimethylsulfoxide In polyethylene giycol of a nominal welght of 400 Daltons.

Daia Analysle

Assessment of test article efficacy was determined based upon a comparison
of the treatment effect on each variable versus the challenged, non-medicated group.
Daia were analyzed ueing the MIXED procedure of PC-SAS version 6.12. The
model included treatment, time and their interaction. Covariance within cows across
tme was modeled using the Repeated statement analysls with a spherical
covarlance structure to account for unequally spaced sampling times. Te'ets for
significance (P=0.10) were basaed upon the main treatment effect compared with the
challenged, non-medicated group. The P value of <0.10 was selected based on the
number of animale per treatment group and the conservative nature of the SAS
procedure.

chal
Challenge of a single quarter of each cow with ~30 cfu of E. colf (MacDonald
487 strain) resulted in a severe mastitls within 13-24 hours. In all, 27 of 27 quarters
challenged developed clinical mastitis. Peak rectal temperature and bacterial colony
count data after challenge suggest that the resulting mastitis was more severe than
observed In previous studies.
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No slgniﬂcant differences In body Inamperature were cbserved after treatment
between cows treated with any of the p38 MAP kinase Inhibitor compounds and
Infected, non-medicated cows (Figure 1).

Milk
Cows treated with MAPKI #1 demonstrated significantly less milk production

loes associated with mastitls following treatment compared to Infected cows treated
with vehicle (P=0.1, Figure 2). Based on the mean dally milk production values from
Figure 2, a cow treated with MAPKI #1 produced more than twice as much milk as an
infected, non-medicated cow during the 13 days after treatment (847 lba vs. 385 Ibs).
Cows treated with MAPKI #2 also produced more milk than control cows (688 Ibs vs.
365 bs). Cows treated with MAPKI #3 produced the same amount of mik as
infected, non-medicated control cows during that ime period (366 1bs ve. 365 Ibs).
Clinlcal

Cows ftreated with MAPKI #1 and MAPKI #2 had significanty Improved milk
clinical scores than the non-medicated controle (Figure 3, P<0.001, P=0.006,
respectively). Cows treated with MAPKI #3 had mllk clinical scores similar to the
infected, non-medicated controls.

Significantly improved gland clinical scores were observed for cows treated
with any of the three p38 MAP kinase Inhibltor compounds (Figure 4, P=0.0004,
P=0.004, P<0.001, respectively for MAPKI #1, MAPK] #2, MAPK] #3). Cows treated
with MAPKI #1 and MAPKI #2 demonstrated significant Iinprovement in both milk and
gland score. Cumulative clinical ecores were also significantly lower for cows treated
with MAPKI #1 and MAPKI #2 compared to controls (Figure 6, P<0.0001 and 0.07,

respectively).

Milk Somstic Cell Count (SCC)

Mik SCCe were Increased at 13 hours post-challenge for cows In all
treatment groups (Figure €). Some milk samples that were grossly clotted were not
analyzed for SCC, Instead they were assigned the maximum value readable by the
instrument of 10,000,000 cella/ml| for data analysis purposea (logy = 7). Some



10

16

WO 2005/060967

PCT/1B2004/004035
-28-

normal milk samples had SCC lower than the detectable limit of the Instrument (2000
cells/ml) and were assigned a value of 1000 Instead of O for data analysls purposes.
Treatment of cowe with the p38 MAPKI compounds did not significantly Improve SCC
compared to Infected, non-medicated control cows in this study. Cows treated with
MAPKI #1 and MAPKI #3 did show a trend towards lower SCC, particularly after 6
days post-treatment (P=0.13, 0.18, respactively). '

. Leukograms
Total white blood cell and total neutrophll counts remained relatively

unchanged throughout the study for non-infected, non-medicated cows (Figures 7
and 8). Infected, non-medicated cows demonstrated the typical biphasic response
for WBCs and PMNs. Both dropped dramatically after challenge (0-72 hours) and
the WBC numbers retumed {o near pre-challenge levels and PMN numbers reached
more than double the pre-challenge levels late In the study (144-216 hours). Total
WBC and PMN numbers for cows treated with MAPK] #1 or MAPKI #2 returned to
pre-challenge levels algnt'ﬂcantly faster than for controls or cows treated with MAPKI
#3 when dataI was analyzed for 0-72 hours (F"=0.004. 0.08, reapectively). These data
suggest that soon after treatment with MAPKI #1 or MAPK] #2, fewer PMNs were
recruited into the mammary gland from the peripheral blood. It Is inown that
neutrophils contribute to the tissue pathology In the mammary gland when they lyse
and release thelr contents to the surrounding environment. Fewer neutrophlls
recrulted to the gland results In less tissue pathology. Less tissue pathology results
In & reduction In loss of milk production and a quicker retum to normal milk and
glands.
Whey PGE,

After treatment at ime 0 cows treated with MAPKI #1, MAPIQ #2, or MAPKI
#3 all demonstrated a significant reduction in mean whey PGE; levels compared to
infected, non-medicated e'ontrol cows (Figure 9, P=0.0038, 0.0741, 0.0834,
respectively). Whey PGE; levels were olevated at 13 hours after E. colf challenge
(time 0) and prior to treatment. After treatment, cows treated with MAPK] #1 showed
a decline In whey PGE; levels at 11 hours, whey PQE; of cows treated with MAPKI
#2 remalned at the same level and cows treated with MAPK] #3 had whey PQE,
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levels continue to riea. Cows from all three treatmant groups demonstrated declining
whey PGE; levels 24 hours after treatment and all had retumed to near baseline by
48 hours.

Milk E. colf Colony Counts
E. coll numbers In milk samples are lllustrated In Figure 10. At the time of

treatment (0 hour) mean E. colf colony counts In milkk ranged from 14.5-19.1 log2
cfu/ml for challenged groups. After treatment (11-168 hours) mean E. colf colony
counts were significantly decreased for cows treated with MAPKI #1 compared to
infected, non-medicated controls (P=0.007). Cows treated with MAPKI #2 also
showed a decline In milk E. coli numbers compared to controls but the difference was
not significant (P=0.15). Cows treated with MAPKI #3 did not show a decline In milk
E. coll numbers compared to controls. It s not belleved that these compounde are
directly antibacterial in nature but the p38 MAPK enzyme Heelf Is Iinvolved In a
number of cell processes, some of which may influence growth and/or survival of
bacteria in the milkk and mammary gland. Natural antibacterlal peptides produced by
bovine neutrophlls (defensins) may be blocked or Inhibited by the p38 MAPK
enzyma. Inhibition of the enzyme by these compounds may allow natural release of
these peptides and enhance bacterial kiling by neutrophlls. Ancther possible
explanation Is the p38 MAPK enzyme system contributes to activating apoptosis of
neutrophlls, by Inhiblting p38 MAPK neutrophil apoptosls_ may be delayed and
prolong the abillity of neutrophills to fight Infection. .

Cheatllenge of cows with E. coff reeulted In a 100% Incidence of clinical
mastitls. Significant improvement In the acute phase response (less milk production
loss, Improved milk clinical acore, gland clinical score, cumulative clinical acore, total
leukocyte count, whey PQE; and milk E. colff count) was observed for cows treated
with MAPKI #1 compared to Infected, non-medicated controls. Significant reductions
In milk, gland, and cumulative clinical scores and reduced milk E. co#f counts were
observed for cows treated with MAPKI #2 compared to control cows. Cows treated
with MAPK! #3 showed significantly reduced whey PQE; and improved gland clinical
scores but no trend for Improved milk production or milk acores compared to infected
controls.

PCT/1B2004/004035 D| E '
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CLAIMS
1. A method of treating an inflammatory disease or enhancing the

recovery from acute Inflammatory dlqease in an animal In need thereof which
comprises administering to said animal an effective amount of one or more p38 MAP
kinase inhibltors.

2, A method for the enhancement of milk production or reduction of milk
loss In an animai suffering from an acute inflammatory disease which comprises the
adminletration to said mammal of an effective amount of one or more p38 MAP
kinase Inhibltors.

3. A method of inhibling the synthesls and activity of the COX-2 enzyme,
TNF or IL-1 In an animal comprising the administration of an effective amount of one
or more p38 MAP kinase Inhibliors. '

4, A method of Inhibiting apoptotic cell death In an animal comprising the
administration of an effective amount of one or more p38 MAP kinase Inhibltors.

5. The method of Claime 1, 2, 3 or 4 wherein the p38 MAP kinase
Inhiblior Is selected from

(D +the compound of Formula |,

whereln R' Is -H;

R? Is substituted and unsubstituted heterocyclic, cycloalkyl, aryl, heteroaryi:
whereln heterocyclic is a 5-, 6- or 7-membered saturated, partially eaturated or
unsaturated ring containing from one to three heteroatoms Independently selected
from the group conelisting of nitrogen, oxygen and sulfur; and including any bicyclic
group in which any of the above heterocyclic rings |s fused to a benzene ring or
another heterocycle; and the niirogen may be In the oxidized state giving the N-oxide
form; and optionally subetituted with R,,
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Ry for each occurrence Is independently -halo, -OH, <(C+-Cq)alkyl, -(C-
Ce)alkenyl, (Cy-Ca)alkynyl, -O(Ci-Ce)alkyl, -O(Cz-Cg)alkenyt, -O(Cy-Co)alkynyl, -
(Cu-cg)alkyl-NR"Fl“, -C(O)-NH"R“. -SO;R“, -SOFI". _snia. -NFI"-SO;FI“. .
NR™-C(0)-R*, -NR'3-OR", -SO-NR"“R", -CN, -CF;, -C(0)(C:-Ce)alkyl, =O,
5 -SOg-phenyl, or C(O)-Ar or het-Ar;
R® Is independently -H, -halo, -OH, -(C,-Cio)alikyl, OCHs, NHs, NHR,
wharein R Is Aryl, heteroaryl or alkyl; and
R* Is substituted and unsubstituted aryl and heteroaryi;
R'® and R'*for each occurrence are each independently -H; (Cs-Ca)alkyl,
10 wherein 1 or 2 carbon atoms, other than the connecting carbon atom, may
optionally be replaced with 1 or 2 heteroatome Independently selected from S, O
and N and wherein each carbon atom Is optionally substituted with 1, 2 or 3 halo;
~(Cx-Ce)alkenyl, optionally substituted with 1, 2 or 3 halo; or -(Cy-Cg)alkynyi
whereln 1 carbon atom, other than the connecting carbon atom and the ethynyl
16 atoms, may optionally be replaced with 1 oxygen atom and wherein each carbon
atom Is optionally substituted with 1, 2 or 3 halo;
or R™ and R" are taken together with N to which they are attached to form
het;
(i the compound of Formula Ii,

wherein "A" s subetituted or unsubstituted pyrrolyl, imidazolyl, pyrazolyi,
oxazolyl, lsaxazolyl, thiazolyl, or isothiazolyl; )
R® and R’ are Independently H or substituted or uneubstituted (cyclo)alkyl,
25 phenyl, heteroaryl, or hetarocyclyl;



WO 2005/060967 ' PCT/1B2004/004035

10

16

R%ie independentiy halo, (perhalo)alkyl, (perhalo)cycloalkyl, alkenyl, alkynyl,
heterocyclyl(oxy), phenyl, OH, (perhalo)alkoxy, phenoxy, alkytthlo,
alkyl(amino)sulfonyl, alkylsulfamoyl, parbamoyl. acyl or carboxy; and

sls 0-5;

() the compound of Formula lll

whereln“B"ls a aﬁbsﬂtutad or unsubstituted hetero group, pyrrolyl, Imidazolyl,
pyrazolyl or gxazolyl;

R® is H, alkyl, cycloalkyl, heterocycloalkyl, aryl or heteroaryl;

R'° Is H, alkyl, phenyl, F, Cl or CN; and

sis 0-5; or

(v) the compound of Formula IV,

wherein “C" Is substituted or unsubetituted pyrrolyl, imidazolyl, pyrazolyl,
oxazolyl, isoxazolyl, thiazolyl, or lsothiazolyl;
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R Is H, alkenyl, alkynyl, or substituted or unsubstituted (cyclo)alkyl, phenyl,
heteroaryl, or heterocyclyl, or amino;

R is halo, (cyclo)alkyl(oxy), (perhalo)alkyl, alkenyi, alkynyl, phenyl,
heteroaryl{oxy), heterocyclyl(oxy), OH, (perhalo)alkoxy, phenoxy, alkyithlo,

6 alkylsulfonyl, alkkylaminosulfonyl, NO;, substituted and unsubstituted amino or

carbamoyl; and

8 is 0-5.

8. The method of Claim 5 wherein the p38 MAP kinase Inhibitor le

{) acompound MAPKI #1

10
(:J
H=N)~ \ \ Z MAPKi #1
() & compound MAPKI #2 |
Y’
y -
H}—Q MAPKi #2
F ;
() acompound MAPKI i3
L3
N
N .
e o
16 ;

(iv) a compound of Formula llia
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(v) a compound of Formula IVa '

7. The method of Clalm 5 wherein the inflammatory disease 18 selected
5 from the group conslsting of mastitis, resplratory disease; replaced placenta

membranes, metritis, pyometra, enteritis, hepatitls, nephritis, septicemia,
endotoxemia, lamintiis, frostbite and obstructive bowel problems.

8.  The method of Claim 5 whereln the obetructive bowel problems are
selected from the group conalsting of colic, displaced abomasume, and cecal toralon.:

10 9. The method of Clalm 5 or & whereln the inflammatory disease Is

mastitis and the animal Is a cow.

10.  The method of Claims 5-8 further comprising a pharmaceutically
acceptable carrier.
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11.  The use of the compounds of Claims 5-8 In the manufacture of a
medicament for the therapeutic and/or prophylactic treatment of the diseases of
Claims 7-12.

12.  The use of the compounds of Claims 5-9 in the preparation of an
InhibRtor of one or more p38 MAP kinase inhibitors for the enhancement of milk
production or reduction of milk loas or discard In an animal.

13  The use of the compounds of Claims 5-8 in the preparation of an
inhibitor of a COX-2 enzyme, TNF, IL-1 or the inhibliing of apoptotic cell death for
treating or preventing the reduction of milk loae in an animal suffering from an acute
inflammatory disease.

14. A process for the manulacture of a medicament for use In the
treatment of inflammatory diseaese characterized by the use of the compounds of
claime 5-9.

15.  The uee of the compounda of Claims 5-8 in the manufacture an
inhibltor of a COX-2 enzyme, TNF, IL-1 or the Inhiblting of apoptotic cell death, in a
package together with Inetructions for Ita ues In the trestment of of inflammatory
disease or reduced milk production In animals. :
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FIG. 10

log2 CFU/mi
E. coli in milk

22 -
20-
18
16 -
14
12-
10+

- Noninfected - MAPKi #2
~O-Vehicle - MAPKi #3
- MAPKi #1

24 0 11 24 35 48 72 144 168 192 216 240
Time Relative to Treatment (hours)



INLERNATIONAL SEARCH REPORT — —
. PCT/1B2004/004035
TP AGIK31/407 | AGIK31/506 AG1K31/4184 A61K31/4192 A61K31/4196

AG61P43/00

According o Intemational Paleni Clasalfication (JPC} or o both national classification and [PC

Minkmum docurnentation ssarchad (
IPC 7 A61K A61P

dasalficaiion system lollowad by clamsification symbols)

Documeniation sasrchad other than minknum documentation io the exienl that such documanis e includad in the fialds ssarched

Elactronic data buse consufed during the intamational search (name of daia base and, where practicel, ssarch lemme Used)
EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BIOSIS, EMBASE, CHEM ABS Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catagory * | Chation of document, with incication, where approgriate, of the reievent passages Ralsvant to ciaim No.
X WO 96/21452 A (SMITHKLINE BEECHAM ' 1,3-7,
CORPORATION; ADAMS, JERRY, LEROY; 10,11,
GALLAGHER, TIMOTH) 14,15
18 July 1996 (1996-07-18)
cited 1n the application
claim 44 and 46
Y page 37, 1ine 20 - page 38, 11ne 33; page 2,8,9,
41, 1ine 17-27 . 12,13
X WO 02/072576 A (PFIZER PRODUCTS INC; 1,3-7,
DOMBROSKI', MARK, ANTHONY; LETAVIC, 10,11,
MICHAEL, ANTHO) 14,15
19 September 2002 (2002-09-19)
cited in the application
claim 1 and 14
Y page 2, 1ine 8 - page 3, 1ine 5 2,8,9,
. 12,13
-/—
m Further documanis are Ssiad In the contimuation of box C. E Padant tamily Mambers are lisied In snnmt.
* Special cuiegeriss of died doarments :
T hder document publiished sfler the iniemational fiing dale
"A" document dofiring o gmars! sile ol the wit whch b nt &n-ﬂﬁﬁ#ﬂﬁ%ﬁ

"E' eufler document bul published on or efherths inlermefional >
b O tl:u':anlmW m mzmﬂghu:mh td-n':h-
which s cliad 0 the duin of document of puticuisr relavance: the claimed irvention
Chalion or ather spacial roason (as spacified) v mu’mmm#m siep when the
0" document risrring o sn oral disclosure, usa, axhihilion or tiocument s combinad with one or mom other such doot--
other means maniy, such combinalion being diwvious io & parson sidied
P documen! published prior o the intemational fling dele but hthe et
Inior thanh the priorily dais ciaimad "&" docunant mamber ol tha same paien! family
Dale of the actuml completion of the inlemationsl search Daie of maling of the inlsmafional search mport
3 March 2005 10/03/2008
Narme and milling adrirees of the 1SA Authorirad oificer
Eurcopsmn Pelenl Office, P.B. 5518 Pelentiaan 2
NL -~ 2280 HV
Fac oot 0 2002008 Borst, M

Fom POTASA/R10 (seocnd shest) [arusry 2004)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

1NOS and COX-2 proteins during
endotoxin-induced mastitis in guinea pigs"
FASEB JOURNAL,

vol. 11, no. 3, 1997, page A315,
XP009044767

& ANNUAL MEETING OF THE PROFESSIONAL
RESEARCH SCIENTISTS ON EXPERIMENTAL
BIOLOGY 97; NEW ORLEANS, LOUISIANA, USA;
APRIL 6-9, 1997

ISSN: 0892-6638

the whole document

b anal Appliostion No
PCT/1B2004/004035
C{Centiramiion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Cutagory * | Cixtion of document, with inglicafion, whers appropriate, of the relevent passages Relevart to ciaim No.
X US 2003/078432 Al (LETAVIC MICHAEL A ET 1,37,
AL) 24 Apri1 2003 (2003-04-24) 10,11,
cited in the application 14,15
claims 1, 55-57; example 1
Y ‘0005!-°0006! 2,8,9,
12,13
X WO 02/072579 A (PFIZER PRODUCTS INC; 1,37,
DOMBROSKI, MARK, ANTHONY; DUPLANTIER, 10,11,
ALLEN, JACO) 14,15
19 September 2002 (2002-09-19)
cited in the application
claims 1 and 15; example 1
Y page 2, 1ine 7 - page 3, 1ine 4; 2,8,9,
12,13
Y BAEKER R ET AL: “Lipocalin-type 2,8,9,
prostaglandin D synthase in milk: a new 12,13
biomarker for bovine mastitis”
GEOSTAGLANDINS, BUTTERWORTH, STONEHAM, MA,
vol. 67, no. 1, January 2002 (2002-01),
pages 75~88, XP004330580
ISSN: 0090-6980
page 82-86, paragraph entitled "4.
Discussion®
A TRAKRANRUNGSIE N ET AL: "Expression of 1-1%

Fosmn PCTAGAAIO jsaniincation ol secund shesl) (Jermury 2004)




' national No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/ 1520047004035

—

Box 8 wmmmmmm(mmumzdum

TWWMMMMMMMhMM“uMMM 17{2}{a)} for the following masons:

1. [)] canime Nos-: -
bacause they raluts to subjact matior not recgired i ba ssarchad by this Authority, namaly:
Claims 1-10: Rule 39.1(1v) PCT.- Diagnostic method practised on the human or
animal bodyClaim 15: Rule 39.1(v) PCT - Presentation of information
The search has been carried out and based on the alleged effects of the
compound/coamposition.

2 Dm.:hl.: miale to of the ntemational Application thet do not com, -lhlhapllﬂ'lhﬂd- remans o such
mmmn::tm WIMMMNWGLM% e

3 Dalrmhm.- )
bacause they sre depandant ciaims end ars not drafied In accordance with the sacond and third ssntences of Fule 8.4(a).

Box [} Observeilons whare unity of invention Is lecking (Continuation of ltem 3 of first shee?)

This Intemational Searching Autharlly found muiliple Inventions In this inlemational appliosiion, as follows:

1. D WMMHWMﬂWI‘mm intemational Gaarch Repoct covers all

. | | Asanl acarchabia ciaims couki be without sdditional fee, this & not Invie payment
2 [:l saan  dal esarvhad oftart jusitying an Authorty paym

Ratrask on Protest Dmmmnummwhw-m
D No protest accompanied the payment of ackditionsl ssarch fese.

Farm PCTABA/R10 (continuation of first shaet {2)) (Jenuary 2004)




INIERNATIONAL SEARCH REPORT T ———

dorsration on petent femlly memters PCT/1B2004/004035 UO,\
Patent document Publication ' Pabant farnlly Publication

cited In ssasch report daie member(e) date

NO 9621452 A 18-07-1996 US 5593992 A 14-01-1997

AT 254613 T 15~12-2003

AU 705207 B2 20-05-1999

AU 4657296 A 31-07-1996

BG 63769 Bl 29-12-2002

BE 101727 A 31-03-1998

BR 9605904 A 21-10-1967

CA 2209938 Al 18-07-1996

CN 1177299 A ,C 25-03-1998

cZ 9702158 A3 15-04-1998

DE 69630777 D1 24-12-2003

DE 69630777 T2 29-07-2004

DK 809499 T3 29-03-2004

EP 1264827 Al 11-12-2002

EP 0809499 Al 03-12-1997

ES 2210348 T3 01-07-2004

FI 972901 A 08-09-1997

KK 1003623 Al 29-10-2004

HU 9702409 A2 28-05-1999

1D 23599 A 10-10-1996

1D 23597 A 10-10-1996

1D 23273 A 10-10-1996

I 116455 A 24-07-2001

IL 134322 A 13-09-2001

I 134323 A 25-11-2001

it 134324 A 26-08-2001

- IN 184957 Al 07-10-2000

IN 188338 Al 07-09-2002

IN 188339 Al 07-09-2002

' JP 3330952 B2 07-10-2002

P 10512855 T 02-12-1998

P 2002105047 A 10-04-2002

MA 23770 Al 01-10-1996

NO 973167 A 08-09-1997

NO 20016225 A 08-09-1997

- N0 20016226 A 08-09-1997

NZ 301204 A 28-05-1999

OA 10738 A 11-12-2002

PL 322249 Al 19-01-1998

PT 809499 T 30-04-2004

RU 2196139 C2 10-01-2003

SI. 809499 T1 30-04-2004

sK 90297 A3 14-01-1998

™ 523511 B 11-03-2003

W0 9621452 Al 18-07-1996

us 6150557 A 21-11-2000

Us 5670527 A 23-09-1997

WO 02072576 A  19-09-2002 BR 0207957 A 25-02-2004

CA 2440211 Al 19-09-2002

EP 1370557 Al 17-12-2003

WO 02072576 Al 19-09-2002

JP 2004526727 T 02-09-2004

MX PA03008142 A 12-12-2003

Us 2003092749 Al 15-05-2003

US 2003078432 Al  24-04-2003 BR 0201087 A 27-05-2003

CA 2379903 Al 04-10-2002

Fous PCTAMRD (ssberd farnfly arsvex) {lsnusry 2004)




INIERNATIONAL SEARCH REPORT

It lonal Appliastion No

Wormetion o petert tesily mambers PCT/1B2004/004035
Patent document Publication Patont family Publication
chad In esarch report A din member(e) date
US 2003078432 Al EP 1247810 Al 09~10-2002
JP 2002308872 A 23-10-2002
MO 02072579 A 19-09-2002  BG 108133 A 30-09-2004
BR 0207990 A 27-04~2004
CA 2440222 Al 19-09-2002
CZ 20032185 A3 16-06-2004
EE 200300437 A 16-02-2004
EP 1370559 Al 17-12-2003
HU 0303415 A2 28-01-2004
MO 02072579 Al 19-09-2002
JP 2004522799 T 29-07-2004
MX  PA03008144 A 12-12-2003
NO 20033969 A 13-10-2002
Sk 10272003 A3 07-07-2004
US 2003096838 Al 22-05-2003
ZA 200304983 A 29-06-2004

Fesm PETABARO foshent tanily ] ey S004)




10

15

20

25

%)

PC23014A

METODOS PARA TRATAR LA INFLAMACION AGUDA EN ANIMALES CON
INHIBIDORES DE p38 MAP QUINASA

Campo de la Invencién
La presente invencién se refiere al uso de inhibidores de p38 MAP quinasa

para el tratamiento de animales que tienen inflamacién aguda y enfermedades asl
provocadas. En particular, la presente invencién proporciona métodos para tratar
animales que tienen enfermedades inflamatorias agudas, incluyendo mastitis,
administrando al menos un inhibidor de p38 MAP quinasa. La presente invencién
también proporciona métodos para mejorar la produccion de leche y reducir el
descarte de leche en animales que padecen enfermedades inflamatorias agudas,
administrando al menos un inhibidor de p38 MAP quinasa.
Antecedentes de la Invencién

Las respuestas inflamatorias agudas en mamiferos a menudo dafian tejido,
dando por resultado la pérdida de funcién del érgano o tejido ® impactos negativos
coconmitantes en la salud general, produccién y realizacion.

Las quinasas de proteina activada por mitégeno (MAP) son enzimas clave
implicadas en la fransduccion de sefiales y la amplificacién de respuestas celulares a
estimulos. El grupo p38 de MAP quinasas es un grupo de MAP quinasas asociado con
el comienzo y progresién de la inflamacién. El grupo p38 tiene al menos tres
homélogos conocidos de la p38 MAP quinasa original (Ono et al. (2000) Cellular
Signalling 12:1-13.). Los sucesos inflamatorios tempranos incluyen liberacién de
citoquina, activaciéon y rapida acumulacion de neutrdfilos con posterior reclutamiento
de células mononucleares. La p38 MAP quinasa juega un papel central en la
regulacién de un amplio intervalo de respuestas inflamatorias en muchas células
diferentes. Recientes estudios han mostrado que un inhibidor de p38 MAP quinasa
[(S)-5{2-{1-feniletilamino)pirimidin-4-il)-1-metil-4-(3-trifluorometilfenil)-2-{4-
murina de inflamacién pulmonar suave inducida por lipopolisacarido (LPS) ( Nick et al.
(2000) J. Immuno]. 184:2151-2159.) La p38 MAP quinasa se activa mediante
fosforilacién dual después de la estimulacibn por un amplio .rango de estimulos
extracelulares que incluyen estrés fisicoquimico, tratamiento con lipopolisacéridos
(LPS) o E. coli, transduccién de sefial a partir de receptores Toll-like, ademéas,
receptores TNF y IL-1. Los productos de la fosforilacion de p38 median la produccion
de citoquinas inflamatorias que inciuyen TNF, IL-1, IL-8, iNOS y ciclooxigenasa-2.
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La mastitis es un mal de ias vacas de lactancia diaria y es uno de las
enfermedades mas costosas para la agricultura animal, con pérdidas econémicas que
aexceden los 2 billones de délares anualmente solo en los Estados Unidos. (Blosser, T.
(1878) J. Dairy Sci. 62:119-127). La mastitis estda provocada por infeccion
intramamaria con muchos patégenos bacterianos, que incluyen estafilococos,
estreptococos y coliformes. Las pérdidas econémicas atribuibles a la mastitis incluyen
reduccién de produccion de leche y calidad, aumento de los costes veterinarios y
muerte de vacas. La reduccién de produccién de leche se atribuye ampliamente a
cambios patofisiolégicos asociados con la respuesia inflamatoria a la infeccion
bacteriana. Shuster, D. y Kehrdi, M.E. (1985) Am, J, Vet Res. 58(3):212-320,
incorporado en este documento mediante referencia; Shuster et al. (1991) J. Dairy Sci.
74:1527-1538; Shuster et al. (1891) J. Dairy Sci. 74:3407-3411; Shuster et al. (1991) J.
Dairy Sci. 74:3763-3774. La mastitis provocada por la bacteria caracterizada
anteriormente puede manifestarse como una enfermedad o bien clinica o subclinica.
Cullor et al. (1890) Disorders of the mammary gland in large animal medicine., B.P.
Smith, The C.V. Mosby Company, St. Louis. Mo. 63146, Pags. 1047-1067. La
enfermedad clinica varia de los cuartos afectados ligeramente con cambios en [a
leche, a través de cuartos infectados de forma grave con pérdida eventual de ese
cuarto, a vacas enfermas sisidmicamente que a menudo mueren. La mastitis
subclinica es prevalente en muchos rebafios. Los cuartos afectados se infectan con la
bacteria patégena descrita anteriormente, aunque las sefiales clinicas estin ausentes.
El nivel de células somaticas aumenta en la leche, cuyo cambio puede detectarse por
medios convencionales. La mastitis subclinica estd acompafiada por disminucién de
produccién de leche y calidad de la leche.

Aqui se describen inhibidores de la actividad quinasa de p38 titil en un método
para tratar los procesos inflamatorios agudos, caracterizados por el aumento de la
actividad p38 MAP quinasa que da por resultado animales que tienen aumento de
produccién de leche con pérdida o descarte reducido.

Resumen de la invencién

La presente invencién proporciona un método para tratar una enfermedad
inflamatoria © mejorar la recuperacién de una enfermedad inflamatoria aguda en un
animal que lo necesita, que comprende administrar a dicho animal una cantidad eficaz
de al menos un inhibidor de p38 MAP quinasa.

Otro aspectio de la presenta invencién es un método para la mejora de la
produccién de leche o reduccién de la pérdida de leche en un animal que sufre una
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enfermedad inflamatoria aguda que comprende la administracién a dicho mamifero de
una cantidad eficaz de al menaos un inhibidor de p38 MAP quinasa.

Un tercer aspecto de la presente invencién se dirige a un método para inhibir la
sintesis y actividad de la enzima COX-2, TNF o IL-1 en un animal que comprende la
administracién de una cantidad eficaz de al menos un inhibidor de p38 MAP quinasa.

En otro aspecto, la presente invencién se dirige a un método para inhibir la
muerte de la célula apoptética en un animal que comprende la administracién de una
cantidad eficaz de al menos un inhibidor de p38 MAP quinasa.

En una realizacién preferida, el inhibidor de p38 MAP quinasa se selecciona de

(i) el compuesto de Fémuia |,

enelque R'es H;

R? es un cicloalquilo, arilo, heteroarilo heterociclico sustituide y no sustituido:
en el que el heterociclo es un anillo de 5-, 8- 0 7- miembros, saturado, parciaimente
saturado o insaturado, que contiene de uno a tres heterodtomos seleccionados
independientemente del grupo que consiste en nitrégeno, oxigeno y azuire; e incluye
cualquier grupo biciclo en el que cualquiera de Ios anilios heterociclicos anteriores esta
condensado con un anillo da benceno u otro heterociclo; y el nitrégeno puede estar en
el estado oxidado dando la forrna N-6xido; y sustituido opcionalmente con R,;

R, es para cada suceso de manera independiente -halo, -OH, -alquilo (C4-Cy), -
alquenilo (C»C,), -alquinilo (CxC,), -Oalquilo (C4-Ce), -Oalquenilo (C-Ce), -Oalquinilo
(C-Cs), -alquilo {Co-Ce)-NR™RY, -C(O}NR™R™, -SO,R", -SOR", -SR™, -NR"™-
SO,R", -NR™-C(0)-R", -NR¥-OR™, "SO,-NR¥R™, -CN, -CF,, -C(O)alquilo (C:-C),
=0, -SOzfenilo, o C(O)-Ar o het-Ar;

R? es independientemente -H, -halo, -OH, -alquilo (C1-C1o), OCHs, NH2, NHR,
en el que R es arilo, heteroarilo o alquilo; y

R* es un arilo y heteroarilo sustituido y no sustituido;

R™Y R™ son cada uno de forma independiente para cada suceso -H; -alquilo
(C+-Ce), ©n €l que 1 0 2 4tomos de carbono, diferentes a los 4tomos de carbono de
conexién, pueden sustituirse opcionalmente con 1 0 2 heteroidtomos selaccionados
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independientemente de S, O y N, y en el que cada 4tomo de carbono esta sustituido
opcionaimente con 1, 2 o 3 halo;-alquenilo (C;-Cs), sustituido opcionalmente con 1,2 o
3 halo; o -alquinilo (C2Cs) en el que un atomo de carbono, distinto del dtomo de
carbono de conexion y los 4&tomos de etinilo, pueden sustituirse opcionalmente con un
atomo de oxigeno y en el que cada atomo de carbono esta sustituido opcionalmente
con 1, 2 o 3 halo;

o R*® y R" se toman juntos con N al que estdn unidos para formar un
heterociclo;

(i) el compuesto de Férmula I,

en el que "A" es un pirrolilo, imidazolilo, pirazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, tiazolilo
o isofiazolilo, sustituido o no sustituido;

R® y R’ son independientemente H o (ciclo)alquilo, fenilo, heteroario o
heterociclo sustituido o no sustituido;

R' es independientemente halo, (perhalo)alquilo, (perhalo)cicloalquilo,
alquenilo, alquinilo, heterociclil{oxi), fenilo, OH, (perhalo)alcoxi, fenoxi, alquiltio,
alquil(amino)sulfonilo, alquilsutfamoilo, carbamoilo, acilo o carboxi; y

s es 0-5;

(i) el compuesto de Formula il



en el que "B" es un grupo hetero sustituido o no sustituido, tal como pimolilo,
imidazolilo, pirazolilo, oxazolilo;
R® es H, alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo o heteroarilo;
5 R'?es H, alquilo, fenilo, F, Clo CN; y
ses 0-5;0
(iv) el compuesto de Férmula IV,

en el que "C" es un pirrolilo, imidazolilo, pirazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, tiazolilo
10 o isotiazolilo, sustituido o no sustituido;
R es H, alquenilo, alquinilo, o (ciclo)alquilo, fenilo, heteroariio sustituido o no
sustituido, o heterociclilo o amino;
R? es halo, (ciclo)alquil{ox), (perhalo)alquilo, alquenilo, alquinilo, fenilo,
heteroarii(oxi), heterociclil(oxi), OH, (perhalo)alcoxi, fenoxi, alquiltio, alquilsulfonilo,
15 alquilaminosulfonilo, NO,, amino sustituido o no sustituido o carbamoilo; y
s es 0-5.
En una realizacion prefarida, el inhibidor de p38 MAP quinasa es



0] un compuesto MAPKI #1

H
N

e

54

(ii) un compuesto MAPK| #2

(i)  un compuesto MAPKi #3

MAPKi #1

#3

(iv) uncompuesto de Formulailla

» OF

(v) uncompuesto de Férmula IVa
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En una realizacion preferida, la enfermedad inflamatoria se selecciona del
grupo que consiste en mastitis, enfermedad respiratoria, membranas de placenta
sustituidas, metritis, piometra, enteritis, hepatitis, nefritis, septicemia, endotoxemia,
laminitis, congelacién y problemas de intestinos obstructivos.

i.os problemas de intestino obstructivo preferidos se seleccionan del grupo que
consiste en colico, abomasums desplazados y torsién cecal.

En una realizacién preferida, la enfermedad inflamatoria es mastitis y el animal
©8 una vaca.

En una realizacién adicional, se prefiere un vehlculo farmacéuticamente
aceptable.

La terminologia "A," "B," "C," "het" o "heterociclo” se refiere a un grupo hetero
sustituido opcionalmente que contiene uno o dos heterodtomos seleccionados de
nitrbgeno, azufre y oxigeno, tal como pirrolilo, imidazolilo, pirazolilo, oxazolilo,
isoxazolilo, tiazolilo o isotiazolilo.

La terminologia "alquilo,” ademas de los restos alquilo de otros grupos a los
que se hace referencia en la presente memoria (por ejemplo, alcoxi), pueden ser
lineales o ramificados (tales como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo,
butiio secundario, butilo terciario) y también pueden ser ciclicos (por ejemplo,
ciclopropilo o ciclobutilo).

La terminologla "halégeno™ incluye filor, cloro, bromo o yodo o fluoruro,
cloruro, bromuro o yoduro.

La terminologia "arilo™ se refiere a radicales arométicos tales como fenilo,
naftilo, tetrahidronaftiio, indanilo y similares, sustituidos opcionaimente por 1-3
sustituyentes adecuados tales como flior, cloro, trifluorometilo, alcoxi (C,-C,), ariloxi
(Ce-Cho), trifluorometoxi, difiuorometoxi o alquilo (C,-Cs).

La terminologla "hetervarilo” se refiere a un grupo heterociclico aromatico,
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normalmente con un heterodtomo seleccionado de O, S y N en el anillo.

La terminologia "heterociclico” como se usa en esta memoria se refiere a un
grupo ciclico que contiene 1-9 4tomos de carbono y 1-4 heterodtomos seleccionados
de N, O, S y NR. Ejemplos de dichos anillos incluyen, infer alia, acetidinilo,
terahidrofuranilo, imidazolidinilo, pirrolidinilo, piperidinilo.

Ejemplos adicionales de las terminologias anteriores se describen més
completamente en las referencias citadas en este documento, que ademéas describen
los compuestos utilizados en la invencion reivindicada.

La terminologla "tratamiento ¢ tratar” respecto a un proceso inflamatorio agudo
como se usa en este documento, significa inhibir, reducir, evitar o mejorar los sintomas
asociados con las respuestas inflamatorias mediadas por p38 MAP quinasa, que
incluye la inhibicién del Factor de Necrosis Tumoral (TNF}, Interleuquina-1 (IL-1) y
ciclooxigenasa-2 (COX-2), y aliviar los sintomas de los procesos o enfermedades
inflamatorias provocados por la amplificacién de citoquinas inflamatorias que incluyen
TNF, IL-1 y COX-2, El tratamiento se considera terapéutico si hay una recuperacién
mejorada de los sintomas de la inflamacién aguda.

Una "recuperaciéon mejorada” como se contempla por la presente invencion, se
determina convencionalmente a partir de una comparacién del proceso de los
animales infectados ftratados con animales infectados no medicados. Una
recuperacion mejorada se vaiora por cualquiera de {o siguiente: una vueita aproximada
al nivel de cumplimiento fisiolégico antecedente del tejido inflamado, tal como funcién
respiratoria, velocidad de crecimiento, cumplimiento reproductivo, locomocion, sintesis
y secrecién de leche. Los ejemplos incluirfan una reduccién en el descarte de leche,
aumento en el rendimiento de leche, disminucién de la inflamacién, disminucién de los
niveles de E. coli en la leche o niveles disminuidos en los niveles de PGE; en suero,
por ejemplo. El método de la presente invencién es, por ejemplo, eficaz en la mejora
de la recuperacién a partir de respuestas inflamatorias agudas en animales.

La terminologia "proceso inflamatorio agudo" como se usa en este documento,
significa un mal 0 enfemedad de un animal que incluye aunque no esta limitada a
mastitis, enfermedades respiratorias, membranas de placenta retenidas, metritis,
piometra, enteritis, hepatitis, nefritis, septicemia, laminitis, congelacién y problemas
intestinales obstructivos que incluyen, colico, abomasums desplazados, torsion cecal y
endotoxemia.
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La terminologia "animal” como se usa en este documento se refiere a todos los
mamiferos, inciuyendo aunque no limitado a équidos, animales de compafila y
ganado.

La terminologla "ganado" como se usa en este documento, se refiere a
animales bovinos que incluyen aunque no estan limitados a bueyes, toros, vacas y
temeros. Preferiblemente, el método de la presente invencién se aplica a un animal
que e3 un mamifero lactante no humano; lo mas preferiblemente, una vaca.

La terminologfa "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad de al menos un
inhibidor de p38 MAP quinasa suficiente para aumentar la produccion de leche,
disminuir el descarte de leche, disminuir el nivel de E. coli, o disminuir los niveles de
PGE; en suero en animales a los que se administra el inhibidor de p38 MAP quinasa.
Una cantidad eficaz de inhibidor de p38 MAP quinasa significa, por ejemplo, que el
inhibidor mejore la recuperacién de un animal que padece un proceso o enfermedad
inflamatoria aguda.

La terminologla "vehiculo farmacéuticamenie aceptable" se refiere a un
vehiculo que no interfiere con la eficacia de la actividad biolégica del ingrediente
activo, es inerte quimicamente y no es toxico para el sujeto al cual se le administra.

ipcién de los Dibujos.

La Figura 1 representa la temperatura corporal promedio de vacas a las que se
ha administrado solucién salina o 30 cfu de E. coli en un solo cuarto seguido 13 horas
mads tarde de la administracién de MAPKi #1, MAPKi #2, MAPKi #3 o vehiculo.

La Figura 2 representa la produccién diaria promedio de leche de vacas a las
que se ha administrado solucién salina o 30 cfu de E. coli en un solo cuarto seguido 13
horas més tarde de la administracion de MAPKi #1, MAPKi #2, MAPKi #3 o vehiculo.

La Figura 3 representa los valores clinicos promedio de la leche de vacas a las
que se ha administrado solucién salina o 30 cfu de E. coli en un solo cuarto seguido 13
horas més tarde de la administracién de MAPKi #1, MAPKi #2 MAPKIi #3 o vehiculo.

La Figura 4 representa los valores clinicos promedio de la gléndula de vacas a
las que se ha administrado solucién salina o 30 cfu de E. coli en un solo cuarto
seguido 13 horas mas tarde de la administracion de MAPKi #1, MAPKIi #2, MAPKIi #3 o
vehiculo.

La Figura 5 representa los valores clinicos acumulativos promedio de vacas a
las que se ha administrado solucién salina o 30 cfu de E. coli en un solo cuarto
seguido 13 horas mas tarde de la administracién de MAPKI #1, MAPKI #2, MAPKi #3 o
vehiculo.
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La Figura 6 representa el log10 promedio de los valores de células somaticas
de la leche (SCC) de vacas a las que se ha administrado solucién salina o 30 cfu de E.
coli en un solo cuarto seguido 13 horas méas tarde de la administracién de MAPKi #1,
MAPKi #2, MAPKi #3 o vehliculo.

La Figura 7 representa el WBC total promedio (sangre periférica) de vacas a
las que se ha administrado solucidén salina o0 30 cfu de E. coli en un solo cuarto
seguido 13 horas mas tarde de la administracién de MAPKi #1, MAPKI #2, MAPKi #3 o
vehiculo.

La Flgura 8 representa el PMN total promedio (sangre periférica) de vacas a
las que se ha administrado solucién salina o 30 cfu de E. coli en un solo cuarto
seguido 13 horas més tarde de la administracion de MAPKi #1, MAPKi #2, MAPKI #3 o
vehlculo.

La Figura 9 representa la concentracién promedio de PGE; en suero de vacas
a las que se ha administrado solucién salina o 30 cfu de E. coli en un solo cuarto
seguido 13 horas més tarde de la administracién de MAPKi #1, MAPKi #2, MAPKi #3 o
vehiculo.

La Figura 10 representa los nimeros de bacteria (E. Co/i) (en ml) de vacas a
las que se ha administrado solucidn salina 0 30 cfu de E. coli en un solo cuarto
seguido 13 horas mas tarde de la administracion de MAPKI #1, MAPKI #2, MAPKI #3 o
vehiculo.

RIPCION DETALLADA

La presente invencién proporciona métodos para tratar animales que tienen
enfermedades inflamatorias agudas, que incluyen mastitis, administrando al menos un
inhibidor de p38 MAP quinasa. La presente invencién también proporciona métodos
para mejorar la produccién de leche y reducir el descarte de leche en animales que
padecen enfermedades inflamatorias agudas, administrando al menos un inhibidor de
p38 MAP quinasa.

Los compuestos inhibidores de p38 MAP quinasa utilizados para la presente
invencién pueden sintetizarse mediante rutas sintéticas que incluyen procedimientos
andlogos a aquellos bien conocidos en las técnicas quimicas, particularmente a la luz
de la descripcién contenida en este documento o a través de las referencias citadas.

El compuesto de Férmula | también es un inhibidor de p38 MAP quinasa, y es
ati en el tratamiento de inflamacién, osteoartritis, artritis reumatoide, céncer,
reperfusién o isquemia en el infarto o ataque al corazén, enfermedades autoinmunes y
otros trastomnos.
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Los compuestos de Férmula |, un promedicamento de dicho compuesto o
isdbmero, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto, isémero o
promedicamento; en la que R' es -H;

R? es un cicloalquilo, arilo, heteroarilo heterocliclico sustituido y no sustituido:
en el que el heterociclo es un anilio da 5-, 6- o 7- miembros saturado, parcialmente
saturado o insaturado, que contiene de uno a tres heterodtomos seleccionados
independientemente del grupo que consiste en nitrégeno, oxigeno y azufre; e incluye
cualquier grupo biciclico en el que cualquiera de los anillos heterociclicos anteriores
esia condensado con un anillo de benceno u otro heterociclo; y el nitrbgeno puede
estar en el estado oxidado dando la forma N-6xido; y sustituido opcionaimente con R,;

R, es para cada suceso de manera independiente -halo, -OH, -alquilo {C+-Cs), -
alquenilo (C2-C,), -alquinilo (C»Cs), -Oalquilo (C1-Cs), -Oalquenilo (C-Cg), -Oalguinilo
(CCe), -alquilo (Co-Cs)-NRR'™, -C(O)-NR™R'™, -SO;R", -SOR'™, -SR™, -NR™-
SO,R*, -R-C(0)-R", -NR™-OR", SO-NR"R"*, -CN, -CF;, -C(O)alquilo (C;-Cg), =0,
-SOzfenilo o C{O)}-Ar o het-Ar;

R® es independientemente -H, -halo, -OH, -alquilo {C1-Ca), OCHs, NHa, NHR,
en el que R es arilo, heteroarilo o alquilo; y

R* es arilo y heteroarilo sustituido y no sustituido;

R"Y R™ son cada uno de forma independiente para cada suceso -H; -alquilo
(C+-Ce), en el que 1 0 2 &tomos de carbono, diferentes a los tomos de carbono de
conexién, pueden sustituirse opcionalmente con 1 0 2 heterodtomos seleccionados
independientemente de S, O y N, y en el que cada dtomo de carbono est4 sustituido
opcionalments con 1, 2 o 3 halo; -alquenilo (C,-Cy), sustituido opcionalmente con 1, 2
o 3 halo; o -alquinilo (C»-Cs) en el que un dtomo de carbono, distinto del dtomo de
carbono de conexion y de los atomos de etinilo, pueden sustituirse opcionalmente con
un 4tomo de oxigeno y en el que cada &dtomo de carbono estd sustituido
opcionalmente con 1, 2 o 3 halo;

o R”® y R" se toman juntos con N al que estdn unidos para formar un
heterocicio;



En particular, el compuesto, MAPKi #1, es una especie del género descrito en
el compuesto de la Formula |. MAPKi #1 es el tema de los documentos W085/02591A1
y WO098/21452A1 (incorporados en este documento por referencia en su totalidad) y
puede prepararse como se describe mas completamente en este documento.

5
El compuesto de Férmula 1i, 5<{fenilheteroaril)-1,3-dihidro-2-benzimidazolonas,
también es un inhibidor de p38 MAP quinasa, y es (til en el tratamiento de inflamacion,
osteoartritis, artritis reumatoide, cancer, reperfusiéon o isquemia en el infarto o ataque
al corazén, enfermedades autoinmunes y otros trastomnos.
1§
10

El compuesto de Formula Il, en el que "A" es pirrolilo, imidazolilo, pirazolilo,
oxazolilo, isoxazolilo, tiazolilo o isotiazolilo sustituido o no sustituido; R® y R? son
independientemente H o (ciclo)alquile, fenilo, heteroarilo o heterociclilo sustituido o no
sustituido; R® es independientemente halo, {perhalo)alquilo, (perhalo)cicioalquilo,

15 alquenilo, alquinilo, heterociclil{oxi), fenilo, OH, (perhalo)alcoxi, fenoxi, alquiltio,
alquil(amino)sulfonilo, alquilsulfamoilo, carbamoilo, acilo o carboxi; y 8 es 0-5, es el
tema del documento WO 2002/072576 (incorporado en este documento por referencia
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a su totalidad) y la preparaciéon del compuesto de Férmula Il se describe en este
documento.

Los compuestos de Formula II, en los que "A" R%, R, R® y se definen
anteriormente, pueden prepararse, como se describe més completamente en el
documento WO 2002/072576 (Nota: las variables A, R, R, R* pueden identificarse
con diferantes designaciones en el documento WO 2002/072576). En particular, el
compuesto, MAPKi #2, puede prepararse como se propone posteriormente en el
Esquemal.
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9 MAPKI #2

El compuesto, MAPKi #2, se prepard como se propone anteriormente en el
Esquema 1. 4-Fluoro-N-metoxi-N-metil-3-nitro-benzamida (3) se prepard tomando
écido 4-Fluoro-3-nitrobenzéico (1) (100 g, 0,54 moles) en cloruro de metileno seco (1L)
y se afladieron 1,5 ml de DMF. A esta disolucion se le affadid cloruro de oxalilo (81 ml,
0,702 moles). Después de 1,5 horas, se eliminé el disolvente al vacio y se puso el
cloruro de dcido en bruto (2) (aceite amarillo) en cloruro de metileno (50 mL) y se
afiadid lentamente a una mezcla en agitacidn de trietilamina (150,5 mL, 1,08 moles) e
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hidrocloruro de amina Wainreb (88,5 g, 0,702 moles) en clornuro da metileno (950
mmol) a 0°C. La reaccién se dejé calentar a temperatura ambiente y se agité durante
toda la noche. La mezcla de reaccion se lavd con fosfato de dihidrégeno sddico
saturado seguido por agua. La fase orgdnica se secd en sulfato sédico anhidro y se
concentrd a/ vaclo a un aceite naranja-amarillo. El aceite en bruto se tritur6é con
pentano para dar 110,28 g (90%) de un polvo amarillo a color crudo (3).

A una disolucién de 4-fluoro-N-metoxi-N-metil-3-nitro-benzamida (3) (20 gm,
87,6 mmoles) en clonuro de metileno (250 mL) se afiadid isopropilamina (11,4 g, 162,8
mmoles) en varias partes. La reaccién se agitd durante una noche a temperatura
ambiente; determindndose que Ia reaccién estaba completa por 'HNMR a la mafiana
siguiente. La mezcla de reaccion se lavd con agua (2 X 100 mL) y la fase organica se
secd en sulfato sddico anhidro y se concentrd af vacio para dar 24,95 g (97%) de un
sdlido amarilio (4).

A una disolucién/suspensién de 4-isopropilamino-N-metoxi-N-metil-3-nitro-
benzamida (4) (24,85 g, 93 mmoles) en etanol (500 mL) se afiadié Pd en carbono al
10% (aproximadamente 1 g). La suspensién negra resultante se hidrogené en un
agitador Parr durante 5 horas, después de lo que el TLC (acetato de etilo) mostrd el
consumo completo del material de partida. (Ademas, el color de la disolucidn de etanol
pasd de amarillo briflante a claro, indicando el consumo completo del material de
partida.) El catalizador se eliminé por filtracién a través de celite, y el disolvente se
eliminé &/ vaclo para dar 21,95 gm (>88%) de la anilina sustituida (6) como un aceite
viscoso parpura oscuro que se uso sin purificacién adicional.

A una disolucién da 3-amino-4-isopropilamino-N-metoxi-N-metil-benzamida (5)
(21,85 gm, 92 mmoles) en cloruro de metileno (300 mL) se afiadié trifosgeno (27 g, 92
mmoles) en pequefias partes (PRECAUCION: EVOLUCION GASEOQSA). Después de
que la adicion del trifosgeno se completd, la reaccién se agitdé toda la noche a
temperatura ambiente, después de cuyo tiempo el 'HNMR y TLC mostraron una
reaccién completa. La fase organica se lavd tres veces con disolucién saturada de
bicarbonato sédico, |a fase organica se sect en sulfato s4dico anhidro y se concentrd
al vacio para dar 24,2 g {(cuantitativo) de una espuma roja (6) que se usd sin
purificacién adicional.

Puede lograrse una ciclacién atterna para evitar el uso de trifosgeno usando
carbonil-diimidazol. A una disolucién agitada de 3-amino-4-terc-butilamino-N-metoxi-N-
metil-benzamida (22,5 g, 89,5 mmolas) en cloruro de metileno seco (250 mL) se
afladié carbonil-diimidazol (16,0 g, 98,5 mmoles) en pequefias partes (evolucion al
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calor). Después de agitar durante 4 horas, el 'THNMR de una allcuota de la reacci6n
mostré que no habla material de partida. Se afiadié bicarbonato sddico saturado a la
mezcia de reaccién y la fase orgdnica se separd, lavé con disolucién de bicarbonato
saturado y salmuera, después se secé sobre sulfato sédico anhidro. La concentracién
al vaclo dio 25,68 g de una espuma oscura (6, aunque con amina alterna). que se usé
sin purificacién adicional.

A una suspensién de hidruro sédico (720 mg de una dispersion al 80% en
aceite mineral, 18 mmoles) en DMSO seco (25 ml.), se afladié metoxi-metilamida (6)
de &cido 1-isopropil-2-oxo-2,3-dihidro-1H benzoimidazol-5-carboxllico (4,2 g, 16
mmoles) en pequefias partes (PRECAUCION:EVOLUCION GASEOSA). La mezcla
resultante se agitd durante 30 minutos durante cuyo tiempo la disolucién se volvié
mamén. Después se afiadié una disolucién de yoduro de metilo (1,5 mL, 24 mmoles)
en DMSO (10 mL) en gotas y la disolucién resultante se agité hasta que el TLC
(acetato de etilo) mostrd la reaccién completa. La reaccién se interrumpid con agua
{15 veces de exceso de volumen) y la fase acuosa se exirajo con acetato de etilo (3 x
200 ml). Las fases orgénicas combinadas se lavaron con agua y salmuera. La fase
orgénica se secd en sulfato sddico anhidro y se concentrd af vac/o para dar 4,8 g
(98%) de aceite marron (7).

Puede conseguirse una alquilacién altema usando carbonato de cesio. A una
disolucién agitada de éster metllico de 4cido 4-amino-3-etoxicarbonilamino-benzéico
(23,6 g, 99 mmoles) en DMF (330 mL, concentracién final de 0,3 M) se afladi6é
carbonato de cesio (114 g, 350 moles, 3,5 eq.). La suspensién verde resultante se
calent6 a 70°C toda la noche, después de cuyo tiempo el 'HNMR de una allcuota de la
mezcla de reaccidén mostrd una ciclacién completa (a medida que la reaccién continua,
el color cambia de verde a mamrdn). La reaccion se enfrid entonces a temperatura
ambiente y se afiadié yoduro de etilo (22,7 g, 218 mmoles). La reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 1 hora después de cuyo tiempo el 'HNMR de una
alicuota mostrd la reaccién completa. La mezcla de reaccién se diluyé entonces con
agua (15 volimenes) y la fase acuosa resultante se extrajo con acetato de etilo (3 X
150 mL). Las fases orgdnicas se combinaron, se lavaron con HCI 1N y agua. La fase
orgénica se secd en sulfato sédico anhidro y se concentrd a/ vacio para dar 19,4 g de
un sélido naranja (7, aunque con amina altema) que se usd sin purificacién adicional.

A una disoluciéon agitada de metoxi-metil-amida de écido 1-isopropil-3-metil-2-
oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico (7) (17 g, 61 mmoles) en DME seco
(700 mL), se afladié cloruro de p-flucrobenciimagnesio (Rieke Metals, 0,25 M en Et;0O,
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400 mL, 100 mmoles). La mezcla de reaccién se dejo agitar toda la noche, después de
cuyo tiempo el 'HNMR de una alicuota de la reaccién indicd que no permanecia
material de partida. El reactivo de Grignard en exceso en la mezcla de reaccién se
apag6 con fosfato de dihidrégeno sédico acuoso saturado, y el DME se elimind a/
vaclo. La fase acuosa restante se extrajo con acetato de etilo (3 X 200 mL) y los
extractos combinados se secaron en sulfato sdédico anhidro y el disolvente se
concentré &/ vaclo. La cromatografia (Flash 75, gradiente de elucién: 25% de acetato
de etilo-hexanos a 50% de acetato de etilo-hexanos) dio 15 g de un sélido blanco (8).

A una disolucién agitada de 1-isopropil-3-metil-5-p-fluorofenilacetil-1,3-dihidro-
benzoimidazol-2-ona (8) (10,0 g, 31 mmoles) en 4cido acético (60 mL), se afiadid
bromo (1,83 mL, 31,6 mmoles) en una parte. La reaccion se dej6 agitar toda la noche
(c.a. 4 horas) después de cuyo tiempo se encontrd que estaba completa por 'HNMR.
La reaccion se concentré al vaclo y el residuo se tomé en acetato de etifo (150 mL) y
se lavd dos veces con disolucion de bicarbonato sédico saturado. La fase orgdnica se
sech con sulfato sédico anhidro y se concentrd af vaclo para dar 12,1 g de un sdlido
marrén (9) que se usd sin purificacion.

Una mezcla agitada de S<{bromo-p-fluorofenil-acetil)-1-isopropil-3-metil-1,3-
dihidro-benzoimidazol-2ona (8) (0,5 g, 1,23 mmoles), cloruro de pirazin-2-
carboxamidina (0,395 g, 2,49 mmoles), carbonato de cesio (1,22 g, 3,74 mmoles) y
DMF (4.0 mL), se calentd a 60° C. Después de 1 hora, la reaccién se determind que
estaba completa por LCMS. La reaccién se enfrié a temperatura ambients y se diluyd
con agua (40 mi). Después de agitar durante 1 hora, la suspension en bnito se filtré y
los sdlidos se purificaron por cromatografia de centelleo (dietiléter seguido por acetato
de etilo para dar 40 mg del compuesto del titulo (MAPKI #2) como un sdlido marrén
claro.

El compuesto, MAPKI #3, se prepard como se describe anteriormente en el
Esquema | y debajo en el Esquema |l, excepto que en la Etapa 3, se utiliza t-
butilamina en vez de isopropilamina, para preparar el compuesto de Férmula 4.
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El compuesto de Férmula lll es un potente inhibidor de MAP quinasas,
preferiblemente p38 quinasa, y es til en el tratamiento de inflamacién, osteoartritis,
ariritis reumatoide, cancer, reperfusiéon o isquemia en el infarto o ataque al corazén,
enfermedades autoinmunes y ofros trastornos.

El compuesto de Férmula lll, en el que "B" es un grupo hetero sustituide o no
sustituido, tal como pirrolilo, imidazolilo, pirazolilo, oxazolilo; R' es H, alquilo,
cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo o heteroarilo; R es H, alquilo, fenilo, F, Cl o CN; y
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8 88 0-5, es el tema del documento U.S. 2003-078432 (incorporado en este documento
por referencia en su totalidad. Notar que las variables R® y R' se definen como
variables diferentes en el documentoa US 2003-078432), y la preparacibn del
compuesto de Férmula Il se describe en este documento.

5 El compuesto de Férmula lli, en el que "B" es un grupo hetero sustituido o no
sustituido, tal como pirrolilo, imidazolilo, pirazolilo, oxazolilo; R* es H, alquilo,
cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo o heterocicloalquilo, arilo o heteroarilo; R' es H,
alquilo, fenilo, F, Cl o0 CN; y s es 0-5, es el tema del documento U.S. 2003-078432
(incorporado en este documento por referencia en su totalidad.

R*

|

10
Por propésitos ilustrativos generales, el Esquema de reaccion il representado

debajo proporciona una ruta potencial para sintetizar el compuesto de Férmula lila.
Para una descripcion més detallada de las etapas individuales de reaccion, véase la
referencia descrita anteriormente.

15 S MA il

Y

[ =3
e

En particular, el compuesto de Férmula Iil, en el que "B, R*, Ry s se definen
anteriormente, pueden prepararse como se propone en el Esquema lll y como se
describe mas completamente en el documento U.S. 2003-078432 (Nota: la
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designacion de "B,' R°, R es diferente y se describe con diferentes variables en el
documento U.S. 2003-078432), tratando una disolucion en THF de 3-isopropil-3H-
benzotriazol-5-carbaldehido con NH,OH concentrado, seguido de la adicidn de
piperazina y el compuesto de isocianida para proporcionar el compuesto de Férmula
llia.

20

Los compuestos de Férmula [V, 6-(fenilheterociclil)-[1,2,4triazolof4,3-
a]pindinas, son Utiles en el tratamiento de inflamacién, osteoariritis, artritis reumatoide,
céncer, reperfusién o isquemia en el infarto o ataque al corazén, enfermedades
autoinmunes y otros trastornos. El compuesto de Férmula IV es el tema del documento
WO 2002072579 (incorporado en este documento por referencia en su totalidad), y la
preparacion del compuesto de Férmula 11 se describe en este documento.

Los compuestos de Férmula IV, en los que "C" es pirolilo, imidazolilo,
pirazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, tiazolilo o isotiazolilo sustituido o no sustituido,; R'Y es
H, alquenilo, alquinilo, o (ciclo)alquilo sustituido o no sustituido, fenilo, heteroarilo o
heterociclilo o amino; R™ es halo, (ciclo)alquil{oxi), (perhalo)alquilo, aiquenilo, alquinilo,
fenilo, heteroaril{oxi), heterociclil(oxi), OH, (perhalo)alcoxi, fenoxi, alquiltio,
alquilsulfonilo, alquilaminosulfonilo, NO,, amino o carbamoilo sustituido o no sustituido;
y 8 8 0-5; o sus sales farmacéuticamente aceptables, son dtiles en el tratamiento de
la inflamacion aguda en animales.

Los compuestos de Férmula IV, en los que "C," R, R y s se definen
anteriormente, pueden prepararse como se describe mads completamente en el
documento WO 2002072579 (Nota: la designacion de "C,' R"!, R'? se definen con
diferentes variables en el documento WO 2002072579). Por ejemplo, el compuesto de
Féormula IVa see prepard condensando #écido 8-cloronicotinico con N,O-
dimetithidroxilamina.bul. HCl (968%). El tratamiento de Ila amida con (i-Bu),AlH
proporciond el aldehido (24%), que se acopld después con (fenil)(p-
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tolilsulfonillmetilisocianida para dar 2-cloro-5-{4-feniloxazol-S-il)piridina (71%). La
conversién a la hidracina (100%), seguido por el acoplamiento con cloruro de
isobutirilo y ciclacién usando POCI, (32%), produjo el compuesto de Férmula IVa.

De acuerdo con la presente invencién, un sujeto animal que sufre una
enfermedad inflamatoria aguda, tal como, por ejemplo, mastitis, se le administra una
cantidad eficaz de al menos un inhibidor de la p38 MAP quinasa y dentro de
aproximadamente una a dos semanas, el animal produce més de dos veces la leche
que un animal infectado, no medicado. En una realizacién preferida el animal es una
vaca lactante.

Los animales lactantes que sufren infecciones provocadas por £ coli, por
ejemplo, a menudo producen leche que contiene elevados niveles de E. coli y cuya
leche no es adecuada para el consumo de mamiferos, incluso después del procesado.
La presents invencién proporciona ademés la reduccién de descarte de leche en un
animal que sufre una enfermedad inflamatoria aguda con la administracién de al
menos un inhibidor de p38 MAP quinasa. La reduccién de descarte de leche es de
final rapido, déndose dentro de aproximadamente una semana. La presente invencién
proporciona ademas métodos para !a reduccion de los nimeros de E. coli en las
muestras de leche de animales tratados con inhibidores de p38 MAP quinasa.

El inhibidor de p38 MAP quinasa de la presente invencién puede usarse en el
tratamiento de una enfermedad inflamatoria en un animal, que se exacerba o provoca
por la excesiva ¢ no regulada produccibn de citoquina en las células animales,
incluyendo aunque no limitAndose a monocitos y/o0 macréfagos. Los inhibidores
preferidos de p38 MAP quinasa incluyen MAPKi #1, MAPKI #2 y MAPKi #3.

Los inhibidores de p38 MAP quinasa de la presente invencién son asl capaces
de inhibir la produccidn y actividad de citoquinas asociadas con el proceso inflamatorio
tal como IL-1, IL-8 y TNF, y son por lo tanto, de uso en terapia. IL-1, 1L-8 y TNF
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afectan a una amplia variedad de céiulas y tejidos de estas citoquinas, ademds de a
otras citoquinas derivadas de leucocitos, que son Iimportantes mediadores
inflamatorios de una amplia variedad de estados de enfermedad y procesos. Los
inhibidores de p38 MAP quinasa de {a presente invencién también inhiben protelnas
pro-inflamatorias, tales como COX-2, referida también por muchos otros nombres tal
como prostaglandin-endoperdxido-sintasa-2 (PGHS-2). La regulacién de COX-2, que
responsable de la producciéon de mediadores lipldicos pro-inflamatorios, también
afecta a una amplia variedad de ceélulas y tejidos. La regulacién de citoquinas
inflamatorias y proteinas inflamatorias es asi critico para mejorar una amplia variedad
de enfermedades y procesos que incluyen, aunque no estan limitados a mastitis.

Por consiguients, en otro aspecto, la presente invencién proporciona un
método para tratar un animal mediante la inhibicién de la sfntesis de la enzima COX-2,
que comprende la administracién de una cantidad eficaz de al menoa un inhibidor de
p38 MAP quinasa.

La presente invencién también proporciona un método para ftratar la
inflamacién aguda mediada por citoquinas, que comprende administrar una cantidad
eficaz de un inhibidor de p38 MAP quinasa y un vehlculo farmacéuticamente
aceptable. En una realizacién, la presente invencién proporciona un método para
inhibir TNF. En otra realizacién, la presente invencién proporciona un método para
inhibir IL-1. En adn otra realizacién, la presente invencién proporciona un método para
inhibir la muerte celular apoptética mediada a través de la ruta de p38 MAP quinasa.

En particular, los inhibidores de p38 MAP quinasa se emplean en el tratamiento
de una enfermedad o proceso en un animal que se exacerba 0 provoca por la excesiva
o no regulada produccién de IL-1 o TNF en las células animales, incluyendo aunque
no limitdndose a monocitos y/o macréfagos.

Hay muchos procesos o enfermedades en que la produccién excesiva o0 no
regulada de citoquina estd implicada en exacerbar y/o provocar la enfermedad. Esto
incluye estados de enfermedad inflamatoria aguda en animales tal como mastitis,
enfermedad respiratoria, membranas de placenta retenidas, metritis, pirometra,
enteritis, hepatitis, nefritis, septicemia, laminitis, congelacién, célico, abomasums
desplazado, endotoxemia y torsién cecal.

Los inhibidores de p38 MAP quinasa se administran en una cantidad suficiente
para inhibir los efectos y produccion de citoquina, en particular la produccién de IL-1,
IL-8 o TNF, tal que la produccién de citoquina esté regulada a la baja a niveles
normales, o en algin caso a normales por debajo de lo normal, para asl mejorar o
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evitar el estado de enfermedad. La medida del nivel de citoquina se consigue por los
expertos usando medios convencionales.

Como se usa en este documento, el término "citoguina” se refiere a cuaiquier
polipéptido secretado que afecta a las funciones de células, y es una molécula que
modula las interacciones entre células en la respuesta inflamatoria. Una citoquina
incluye, aunque no estd limitada a, monoquinas y linfoquinas, sin reparar en que
células las producen. Ejemplos de citoguinas incluyen, aunque no estdn limitadas a,
interleuquina-1, (IL-1), Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-a) y Factor de Necrosis
Tumoral beta (TNF-B).

Para emplear un inhibidor de p38 MAP quinasa en terapia, dicho inhibidor se
formulara normalmente en una composicién farmacéutica de acuerdo con la practica
farmacéutica patrdn. Esta invencion, por lo tanto, se refiere ademds a una composicién
farmacéutica que comprende una cantidad eficaz, no téxica, de al menos un inhibidor
de p38 MAP quinasa y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Los inhibidores de p38 MAP quinasa y las composiciones farmacéuticas que
los incorporan pueden administrarse convenientemente a un animal por cualquiera de
las rutas usadas convenientemente para la administracion de medicamentaos, por
sjemplo, de forma oral, tdpica, parenteral o por inhalacién. Los inhibidores de p38 MAP
quinasa pueden administrarse en formas de dosificacién convencionales preparadas
combinando un inhibidor de p38 MAP quinasa con vehliculos farmacéuticos patrén
segin procedimientos convencionales. El inhibidor de p38 MAP quinasa puede
administrarse también en doaificaciones convencionales en combinacién con un
segundo compuesto terapéuticamente activo conocido, o pueden administrarse dos o
més inhibidores de p38 MAP quinasa de una vez para coger veniaja de las
propiedades sinergisticas de los inhibidores de p38 MAP quinasa y proporcionar la
inhibicién mejorada de la inflamacién y enfermedades que las provocan.

Los procedimientos para administrar dosificaciones convencionales de
inhibidores de p38 MAP quinasa pueden implicar mazcia, granulado y compresion o
disolucién de los ingredientes como sea apropiado para la preparacion deseada. Se
apreciard que la forma y caracter del caracter o diluyente farmacéuticamente
aceptable estd dictado por la cantidad de ingrediente activo con que se va a combinar,
la ruta de administracién y otras variables bien conocidas. El(los) vehfculo(s) debe{n)
ser "aceptiable(s)" en el sentido de ser compatibles con los otros ingredientes de la
formulacién y no deben ser perjudiciales para el animal receptor.
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E! vehlculo farmacéutico empleado puede ser, por ejemplo, o bien un sélido o
un liquido. Ejemplos de vehiculos sdlidos son lactosa, sacarosa, taico, gelatina, agar,
pectina, goma ardbiga, estearato de magnesio, dcido estearico y similares. Los
ejemplos de vehlculos liquidos son jarabe, aceite de cacahuete, aceite de oliva, agua y
similares. De manera similar, ol vehiculo o diluyente puede incluir material de
liberacién sostenida bien conocido en la técnica, tal como monoestearato de glicerilo o
diestearato de glicerilo solo o con una cera.

El tdrmino "administracién sistémica" se refiere a administracion intravenosa,
subcuténea e intramuscular. Se prefiere la administracidn sistémica.

Los inhibidores de p38 MAP quinasa se administran preferiblemente de forma
parenteral, que es mediante administracién intravenosa, intramuscular, intramamaria o
subcutdnea. Se prefieren generaimente las formas subcutdnea e intramuscular de
administracién parenteral. Las formas apropiadas de dosificacién para dicha
administracién pueden prepararse mediante técnicas convencionales.

Para todos los métodos de uso descritcse en este documento para los
inhibidores de p38 MAP quinasa, el régimen de dosificacién parenteral serd
preferiblemente de aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg de
peso corporal total, preferiblemente de aproximadamente 0,1 mg/kg a 5 mg/kg, mas
preferiblemente de aproximadamente 0,1 mg/kg a 1 mg/kg. Se reconocera ademés por
un experto en la técnica, que la cantidad 6ptima y sus espaciado de dosificaciones
individuales de los inhibidores de p38 MAP quinasa se determinarédn por la naturaleza
y extension de la enfermedad a tratar, la forma, la ruta y sitio de administracién, y el
paciente particular a tratar, y que dichas condiciones éptimas pueden determinarse por
técnicas convencionales. También se apreciara por un experto en la técnica que el
curso Optimo del tratamiento, es decir, el nimero de dosis de un inhibidor de p38 MAP
quinasa dado por dia para un nimero definido de dias, puede averiguarse por los
expertos on la técnica usando pruebas de determinacion del curso convencional de
tratamiento.

EJEMPLO

Treinta y tres vacas Holstein lactantes se asignaron al azar a 5 grupos de
tratamiento delimitados por la produccién de leche y los dias con leche. Se recogieron
muestras de leche y sangre y datos de temperatura en el ordefio de la mafiana del dia
-1. Se selecciond un cuarto normal de cada vaca en base a niveles clinicos y los
resultados de la Prueba de Mastitis de California (CMT) realizada en el ordefio de la
mafiana del dla -1. Daspués del ordefio de la tarde del dia 41, se infundieron los
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cuartos seleccionados con aproximadamente 30 cfu de E. coli (MacDonald 487). Se
recogieron muestras de leche y sangre y datos de temperatura antes del tratamiento
en el ordefio de la mafiana del dla 0. Las vacas se trataron después del ordefio de la
mafiana en el dia 0 segin el disefio de estudio. Después del tratamiento, se
recogieron muestras de leche y sangre y los datos de temperatura a las horas 11, 24,
35, 48, 72, 144, 168, 192 y 216. Se calcularon valores clinicos de los cuartos
infundidos y produccién de leche en cada ordefio. Las muestras de leche se analizaron
por cultivo (E. coli), SCC, TNF-a y PGE,, y se determinaron los leucogramas de la

sangre.
Tablai
Tratamiento Dosis Ruta  Numero de Animales
1. Tratados con Vehiculo-, no v 6
infectados*
2. Tratados con vehiculo, infectados v 6
3. Infectados, MAPKI #1 10 mg/kg v 7
4. Infectados, MAPKi #2 10 mg/kg v 7
5. Infectados, MAPKI #3 10 mg/kg v 7

*El vehiculo en este estudio era N-metil-pirrolidona al 25% y dimetilsulfdxido al 25% an polietilenglicol de
un peso nominal de 400 Dattons.

Anglisis do datos

La valoracién de la eficacia del articulo de prueba se determiné en base a la
comparacién del efacto del tratamiento en cada variable frente al grupo no medicado
puesto a prueba. <Los datos se analizaron usando el procedimiento MEZCLADO de
PC-SAS, versién 8.12. El modelo inclula tratamiento, tiempo y su interaccién. La
covarianza dentro de las vacas a través del tiempo se modeld usando el analisis del
estado Repetido con una estructura de covarianza esférica para representar los
tiempos de muestreo espaciados de forma desigual. Las pruebas de importancia
(P=0,10) se basaron en el efecto del tratamiento principal comparado con el grupo no
medicado puesto a prueba. El valor P de 0,10 se seleccioné en base al nimero de
animales por grupo de tratamiento y la naturaleza conservadora del procedimiento
SAS.
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Respuesta al desaflo de £ coli

El desaflo de un solo cuarto de cada vaca con -30 cfu de E. coli {cepa
MacDonald 487) dio por resultado una mastitis severa dentro de las 13-24 horas. En
todos, 27 de 27 cuartos desafiados desarollaron mastitis clinica. Los datos de
temperatura rectal pico y el nivel de Ia2 colonia bacteriana después del desaflo sugiere
que la mastitis resultante era mas severa que la observada en estudios anteriores.

Efectos del tratamiento en la respuesta en fase agu Tem ra Corporal
mastitis indycida por E. coli

No se observaron diferencias significativas en la temperatura corporal después
de tratar a las vacas con cualquier compuesto inhibidor de p38 MAP quinasa y las
vacas infectadas no medicadas (Figura 1).

Produccién de Leche

Las vacas tratadas con MAPKi #1 demostraron una pérdida de produccion de
leche asociada con mastitis significativamente menor después del tratamiento en
comparacion con las vacas infectadas tratadas con vehiculo (P=0,1, Figura 2). En
base a los valores medios de produccidn de leche diaria de la Figura 2, una vaca
tratada con MAPKi #1 produjo més de dos veces mas de leche que una vaca
infectada, no medicada, durante los 13 dias después del tratamiento (847 libras frente
a 365 libras). Las vacas tratadas con MAPKi| #2 también produjeron més leche que las
vacas de control (689 libras frente a 365 libras). Las vacas tratadas con MAPKi #3
produjeron la misma cantidad de leche que las vacas de control infectadas, no
medicadas, durante el mismo periodo de tiempo (368 libras frente a 385 libras).

Valores clinicos

Las vacas fratadas con MAPKi #1 y MAPKi #2 tuvieron valores clinicas de
leche significativamente mejorados que las de control no medicadas (Figura 3,
P<0,001, P=0,006, respectivamente). Las vacas tratadas con MAPKi #3 tuvieron
valores clinicos de leche similares a las de control infectadas, no medicadas.

Se observaron valores clinicos glandulares mejorados significativamente para
las vacas tratadas con cualquiera de los tres compuestos inhibidores de p38 MAP
quinasa (Figura 4, P=0,0004, P=0,004, P<0,001, respectivamente para MAPKi #1,
MAPKi #2, MAPKIi #3). Las vacas tratadas con MAPKi #1 y MAPKi #2 demostraron
una mejora significativa tanto en el valor de leche como glandular. Los valores clinicos
acumulativos también fueron significativamente mencres para vacas tratadas con
MAPKi #1 y MAPKI #2 en comparacién a las de control (Figura 5, P=0,0001 y 0,07,
respectivamenta).
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Valor Celular Somético de |a Leche (SCC)
Los SCC de la leche se aumentaron a las 13 horas después del desaflo para

las vacas en todos los grupos de tratamiento (Figura 6). Algunas muestras de leche
que se coagularon enormemente no se analizaron por SCC, en cambio se las
asignaron el valor maximo legible por el instrumento de 10.000.000 células/ml por
propdsitos de andlisis de datos (log = 7). Algunas muestras de leche normal tuvieron
menor SCC que el lImite de deteccidon del instrumento (2000 células/ml) y se las
asignaron un valor de 1000 en vez de 0 para propdsitos de andlisis de datos. El
tratamiento de vacas con los compuestos p38 MAPKI no mejoraron significativamente
los valores SCC en comparacion con las vacas de control infectadas, no medicadas,
en este estudio. Las vacas tratadas con MAPKi #1 y MAPKi #3 mostraron una
tendencia hacia menocres valores de SCC, particularmente después de los 6 dias
posteriores al tratamiento (P=0,13, 0,18, respectivamente).
Leucogramas

Los valores de células sanguineas blancas totales y de neutrdfilos totales
permanecieron relativamente inalterados a lo largo del estudio para las vacas no
infectadas, no medicadas (Figuras 7 y B8). Las vacas infectadas, no medicadas,
demostraron la respuesta bifisica tipica para WBC y PMN. Ambas cayeron
draméaticamente después del desafio (0-72 horas) y los nimeros de WBC volvieron a
niveles cercanos al pre-desafio y los nimeros de PMN alcanzaron mas del doble de
los niveles del pre-desaflo después del estudio {144-216 horas). Los nimeros totales
de WBC y PMN para vacas tratadas con MAPKI #1 o MAPKI #2 volvieron a niveles de
pre-desaflo significativamente mas répido que para los controles o vacas tratadas con
MAPKI #3 cuando los datos se analizaron durante 0-72 horas {P=0,004, 0,06,
respectivamente). Estos datos sugieren que poco después del tratamiento con MAPKi
#1 o MAPKI #2, se admitieron menos PMN en la glandula mamaria procedentes de la
sangre periférica. Se sabe que los neutréfilos contribuyen a la patologia del tejido en la
gléndula mamaria cuando se lisan y liberan su contenido en el entomo circundante.
Pocos neutrédfilos admitidos en la glandula dan por resultado menos patoiogla del
tejido. Menos patologla de tejido da por resultado una reduccién en la pérdida de
produccién de leche y una vuelta més rdpida a la leche y glandulas normales.

PGE;en suero

Después del tratamiento, en el momento 0, las vacas tratadas con MAPKI #1,
MAPKi #2 o MAPKi #3 demostraron todas una significativa reduccién en los niveles
medios de PGE; en suero comparado con las vacas control infectadas, no medicadas
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(Figura 9, P=0,0038, 0,0741, 0,0934, respectivamente). Los niveles de PGE, en suero
se elevaron 13 horas después del desafio de E. coli (tiempo 0) y antea del tratamiento.
Después del tratamiento, las vacas tratadas con MAPKI #1 mostraron una disminucién
en los niveles de PGE; en suero a las 11 horas, el PGE; en suero de las vacas
tratadas con MAPKi #2 permanecieron en el mismo nivel y las vacas tratadas con
MAPKI #3 tuvieron niveles de PGE; en suero que continuaron subiendo. Las vacas de
los tres grupos de tratamiento demostraron disminucién en los niveles de PGE: en
suero 24 horas después del tratamiento y todas hablan vuelto cerca de la Iinea basica
a las 48 horas.
Nivelas de la Colonia de £ cofi en la Leche

Los nimeros de E. coli en las muesiras de leche se ilustran en la Figura 10. En
el momento del tratamiento (hora 0), ios nimeroe medios de la colonia de E. cofi en la
leche oscilaban de 14,5-19,1 log2 cfu/ml para grupos desafiados. Después de
tratamiento (horas 11-168), los nimeros medios de la colonia de E. cofi disminuyeron
significativamente para las vacas tratadas con MAPKi #1 en comparacién con los
controles infectados, no medicados (P=0,007). Las vacas tratadas con MAPKi #2
mostraron ademds una disminucidn en los numeros de E. coli en la leche en
comparacién con los controles, aunque la diferencia no fue significativa (P=0,15). Las
vacas tratadas con MAPKi #3 no mostraron una disminucion en los nimeros de E. colf
en la leche en comparacién con los controles. No se cree que estos compuestos sean
directamente de naturaleza antibacteriana, aungue la enzima p38 MAPK en sl misma
esta implicada en un nimero de procesos celulares, algunos de los cuales pueden
influir en el crecimiento y/o supervivencia de las bacterias en la leche y la gléndula
mamaria. Loa péptidos antibacterianos naturales producidos por los neutréfilos bovinos
(defensinas), pueden bloquearse o inhibirse por [a enzima p38 MAPK. La inhibicién de
la enzima por estos compuestos puede permitir la liberacion natural de estos péptidos
y mejorar la muerte bacteriana por los neutréfilos. Otra posible explicacion es que el
sistema enzimdtico p38 MAPK contribuye a activar la apéptosis de neutrffilos,
inhibiendo la p38 MAPK, la apdptosis de los neutréfilos puede retrasarse y prolongar la
capacidad de los neutréfilos de luchar contra la infeccién.

El desafio de las vacas con E. coli dio por resultado un 100% de incidencia de
mastitis clinica. Se observé una mejora significativa en la respuesta en fase aguda
(menor pérdida de produccion de leche, valores dlinicos de leche, valores clinicos de
la glandula, valores clinicos acumulativos, niveles totales de leucocitos, niveles de
PGE; en suero y E. coli en leche mejorados) para las vacas tratadas con MAPKi #1 en
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comparacion con los controles infectados, no medicados. Se observaron raducciones
significativas en los valores clinicos de leche, glandula y acumulativos y niveles
reducidos de E. coli en la leche para vacas tratadas con MAPKi #2 en comparacién
con las vacas de control. Las vacas tratadas con MAPKiI #3 mostraron valores
reducidos significativamente de PGE; en suero y valores clinicos de la glandula
mejorados, aunque no la tendencia a la produccién de leche o valores de leche
mejorados en comparacién a los controles infectados.
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REIVINDICACIONES

Un método para tratar una enfermedad inflamatoria 0 mejorar la recuperacion a
partir de una enfermedad inflamatoria aguda en un animal que lo necesita, que
comprende administrar a dicho animal una cantidad eficaz de uno o mas
inhibidores de p38 MAP quinasa.

Un método para la mejora de la produccién de leche o reduccién de la pérdida
de leche en un animal que sufre una enfermedad inflamatoria aguda que
comprende la administracion a dicho mamifero de una cantidad eficaz de uno o
mas inhibidores de p38 MAP quinasa.

Un método para inhibir la sintesis y actividad de la enzima COX-2, TNF o IL-1
en un animal que comprende la administracién de una cantidad eficaz de uno o
més inhibidores de p38 MAP quinasa.

Un método para inhibir la muerte celular apoptética en un animal que
compraende |la administracién de una cantidad eficaz de uno o mas inhibidores
de p38 MAP quinasa.

El método segun las reivindicaciones 1, 2, 3 o0 4, en el que el inhibidor de p38
MAP quinasa se selecciona de

(i) el compuesto de Férmula |,

enelqueR'es H;

R? es un heterociclico sustituido y no sustituido, cicloalquilo, arilo,
hetercarilo: en el que el heterociclico es un anillo de 5-, 8- o 7- miembros
saturado, parciaimente saturado o insaturado, que contiene de uno a tres
hetero&tomos seleccionados independientemente del grupo que consiste en
nitrégeno, oxigeno y azufre; e incluye cualquier grupo biciclo en el que
cualquiera de los anillos heterociclicos anteriores estd condensado con un
anillo de benceno u otro heterociclo; y el nitrébgeno puede estar en el estado
oxidado dando la forma N-6xido; y sustituido opcionaimente con R,,

Ry es para cada suceso de manera independiente -halo, -OH, -aiquilo
(C1-Cs), -alquenilo (C2-C,), -alquinilo (C2-Cs), -Oalquilo (C4-Cs), -Oalquenilo (C-
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Ce), -Oalquinilo (C:-Ce), -alquilo {Co-Cs)-NR™R"™, -C(0)-NR"R", -SO.R", -
SOR", -SR™, -NR"*-80,R™, -NRP-C(0)-R", -NR"-OR", -SO.-NR*R", -CN, -
CF,, -C(O)alquilo (C1-Cs), =0, -SO,fenilo o C(O)-Ar o het-Ar;

R? es independientemnente -H, -halo, -OH, -alquilo (C1-C1p), OCHs, NHa,
NHR, en el que R es arilo, heteroarilo o alquilo; y

R* es un arilo y heteroarilo sustituido y no sustituido;

R¥Y R' son cada uno de forma independiente para cada suceso -H; -
alquilo (C,-Ce), on ol que 1 o 2 &omos de carbono, diferentes al atomo de
carbono de conexién, pueden sustituirse opcionalmente con 1 o 2
heterodtomos seleccionados independientemente de S, Oy N, yen el que
cada atomo de carbono esta sustituido opcionalmente con 1, 2 o 3 halo; -
alquenilo (C2-C,), sustituido opcionalmente con 1, 2 o 3 halo; o -alquinilo (C~
Cs) en el que 1 atomo de carbono, distinto del &tomo de carbono de conexién y
los atomos de etinilo, puede sustituirse opcionalmente con 1 d4tomo de oxigeno
y en el que cada atomo de carbono esté sustituido opcionaimente con 1,20 3
halo;

o R™ y R' se toman juntos con N al que estén unidos para formar un
heterociclo;

(ii) el compuesto de Formula I,

en el que "A" es un pirrolilo, imidazolilo, pirazolilo, oxazolilo, isoxazolilo,
tiazolilo o isotiazolilo, sustituido o no sustituido;

R® y R son independientemente H o (ciclo)alquilo, fenilo, heteroarilo o
heterociclo sustituido o no sustituido;

R® es independientemente halo, (perhalo)alquilo, (perhalo)cicloalquilo,
alquenilo, alquinilo, heterociclil{oxi), fenilo, OH, (perhalo)aicoxi, fenoxi, alquiltio,
alquil{amino)sulfonilo, alquilsulfamoilo, carbamoilo, acilo o carboxi; y
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s as 0-5;
(i) el compuesto de Férmula lil

R

[

r

en ol que "B" es un grupo hetero susfituido o no sustituido, pirrolilo,
5 imidazolilo, pirazolilo u oxazolilo;
R" es H, alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo o heteroarilo; R es
H, alquilo, fenilo, F, Clo CN; y
ses 0-5;0
(iv) el compuesto de Formula IV,

10
en el que "C" es pirrolilo, imidazolilo, pirazolilo, oxazolilo, isoxazolilo,
tiazolilo o isotiazolilo, sustituido o no sustituido;
R es H, alquenilo, alquinilo, o (ciclo)alquilo sustituido o no sustituido,
fenilo, heteroarilo o heterociclilo 0 amino;
15 R" es halo, (ciclo)alquil(oxi), (perhalo)alquilo, alquenilo, alquinilo, fenilo,
heteroaril{oxi), heterociclii{oxi), OH, (perhalo)alcoxi, fenoxi, alquitio,
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alquilsulfonilo, alquilaminosulfonilo, NO,;, amino o carbamoilo sustituido o no
sustituido; y
s es 0-5;
6. El método seguin la reivindicacion 5, en el que el inhibidor de p38 MAP
5 quinasaes
(i) un compuesto MAPKi #1

(i) un compuesto MAPKi #2

10 (ili) un compuesto MAPKi #3

P
e 300

(iv) un compuesto de Férmula llla
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(v) un compuesto de Férmula [Va

El método seglin la reivindicacién 5, en el que la enfermedad inflamatoria se
selacciona del grupo que consiste en mastitis, enfermedad respiratoria,
membranas de placenta sustituidas, metritis, piometra, enteritis, hepatitis,
nefritis, septicemia, endotoxemia, laminitis, congelacibn y problemas de
intestinos obstructivos.

El método seglin la reivindicacién 5, en el que los problemas de intestinos
obstructivos se seleccionan del grupo que consiste en célico, abomasums
desplazados y torsidn cecal.

El método segun la reivindicacion 5 o 8, en el que Ia enfermedad inflamatoria
es mastitis y el animal es una vaca.

El método segin las reivindicaciones 58, que comprenden ademéds un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El uso de los compuestos de las reivindicaciones 5-8, en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento terapéutico y/o profilictico de las
enfermedades de las reivindicaciones 7-12.

0}
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El uso de los compuestos de las reivindicaciones 5-8 en la preparacién de un
inhibidor de uno o méas inhibidores de p38 MAP quinasa para la mejora de la
produccién de leche o reduccion de pérdida o descarte de leche en un animal.
El uso de los compuestos de las reivindicaciones 5-9 en la preparacién de un
inhibidor de una enzima COX-2, TNF, IL-1 o la inhibicién de la muerte celular
apoptética, para tratar o evitar la reduccién de pérdida de leche en un animal
que sufre una enfermedad inflamatoria aguda.

Un procedimiento para la fabricacién de un medicamento para usar en el
tratamiento de una enfermedad inflamatoria caracterizada por el uso de los
compuestos de las reivindicaciones 5-8.

El uso de los compuestos de las reivindicaciones 5-9 en la preparacidn de un
inhibidor de una enzima COX-2, TNF, IL-1, o la inhibicién de la muerte celular
apoptética, en un envase junto con instrucciones para su uso en el tratamiento
de una enfermedad inflamatoria o produccién reducida de leche en animales.
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Resumen de la Invencién
TRATA INFLAMACION AGUDA EN ANIMALE N
INHIBIDORES DE p38 MAP QUINASA
La presente invencion proporciona métodos para fratar animales que tienen

enfermedades inflamatorias agudas, que incluyen mastitis, administrando al menos un
inhibidor de p38 MAP quinasa. La presente invencién también proporciona métodos
para mejorar la produccién de leche y reducir el descarte de leche en animales que
padecen enfermedades inflamatorias agudas administrando al menos un inhibidor de
p38 MAP quinasa. '

o
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FIG. 3
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FIG. 4
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TRATAD DE COOPERACION DE PATENTES
PCT
NOTIFICACION DE TRANSMISION DEL REPORTE DE EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL
(PCT Regla 71.1)
De: AUTORIDAD DE REVISION PRELIMINAR INTERNACIONAL

Para:

FULLER, Grover, F. Jr.
Pfizer Inc.

201 Tabor Road

Morris Plains, NJ 07950
Estados Unidos de América.

Sello de Recibido 14 de noviembre de 2005, MOPS IP GLBL SRVS.

Fecha de expedicién: 10.11.2005

Referencia del expediente del solicitante o mandatario: PC23014A
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2004 /004035

Fecha de presentacién internacional: 06.12.2004

Fecha de prioridad: 18.12.2003 _

Solicitante: PFIZER PRODUCTS INC et. al.

1. Se notifica al solicitante que la Administracién Encargada del

Examen Preliminar Internacional ha emitido el informe de examen
preliminar internacional para la solicitud internacional y se lo
transmite adjunto, acompaiiado, si procede, de sus anexos.

. Se transmite una copia del presente informe y, si procede, de sus
anexos, a la Oficina Internacional para comunicacion a todas las
Oficinas elegidas.

. Si alguna Oficina elegida lo exige, la Oficina Internacional realizara
una traduccidn en inglés del informe (con exclusién de sus anexos) y
la transmitira a las Oficinas interesadas.

. RECORDATORIO

Para iniciar la fase nacional ante cada Oficina elegida, el solicitante
debe cumplir ciertos actos (presentacion de la traduccién y pago de
las tasas nacionales) en el plazo de 30 meses desde la fecha de
prioridad (o més tarde por lo que respecta a ciertas oficinas) (Articulo
39.(1)) (véase también el recordatorio enviado por la Oficina
Internacional en el formulario PCT/IB/301).

Cuando deba entregarse una traduccién de la solicitud mtemaclonal
o una oficina elegida, se incluira la traduccién de cualquier anexo de



informe de Examen Preliminar Internacional. Corresponde al
solicitante preparar la traduccibn en cuestion y entregarla
directamente a cada Oficina elegida interesada

Para més amplios detalles en lo relativo a los plazos aplicables y las
exigencias de las oficinas elegidas, véase el Volumen II de la guia del
solicitante PCT.

Se llama la atencién del solicitante sobre el Articulo 33(5) que prevé
que los criterios de novedad, actividad inventiva y de aplicaci6én
industrial definidos en el Articulo 33(2) a (4) sblo servirdan a los
efectos del examen preliminar internacional, y que "todo Estado
contratante puede aplicar criterios adicionales o diferentes al objeto
de decidir, en ese Estado, si la invencién es patentable o no" (véase
también el Articulo 27(5)). Tales criterios adicionales pueden afectar,
por ejemplo, a las excepciones de patentabilidad, requisitos
especificos relativos a la divulgacion, la claridad de las
reivindicaciones.

Nombre y direccion postal de la Administracion encargada del
Examen Preliminar Internacional:

Oficina de Patentes Europea

D-80298 — Munich

Tel: +49-89 2399 - 0, Tx: 523656 epmu d

Fax: +49-80 2399 - 4465.

Funcionario Autorizado: Senkel, H
Tel: + 49 89 2399-8071



TRATAD DE COOPERACION DE PATENTES
PCT
INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(Capitulo II del Tratado de Cooperacion en materia de Patentes)
{PCT Articulo 36 y Regla 70)

Referencia del expediente del solicitante o mandatario: PC23014A
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2004/004035

Fecha de presentacién internacional: 06.12.2004

Fecha de prioridad: 18.12.2003

Clasificacion Internacional de Patentes (IPC) o la vez clasificacion
nacional e IPC: A61K 31/497, A61K 31/506, A61K 31/4184, A61K
31/4192, A61K 31/4196, A61P 43/00.

Solicitante: PFIZER PRODUCTS INC. et. al.

1. El presente informe preliminar internacional sobre patentabilidad,
se establece por esta Administracién encargada del examen preliminar
internacional segiin el Articulo 35 y se tranamite al solicitante conforme
el Articulo 36.

2. Este INFORME consta de un total de 7 hojas, incluida la presente
hoja de portada.

3. Este informe también contiene ANEXOS, que comprenden.

a. [ (remitido al solicitante y a la oficina internacional) un
total de hojas, descritas a continuacion:

[[] hojas de la descripcién, las reivindicaciones y/o
los dibujos que han sido modificadas y que sirven de
base al presente informe, y/o de hojas que contienen
rectificaciones autorizadas por esta Administracién
(véase la Regla 70.16 y la Instruccién Administrativa
607 del PCT).

[ hojas que reemplazan a otras hojas anteriores,
pero que esta Administracién considera que contienen
modificaciones que se extienden més alla de la
divulgacion de 1la invencibn tal como fue
originalmente presentada, segiin se indica en el punto
4 del Reglamento I y en el Recuadro Suplementario.

b. [0 (remitido Gnicamente a la Oficina Internacional) un
total de (indicar tipo y soporte(s) electronico(s)) ,
que contienen una lista de secuencias y/o tabla(s)
relativa(s), solo en formato legible por ordenador,
como se indica en el Recuadro Suplementario relativo
a Listas de Secuencias ({ver Instruccién
Administrativa 802).



4, El presente informe contiene indicaciones relativas a los

siguientes puntos:

[X] Recuadrol
Recuadro II
Recuadro III

X
[] Recuadro IV
X RecuadroV

Base de este informe

Prioridad

Ninguna formulacién de opinién sobre la
novedad, la actividad inventiva y la
aplicacién industrial

Falta de unidad de Invencién

Declaracion motivada segin ¢l Articulo
35(2) sobre la novedad, la actividad
inventiva y la aplicacién industrial, citas y
explicaciones en apoyo de esta declaracion

[C] RecuadroVl  Ciertos documentos citados
L] RecuadroVII  Defectos en la Solicitud Internacional
] Recuadro VI Observaciones relativas a la solicitud
internacional
Fecha de radicacion de la demanda. 17.01.2005

Fecha de elaboracién de este reporte: 10.11.2005

Nombre y direccion postal de la Administracién encargada del Examen

Preliminar Internacional:

Oficina de Patentes Europea

D-80298 - Munich

Tel: +49-89 2399 - 0, Tx: 523656 epmu d

Fax: +49-89 2399 - 4465.

Funcionario Autorizado: Borst, M

Tel: + 49 89 2399-



Recuadro 1. Base de este Informe

1. Por lo que respecta al idioma, este informe se ha establecido
sobre la base de la solicitud internacional en el idioma en el cual se
deposits, salvo indicacién en contra sefialada a continuacion.

[[] Este informe esti basado en una traduccién del idioma
original al siguiente idioma , que es el de una traduccién
oporcionada a los fines de:

E bidsqueda internacional (segin Reglas 12.3 y 23.1 (b))

[0 publicacién de la solicitud internacional (segiin Regla
12.4)

[0 examen preliminar internacional (segin Reglas 55.2
y/o 55.3)

2. Por lo que respecta a los elementos* de la solicitud internacional,
esta opinién se ha establecido sobre la base de (las hojas de reemplazo
que hayan sido enviadas a la Oficina receptora en respuesta a un
requerimiento segun el Articulo 14 se las denomina en este informe como
“inicialmente presentadas” y no se anexan al informej:

Descripci6n, Phiginas

1-29 tal como se presentaron inicialmente
Reivindicaciones, Nimeros

1-15 tal como se presentaron inicialmente

Dibujos, hojas

1/10-10/10 tal como se presentaron inicialmente

] una lista de secuencias y/o tabla(s) relativa(s) — ver Recuadro
Suplementario relativo a Listas de Secuencias

O

3. Las modificaciones ha ocasionado la cancelaciéon de:
la descripcidn, paginas

las reivindicaciones, Nos.

los dibujos, hojas/fig.

la lista de secuencias (especificar):

tabla(s) relativa(s} a la lista de secuencias (especificar):

O0O000]

F-3
O

El presente informe ha sido establecido como si no se
hubiesen presentado (algunas de) las modificaciones anexadas a
este informe y listadas abajo, ya que se ha considerado que iban



méas alld de la divulgacién de la invencién tal como fue
presentada, como se indica en el Recuadro Suplementario (Regla
70.2(c)).

[0 la descripcién, paginaa

[0 las reivindicaciones, Nos.

[[] los dibujos, hojas/fig.

[[] lalista de secuencias (especificar):

[[] tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias (especificar):

* Si se utiliza el punto 4, algunas o todas estas paginas pueden llevar el
sello de “sustituida®.

Recuadro No. III. Ninguna formulacién de opinién sobre la
novedad, la actividad inventiva y la aplicacién industrial

1. Las preguntas con respecto a si el invento reivindicado parece ser
novedoso, implica una actividad inventiva (no ser evidente), o ser
susceptible de aplicacién industrial, por lo que respecta.

[[] al conjunto de la solicitud internacional,
a las reivindicaciones Nos. 1-10

debido a que:

Bd 1a solicitud internacional, o las reivindicaciones Nos. 1-10 (ningiin
examen relacionado a la aplicacién industrial) en cuestion se
refieren al objeto, respecto del cual no requiere examen
preliminar intermacional (especifique):

ver hoja separada

[[] & descripcién, reivindicaciones, o los dibujos [indiquese
cuales a continuacién) o tales reivindicaciones Nos. en
cuestion no son claras, de manera que no es posible

formular una opinién significativa (especifique):

[ las reivindicaciones, o las reivindicaciones Nos. en cuestion
no son claras, de manera que no es posible formular una
opinién significativa.

B¢ no se ha emitido informe'de bisqueda internacional para
dichas reivindicaciones Nos.

la lista de de secuencias nucleétidas y/o de aminodcidos no
cumplen la norma estidndar prevista en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas por que:



La lista en papel [0 no se presentd
[0 nocumple con la norma estdndar
La lista en formato legible por ordenador
{J no se presentd
[0 nocumple con la norma estandar
[ 1as tablas relativas a las listas de secuencias de nucledtidas
y/o de aminoécidos, si Gnicamente se han presentado en
formato legible por ordenador, no cumplen con los
requisitos técnicos previstos en el Anexo C-bis de las
Instrucciones Administrativas.

[[J Ver recuadro suplementario para mas detalles.

Recuadro No. V Declaracién razonada segiin el Articulo 35(2)
con respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicacién industrial:
anterioridades y explicaciones que soportan tal declaracién

1. Declaracion

Novedad (N) 8i: Reivindicaciones 2, 8, 9, 12, 13
No: Reivindicaciones 1, 3-7, 10, 11, 14,

15

Nivel Inventivo (NI) Si: Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-15

Aplicacién Industrial (Al) Si: Reivindicaciones 11-15
No: Reivindicaciones

2. Citas y explicaciones (Regla 70.7)

ver hoja separada.



REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL — HOJA ANEXA
Solicitud Internacional No. PCT/1B2004/004035

frem 111
No formulacién de opinién con respecto a Ia novedad, nivel inventivo y aplicacién

Industrial

Materia exclulda de la evaluacién preliminar internacional (Regla 67.1(v)
del PCT)
Las reivindicaciones |- 10 se relaciona con un método para el tratamiento del cuerpo
humano o animal mediante terapia y, por consiguiente, se relaciona con materia
considerada por esta Autoridad, cubierta por provisiones de la Regla 67.1(iv) del PCT.
De manera que no se formulard ningin concepto en la seccidn V con respectoala
aplicaci6n industrial de la materia encontrada en estas reivindicaciones (Articulo

34(a)(i) del PCT).

ftem v

Declaracién razonada bajo Ia Regla 66.2(a)(ii) con respecto a Ia novedad, nivel
inventivo y aplicacién industrial; citas y explicaciones soportando dicha
declaracién

DI: WO 96/21452 A (SMITHKLINE BEECHAM CORPORATION; ADAMS,
JERRY, LEROY; GALLAGHER, TIMOTH) 18 de julio de 1996

D2: WO 02/072576 A (PFIZER PRODUCTS INC; DOMBROSKI, MARK,
ANTHONY; LETAVIC, MICHAEL, ANTHQ) 19 de septiembre de 2002

D3: US 2003/078432 Al (LETAVIC MICHAEL A ET AL) 24 de abri! de 2003
D4: WO 02/072579 A (PFIZER PRODUCTS INC; DOMBROSKI, MARK,
ANTHONY; DUPLANTIER, ALLEN, JACO) 19 de septiembre de 2002

D5: BAEKERR ET AL: “Lipocalin- type prostaglandin D synthase in milk: a new
biomarker for bovine mastitis” PROSTAGLANDINS, BUTTERWORTH,
STONEHAM, MA, US, vol. 67, no. 1, enero 2002, piginas 75- 88, XP004330580
ISSN: 0090- 6980

D6: TRAKRANRUNGSIE N ET AL: “Expression of iNOS and COX- 2 proteins
during endotoxin- induced mastitis in guinea pigs” FASEB JOURNAL, vol. 11, no. 3,
1997, pigina A315, XP009044767 & ANNUAL MEETING OF THE
PROFESSIONAL RESEARCH SCIENTISTS ON EXPERIMENTAL BIOLOGY 97;
NEW ORLEANS, LOUISIANA, USA,; abril 6- 9, 1997 ISSN: 0892- 6638

L. Novedad (Articulo 33(2) del PCT)

Nota

La reivindicacidn 15, cuando se relaciona con instrucciones de uso, estd
relacionada a la mera presentacién de informacién. Esta caracteristica no s susceptible
de aplicaci6n industrial y, por lo tanto, no puede considerarse como una caracterfstica
técnica adecuada para delimitarlo del estado de la técnica anterior.

La materia de las presente reivindicaciones 1, 3- 7, 10, 11, 14, 15 no es novedosaa la
luz de D1, D2, D3 y D4,



D1 (reivindicaci6n 44 y 46; pagina 37, linea 20 — pigina 38, linca 33; pégina 41, linea
17- 27), D2 (reivindicacién 1 y 14; pdgina 2, linea 8 — pégina 3, linea 5), D3
(reivindicaciones 1, 55- 57; [0005]- [0006]; ejemplo 1), D4 (reivindicaciones 1 y 15;
pégina 2, linca 7 — pdgina 3, linea 4; ejemplo 1) divulgan MAPAI#1 y el uso del mismo
para ¢l tratamiento de enfermedades inflamatorias. El mecanismo que sustenta el efecto
terapéutico estd basado en la inhibicién de la COX- 2, IL- 1, TNF, y la p38 MAP
quinasa.

2. ' Nivel inventivo (Articulo 33(3) del PCT)

2.1.  Puesto que la materia de las reivindicaciones 1,3- 7, 10, 11, 14,y 15no
novedosa, tampoco podria tener nivel inventivo,

2.2. Lamateria de las reivindicaciones dependientes 2, 8, 9, 12, y 13 de la presente
solicitud no poseen nivel inventivo.

La solicitud presentada posee evidencia (figuras 1- 10) que demuestra que los
inhibidores de la p38 MAP quinasa ejercen efectos benéficos sobre la mastitis
bacteriana en la vaca.

(i) Las reivindicaciones 2, 9, 12, y 13 estiin relacionadas con el tratamiento de la
mastitis y los problemas de la produccién lechera asociados con la misma.

El antecedente més cercano, DS (piginas 82- 86, parrafo titulado “4. Discusién™),
divulga que TNF, IL- 1, COX- 2, y MAPK estin involucrados en el patomecanismo de
la mastitis bacteriana.

El problema técnico objetivo a ser resuelto a la luz de D5 era proporcicnar una terapia
para la mastitis.

Se conoce a partir de D1- D4 que los inhibidores de la p38 MAP quinasa son efectivos
en el tratamiento de enfermedades inflamatorias en general mediante la inhibicién de
IL- 1, TNF y la COX- 2. Por lo tanto, era obvio utilizar los compuestos de D1- D4 para
el tratamiento de la mastitis. No se pueden derivar de la solicitud ningin efecto en
particular adicional con relacion a la seleccién de los compuestos segin las férmulas I-
V.

(i) Lareivindicacién 8 presentada se relaciona a estados inflamatorios diferentes a
la mastitis.

Por lo tanto, el hallazgo en donde se encuentra que los inhibidores de la p38 MAP
quinasa son efectivos en la mastitis bacteriana ha sido generalizada para incluir més
trastornos inflamatorios, tales como problemas de intestino obstruido, etc. En caso de
gque hubiera sido argumentado que no era obvio a Ia luz del efecto anti- inflamatorio
conacido de los inhibidores de la p38 MAP quinasa (compare con D1- D4) para usar
dichos compuestos en el tratamiento de tales enfermedades, podria aplicarse la misma
argumentacidn a la pregunta si dicha generalizacion es sustentada por la solicitud
presentada (Articulo 6 del PCT) y la conclusion serfa negativa. Por consiguiente, la
materia de la reivindicacion 8 no es ni inventiva ni estd sustentada.
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1. The applicant is hereby notifled that this Intemational Preliminary Examining Authority transmits herewith the
International preliminary report on patentability and its annexes, if any, established on the intemational

" application.

2. A copy of the report and its annexes, if any, s being transmitted to the Intemational Bureau for
communication to all the elected Offices.

3. Where required by any of the elected Offices, the intemational Bureau will prepare an English translation of
the report {but not of any annexes) and will transmit such translation to those Offices.

4. REMINDER

The applicant must enter the national phase before each elacted Otfice by performing certain acts {filing
translations and paying national fees) within 30 months from the priority date (or later In some Offices)
(Article 39(1)) (see also the reminder sent by the International Bureau with Form PCTABR201).

Where a translation of the intemnational application must be fumished to an elected Office, that transiation
musi contain a translation of any annaxes to the intemational preliminary report on patentabiliity. it Is the
applicant’s responsibllity to prepare and fumnish such translation directly to each elected Office concemed.

For turther detalls on the applicable time limits and requirements of the elected Offices, see Volume il of the
PCT Applicant's Guide.

The applicant's attention is drawn to Article 33(5), which provides that the criteria of novelty, inventive step
and industrial applicability described In Article 33(2) to (4) merely serve the purposes of intemational
preliminary examination and that *any Contracting State may apply additional or different criteria for the
purposes of deciding whether, in that State, the claimed Invantions is patertable or not* (see also Article
27(5)). Such additional criteria may relate, for example, to exemptions from patentability, requirements for
enabling diaclosure, ciarity and support for the claime. .
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This report Is the inlemational preliminary examination report, established by this imemnational Preliminary Examining
Authority under Article 35 and transmitted 1o the applicant according to Article 36.

This REPORT consists of a tolal of 7 eheets, Including thie cover sheet.

This report is also accompanied by ANNEXES, comprising:
a. [ sent to the applicant and to ihe inismational Bureau) a total of sheets, as follows:

O aheets of the description, claims andior drawings which have baen amended and are the basie of this report
andbr sheets containing rectifications authorized by this Authority (see Rule 70.16 and Section 807 of the
Administrative instructions).

[0 sheets which supersede earller sheets, but which this Authority considers contaln an amendment that goes
beyond the disciosure In the intemational application aa filed, as indicated In lemn 4 of Box No. | and the
Supplormnhl Box,

b. O (sent to the intemational Bureau only) a iotal of (Indicate type and number of electronic camrier({s)) , contalning a
sequence listing andbr tables related thereto, in computer readable form only, es indicated in the Supplemental

Box Relating to Sequence Listing (see Section 802 of the Administrative Instructions).

This report contains indications relating to the following Hems:

& Box No.) Baals of the opinion

O BaxNe.ll  Priority
B BoxNo.Il  Non-stabishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and Indusirial applicability

O BoxNo.lV Lack of unity of Invention

E BoxNo.V  Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
appiicabliity; citatlons and explanations supporting such stalement

O BoxNo.Vl Cenain documents cited
] Bax No. Vil  Certaln defects In the international epplication
O BoxNo. Vill Certaln observations on the Intemational application
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Form PCTAPEA/ 408 (Cover Sheef) (January 2004)
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ON PATENTABILITY " PCTAB2004004035

Box No.| Basis of the report

1. With regard to the language, this report is based on the Intemational application in the language in which it was
flled, unless otherwise indicated under this item.

[0 This report is based on translations from the original language Into the following language ,
which is the language of a translation fumished for the purposes of:

O international search {(under Rules 12.3 and 23.1({b))

O publication of the intemational application (under Rule 12.4)
O intenational praliminary examination (under Rules 55.2 andbr 55.3)

2. With regard 1o the elements® of the intemational application, this reporl is based on (repiacement sheets which
have been fumished to the receiving Office in response 1o an invitation under Articie 14 are referred to in this
report as “originally filed" and are not annexed o this report):

Description, Pages

1-29 as originally filed
Claims, Number

115 as originally flled
Drawings, Sheets

110-1010 as originally fllad

0O e sequence listing andbr any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing

3. 00 The amendments havq reaulted in the cancaellation of:

O the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfiga

D the sequence listing (specify):

O any table{s) related to saquence listing (specify):

4. 00 This report has been established as if (some of) the amendments annexed 1o this report and listed below
had not been made, since they have been considered to go beyond the disclosure as flied, as indicated In the
Supplemental Bex (Rule 70.2(c)). '

O the description, pages

[ the claims, Nos.

O the drawings, sheetefigs

O the sequence listing (specify):

O any table(s) related to sequence listing (specify}:

* If item 4 applies, some or all of thesa sheets may be marked "superseded.”

Form PCTAPEA/409 (January 2004)
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ON PATENTABILITY PCTAB2004004035

Box No. lll Non-establishment of opinion with regard to noveity, inventive step and Industrial
applicabliity

1. The questions whether the claimed invention appears 1o be novel, to involve an inventive step (to be non-
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of: )

C} the entire intemnational application,
BB claims Nos. 1-10
because:

B the said international application, or the said claims Nos. 1-10 (no examination as to industrial applicability)
relate to the following subject matter which doea not require an intemational preliminary examination

(specify):
see separsis sheet

O the description, claims or drawings (indicate particular elements baiow) or said claims Nos. are 8o unclear
that no meaningful opinion could be formed (specify): '

O the claims, or said claims Nos. are so Inadequately supported by the desacription that no meaningful opinion
could be formed. .

B no intemational search report has been established for the sald claims Nos. -

O the nucleotide andbr amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that: )
]

the written form O has not been furnished ,
0 does not comply with the standard

the computer readable form [0  has not been furnished
O does not comply with the standard

O the tables related to the nuclectide andibor amino acid sequence listing, if in computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

O See separate sheet for further detalis

Form PCTAPEAJ/409 (January 2004)
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)

Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard o novelty, mvenllve step or induatrial
applicability; ciiations and explanations supporting such statement

b

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims 2,8,912,13
No: Claims 1,3-7,10, 11, 14, 15
inventive stap (IS) Yes: Claims
No: Claims 1-15
Industrial applicabliity {(1A) Yes: Claims 11-15
No: Clalms

2. Citations and explanations (Rule 70.7):
soe separate sheet

Form PCTIPEA/ 400 (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemnational application No.
. REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) : PCT/IB2004/004035
Be ltem Il
Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

Subject-matter excluded from international preliminary examination

(Rule 67.1 (v) PCT)

Claims 1-10 are directed to a method for the treatment of the human or animal body
by therapy and, thus, relates to subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be
formulated under Section V with respect to industrial applicability of the subject-
matter of these claims (Article 34(4)(a)(i) PCT).

Be ttem V

Reasoned statement under Rule 66.2(a)(il) with regard to novelty, inventive step r
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

-
™\
s

WO 96/21452 A (SMITHKLINE BEECHAM CORPORATION; ADAMS, JERRY, LEROY;
GALLAGHER, TIMOTH) 18 July 1896 (1006-07-18)

WO 02/072576 A (PFIZER PRODUCTS INC; DOMBROSKI, MARK, ANTHONY: LErAVIc
MICHAEL, ANTHO) 19 September 2002 (2002-00-18)

US 2003/078432 At (LETAVIC MICHAEL A ET AL) 24 Aprll 2003 (2003-04-24)

WO 02/072578 A (PFIZER PRODUCTS INC; DOMBROSKI, MARK, ANTHONY; DUPLANTIER,
ALLEN, JACO) 10 September 2002 (2002-08-18)

BAEKER R ET AL: "Lipocalin-type prostaglandin D synthaes in milk: a new blomarker for bovine
mastitis" PROSTAGLANDINS, BUTTERWORTH, STONEHAM, MA, US, vol. 67, no. 1, January
2002 (2002-01), pages 76-88, XP004330580 ISSN: 0090-6080

TRAKRANRUNGSIE N ET AL: "Expression of INOS and COX-2 protsins during endotoxin-
induced mastitis In guinea pigs® FASEB JOURNAL, vol. 11, no. 3, 1887, page A315,
XP008044767 & ANNUAL MEETING OF THE PROFESSIONAL RESEARCH SCIENTISTS N
EXPERIMENTAL BIOLOGY 97; NEW ORLEANS, LOUISIANA, USA; APRIL 6-8, 1997 ISSN: 0892-

Novelty (Article 33(2) PCT)
Note

Form PCT/Separaia Bheet/409 (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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_ REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) [PCT/IB2004/004035

Claim 15 when it relates to instructions for use is directed to the mere presentation of
information. This feature is not suceptible of industrial application and, thersfore,
cannot be considered as a technical feature suitable for delimitation from the prior art

(Rule 67.1 (iv) PCT).

The subject-matter of present claims 1, 3-7, 10, 11, 14, 15 is not new in the light of
D1, D2, D3, D4.

D1 (claim 44 and 46; page 37, line 20 - page 38, line 33; page 41, line 17-27), D2
(claim 1 and 14; page 2, line 8 - page 3, line 5), D3 (claims 1, 55-57; [0005]-[0006];
example 1), D4 (claims 1 and 15; page 2, line 7 - page 3, line 4; example 1) disclose
MAPKi#1 and the use thereof for the treatment of inflammatory diseases. The
mechanism underlying the therapeutic effect is based on inhibition of COX-2, IL-1,

TNF and p38 MAP kinase.

2. Inventive step (Article 33(3) PCT)
2.1. Being not new, the subject-matter of present claims 1, 3-7, 10, 11, 14, 15 cannot be

considered as inventive either.

2.2. The subject-matter of independent claims 2, 8, 8, 12, 13 of the present application
does not involve an inventive step.
The application on file provides evidence (figures 1-10) showing that p38 MAP kinase
inhibitors exert beneficial effects in bacterial mastitis in the cow.

(i) Claims 2, 8, 12, 13 are directed to the treatment of mastitis and problems of miik
production associated therewith.
The closest prior art D5 (page 82-86, paragraph entitied "4. Diiscussion') discloses
that TNF, IL-1, COX-2 and MAPK are involved in the pathomechanism of bacterial
mastitis.
The objective technical problem to be soived in the light of D5 was to provide a
therapy for mastitis.
it was known from D1-D4 that p38 MAP kinase inhibitors are effective in the
treatment of inflammatory diseases in general by inhibition of IL-1, TNF and COX-2.
Thus, it was obvious to use the compounds of D1-D4 for the treatment of mastitis. No
further particular effect related to the selection of the compounds according to
formula -1V, can be derived from the application.

(ii) - Claim 8 on file is directed to inflammatory states different from mastitis.

Form PCT/Separate Bheet/408 (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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Thus, the finding that p38 MAP kinase inhibitors are effective in bacterial mastitis has
been generalised to further inflammatory diseases, such as obstructive bowel

problems etc. In case it was argued that it was not obvious in the light of the known
antiinflammatory effect of p38 MAP kinase inhibitors (cf. D1-D4) to use said

compounds for the treatment of said disesases, the same argumentation would apply

to the question of whether the said generalisation is supported by the application on :
file (Article 6 PCT) and the conclusion would be negative. Thus, the subject-matter of
claim 8 is either not inventive or not supported.

Form PCT/Sepamate Sheet/09 (Bhest 3) (EPO-January 2004)
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Tenliendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, reifine los requisitos de forma establecidos en
la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacifn en
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