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ANEX S
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la sollcitud.

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

Poderes, si fuere el caso. Adjunto copia simple ver-expediente No. (0g-051, 744 :
Documento de ceslén del Inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la sollcitud Internaclonal. (Resumen, descripclén, relvindicaclones, dibujos).

Traduccién de la solicitud internaclonal al castellano. (Resumen, descripcldn, reivindicaclones,
dibujos).

Copia del examen preliminar internaclonal efectuado por la Autoridad Internaclonal de Examen
Preliminar (IPEA).

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

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizaclén de uso de canocimientos
tradicionales de las comunidades Indigenas.

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

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, Informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenldos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la Invencién de esta
solicitud.

De ser el caso, modificaclones efectuadas a la solicitud intemaclonal.

Otros. Busqueda Internaclonal
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@ Sollclto la conceslén de la patente,

NOMBRE: CARLOSR.OLARTE = FIRMA:
C.C. 79.

2.747 Bta T.P._74.295.

Instrucciones para el dlligenciamlento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.
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TRADUCCION OFICIAL No. 05-223

Efectuada el dia 9 de diciembre de 2005, de un documento
escrito en Inglés, al cual para su identificacién se le
estampa el sello de Sergio Andrés Rueda Igleslas, 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/o Juan Guillermo Moure Yy/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 Amérlca.

También en ingiés y en espafiol viene Certificacién Notarial
mediante la cual se confirma el nombre y cargo de Grover F.
Fullar, Jr, asi como la existencia legal de 1la compania.
Dicha certificacién notarial ,estd firmada por Susan Z.
Killian, Notario Piblico de Nueva York, cuyo cargo expira el
4 de octubre de 2008, 3geqin consta en su correspondiente
sello notarial.

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

(Fdo.) Susan Z. Killian
COligto ARDRES P VTS
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ESTADO DE NUEVA YORK - CONDADO DE NUEVA YORK No. 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 HNueva
York que Susan 2. Killian, cuyoc nombre aparece suscrito en la
declaracién jurada o certificado de reconocimiento anexo,
desempefiaba en el momento de tomar el mismo, las funciones de
Notario Pablico, en y para el Estado de Nueva York, estando
debidamente comisionado bajo juramento y habilitado como tal;
que conforme a la ley en mi despacho obra un certificado de
su nombramiento con su firma autégrafa; que conozco bien la
letra manuscrita de dicho Notario Piblico o he comparado 1la
firma gque aparece en el instrumento anexo con la que reposa
en los archivos de mi oficina, y creo en conciencia que la

misma es auténtica.

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

oficlal, el dia 22 de noviembre de 2005.

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

Supremo del Estado de Nueva York.

SERGID ARDGES G20 191008
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APOSTILLA
(Convancién de La Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Pais: Estados Unidos de América
El presente documento publico
2. Fue firmado por: Norman Goodman
3. Que actubé en su calidad de: Escribano del Condado
1, Lleva el sello del Condado de Nueva York
Se certificé:
5. En Nueva York, Nueva York
6. El 22 de noviembre de 2005
7. Por parte del Secretario de Estado, (Encargado) del
Eatado 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 traduccidédn fiel y completa efectuada por:

SEAI0 AP ILS RUINMA IRIESIAS

I "'.l L |
C[ . . Thivntini £ ek i GRIAL
Sergio Andrés Ruedd Iglesias CLelthe. - IRGLES £ LIRS - LSESAGH
I 'e Lo PON N oy 80500 1) BRER g 1,413
c.c. 80.424.773 de BOgOta e rean20) OF JHS LA Y U Lot U
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gpusttlle

(Conveniion de La Haye du 5 Oclobre 1881)

Countty:  United States of Amerlca
This public document
has been signed by Norman Goodman

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

- [ 4 [ 4
Certified
At New York, New York 6. the 22nd day of November 2005
by Special Deputy Secretary of State, State of New York

No. NYC-10404952A
Seal/Stamp 10.  Signature

bwb@,_'

James Blzzam
Special Deputy Secretary of State

4135606 RSL ( REV: 2/8m8)



COLOMBIA

OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI LTDA.

P wer of Attorney
The undersigned,

Poder

El suscrito,

PFIZER PRODUCTS INC.,

domiciled in

domiciliado en

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

by means of these presents herehy grants to Carlos
R. Olarte and/or J. Ian Raisheck and/or
Ans Marin Frieri and/or Juan Guillermo

Moure and/or Natalia Castro full and
sufficient Power of Attomey to file, prosecute,
obtain, defend and enforce sny and all of the
company's Pateuts for Iuventions, Utllity Modela,
Layout-Designs (topographies) of Integrated
Clrenits, Indusirin]l Designs, Trademarks,
Advertlasing Slogans, Trade Names, Commerelal
Emblems, Geographical Indieations, Protection of
Trade Seerets,  Obtalner's  Certiflestes,
Copyrights, Regisiration of Domain Namss,
Health Reglsirations, or any other intellectusl
property right in the Republic of Colombis, to
which end it empowers them to take. ell steps
necessary before any administrative or judicial
authority of any class for the objects stated, to flle
petilons, recourses, replies and oppositions, pay
taxes and annuities, request testimonics, recelvo
documents_and securities, abandon applications and
collect refunds, Sufficient power is hercby pranted
to receive notifications on behalf of the Company, to
confer powers on those who are to represent the
company judiclally and extrajudicially, to answer in
court in the maiter of all clalms and demands that
may be presented in connectlon with the objects
stated, giving them likewise power to substitute these
presents and revoke such substitutions.

por medio del presente otorga & Carlos R.
Olarte y/o J. Inn Raisbeck y/o Ana
Marfa Frieri y/o Juan Guifllermo

Moure y/o Natalia Castro poder especial,
amplio y suficientc pera presentar, tramitar,
obtener, defender y hacer respetar todas y
cualquiers de Ias Patentes de Invenclén, Modelos
de Utilidad, Esquemas de Trazados de
Clreuitas Integrados, Disefios Industrisles,
Marcas, Lemas Comerclales, Nombres
Camereiales, Ensefias Comerclales,
Denominsclones de Origen, Proteccldn de
Secrstoa Empressriales, . Cartiflecador de
Obtentor, Derechos de Autor, Registro de
Nombres de Dominlo, Registros Sanitarios, o
cuslquler otro blen de propledad intelectual de
Ia compafiia en la Repiblica do Colombia, a cuyo
efecto los faculta para dar todos loa pases
necesarios ante cualquier autoridad administrativa
o judicial de cuaiquier jerarquia parm cumplir con
lo encomendado, clevar solicitudes, recursos,
respuestas y oposiciones, pager impuesios y
snualidades,  solicitar  testimonios, recibir
documentos y valores, desistir y percibir. Se
concede poder bestante para recibir notificaciones
a8 nombre de ls compafifs, olorgar poderes a
quicnes vayan a representar a la compelifa judicial
y extrajudicialments, responder en juicio a todas
las reclamaciones o demandas que por motivo de
lo encomendsdo ss presentaren, ddndoles
asimismo facultad pera sustituir ¢l presente y
revocar dichas sustituciones,

Carlos R Olaree

J- Ian Raisherk

Ana Mudh Prieri

Juan Guillarme Mouse
MNasmbs Castro

Zayde Chabin

Zravs Ravid

Jose Luis Loadofio

Camilo Alvarcs
Felipe Mendoas

Santingn Pundo
S
Guillerma Chahin
Gracizla Mein

PFiZ RODUCTS INC.,
Do P LT

Signature/Firma: )
Grover F. Fuller, Jr.
Vice President, Attomney-In- Fact
Dete/Fecha: 17 Nowmbee 05
City,Country/Ciudad,Pats: e Yok, Ny USA

Warld Trade Center - Tarre A, Calle 100 No. 8A — 37, Piso 10, Bogotd D.C., Colombis
Tel + 57 1 601-7700, Fax + 57 § 601-7799, gffice@olavemisbeck com, wwi.olatemisheck com
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Clerk 'y upre;ne Court of the Swté of
by law.x epal, . .
] York, that .

whase name s subsctibed to the enncxed sflidavle, deposition, certlicate of scknowledgment ar firoof, wss at the
ihne of whing the pame a8 NOTAWY PUDLIC Iu and for the Stite of New York duly commissioned, swomn and’
squalificd to et ws suchy that pursuant to law, e« cormmiulon or s centificate ‘of his cStlal character, with hla
antograph signature has heen Gled In my offices chat ne the time of teking such prool, scknowledgment or cath, hd
wau duly suthorized to take the asme) that | am well ncquainted with the handwriting of such NOTARY PUBLIC

ut have compered the signature un che snnexed inatrumment widh hiy yutograph slgnsture deposived n my office, and
I belleve that such algioture is geriuloe . * - .

.

of New ¥
?J‘::nr of =I:-' “'&nk. ] L

L NORMAN GOODMAM, County Cl
New Yurk, in and for the County of h'ew"lnrk.
DO HERERY CERTU'Y pursuant o

IN WITMNESS WHERKOF, 1 have horeuntp ser my hand .ﬂin_l_l my official seql thia

TR PAID $3.00 ALy ) W‘“‘%&’/am,{ .

Cownty Cleck and Clerk of ﬁ Suprems Cours, Noewr York Comnlv




OLARTERAISBECK

OLARTE RAISERECK & FRIERI LTDA.

Notarial Certification
On this date,
The undersigned Notary Public certifies:

1. That

Certificacion Notarial -
Bn esta fecha,

ol Notario Piblico suscrito certifice:

1. Que

Grover F, Fuller, JIr.

of logal age and domiciled in

mayor de edad y domiciliado

smtm&s.u_sm

signed the foregoing document.

4. That the gmntor hes executed the foregoing
document as Vice President, Attorney-In-Fact
of PFIZER PRODUCTS INC.

3. That PFIZER PRODUCTS INC,

having its princips! place of business located in
Groton, State of Connecticut 06340,
Unitad States of America

is duly incarporated, is currently in existence, and
that the purposes for which the Power of Attorney is
pranted ero within the scope of its corporate
purpodes.

4, That the grantor has the authority to execute the
Power of Attorney and that his/her representation is
logal,

suscribid el documento que antecede.

2. Quo el otorgante ha suscrito el referido
documento en su caniicter de

de

4. Que
con gede principal nbicads en

esth logaimente constituida, que tiena existencia
legnl vigents y que los propéaitos pars loa conles
sc otorgs el poder sa encucntra dentro de los que
comprenden su abjeto sacial.

4. Quo el otorgante tiene la representacién para
suscribir el poder, y que &sta ea logitima.

NOTARY PUBLIC (Signature): MQ‘ k‘ \m

SN
mmm

BELLIAN
Stats of New York

PigimddeS
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(43) International Publication Date
9 February 2006 (09.02.2006)
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(10) International Publieation Numher
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(30) Priority Data:
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(74) Agentw  FULLER, Grover, F, Jr o al; oo
LAWRENCE, Iackie, Plizer Inc., M3B260-1615, Pastemn
Point Road, Groton, CT 06340 (US).
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{54) Tiike: METHODS OF TREATING CCR2 MEDIATED DISEASES OR DISORDERS

0670134277 A2 |18 1458|080 W

& (57) Abstruct: The present invention provides methods to decrease or mainisin body weight and/or body Gat in patients. ¢.g. humans
Q and aoimals. for example in the treaiment of overweight or cbese patisnts, or as a means 1o producs lesnsr mest In food sioek
€ animals, .g., cattle, chickens, pigs. alone or in comhination with second therspautic agent; methods i treat disbetes and/or gincoss
o imolerance; and methods to treat metabolic syndrome disorders in patients in need thereof, by administering a CCR2 therpeutic
agent, kit for the above-identified therapeutic uses, and methods of identifying CCR2 therapeutic agents for trealing the above-
described therapettic uses.



10

15

20

25

30

35

WO 2006013427 . PCT/IB2005/002162

METHODS OF TREATING CCR2 MEDIATED DISEASES OR DISORDERS

EIELD OF THE INVENTION

The present Invention provides methods to decreasa or to malntaln body weight and/or body fat in
patisnts by administaring a CC Chemakine receptor 2 (CCR2) therapeutic agent. In addition, the Invention
provides methods for treating metabolfic syndrome disorders In patienta by adminisiering a CCR2
therapeutic agent. The invention alao provides methods for treating diabetes, or glucosa intolerance In
petients by administering a CCR2 therapeutic agent.

BACKQROUND

Obestly ls now considered epidemic throughout many parte of the worid and Js recognized as a
chronic diseass thet requires freatment to reduce its associated haalth risks. Although weight loss itself Is
an Important treatment outtome, one of the main goals of obesity management is to improve
cardiovascular and metabolic values to raduce cbeslty-related morbidity and mortality. it has been shown
that a 5-10% losws of body weight can substantially improve metabolic and cardiovasculer values, such as
blood glucose, blood pressure, and lipld concentrations. Hencs, i Is belleved that a 5-10% reduction In
body waight may raduce morbidity and mortalty.

(ndividuais dlagnosed as obese or overweight suffer an Increased risk of developing other health
congditiona such as coronary heart disease, stroke, hypertension, type 2 diabetes mailitus, dyslipidemia,
sieep apnea, ostecarifuitis, gall bladder disease, depression, and certaln forms of cancer (e.g.,
endometrial, braast, prostate, and colon). The nagative health consequences of ocbeelty make It the
speondIoadhgcaunofprwontabhdanlhhmoUnIhdSta‘lumdamajcrpublchhmhﬂlal
imparis a significant economic and psychosocial effect on society (McGinnis and Foege, (1993) JAMA
270, 2207-2212, and Calle, E.E. (2003) NEJM 348, 1625-1638).

in addion, the prevention of body weight and/or body fet gain or the maintsnance of body weight
and/or body fat would be beneficial to the wall being of an individual.

Recently ik has besn suggested that some chemokines could have a role in the reguiation of
adlpoaoﬂswowhavonrolehheeallulwmpoalﬂonafadlpouﬂuuomdmuypfuvldogbuhior

T e WA, S wal leat 3 e e LBk

......

The chamokines constitute a diverse group of small secreted basic proteins that regulate the
chemotactic migration and activation of a number of cells, including leukocytes, and perticularly in the
context of activation of the immune response during Inflammatory conditione. A new clasalfication scheme
for chemakines has recently been proposed (Zloinik, A. and Yoshile O, (2000) immunily 12, 121-127).

Examplas of cells that have bean shown o chemotactically respond to and bacome activated by
the chemokines are neuirophils, ecsinophlis, basaphis, dendritic cells, monocytes, macrophages, as well
as B iymphocyies and different typee of T lymphocytes (Oppenhelm, J.J. et al. (1891) Annu.Rev.immunol.
8, 617-48; Miller, M.D. and Krangel, S.K (1862) Crit Rev.immunol, 12 17-46; and Bagglolinl, M., et al.
(1094) Adv.Immunal. 55, 87-178).

The chamokines can be classified into based on the pattem of cysteine residues participating In
disulfide bond formation in mature proteins, A first group, the CXC chemokines, or the o-chemokines, are
characterizad by the occurrence of two cysisine residues In the amino-terminal region, betwean which a

rd
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different amino acid reakiue ls positioned. The CXC chemokines act primarfy on neutrophils, in particular
those CXC chemokines that carry the amino acid sequence Glu-Lsu-Arg on thelr amino terminus.
Examples of CXC chemokines include interieukin-8 (IL-8), GRO-a, -f§, and -y, NAP-2, ENA-78 and GCP-2.

A second group, the CC chemokines, or the f-chemokines, are characterizad by the accurmencs
of two adjacent cysteine residuss occurring In the emino-terminal region. The CC chemokines acton a
largar variety of leukocytaa such as monocytes, macrophages, eosinophils, basophils, as well as T and B
lymphocytss. Examples of thase Include MCP-1, MCP-2, MCP-3, MiP-1a, MIP-1B, ectaxin, RANTES and
1-309,

MCP-1, or as newly classifiad CCL2, s produced by monocytes, and a variety of issue calls,
such as endothelial cslls, apithellal calls, fibroblasts, keratinocytes, synovial cells, mesanglal cells,
ostecbiasts, smooth muscle cells, as well as by a multitude of tumor cells (Baggiolinl, M., et al. (1964)
Adv.Immunal. 55, §7-178). MCP-1 has also been recently shown to be produced by adipocyles (Rollina,
B.G. (1967) Blood 90, B00-828 and Gerhardt, C. C. st al. (2001) Mo, Cell. Endocrinol. 175, 81-82).

MCP-1 may pilay a role In the pathoganaeis of atherosclerotic Jesions. It ls suggeatad that active
monacyts recrultment through MCP-1 released from activated endothellum may play a role In the
formation of fatly streaks and atherosclarotic plaques (Yla-Herttuala, S., et al. (1881) PNAS 88, 5252-
5258; Schwartz, C.J., et al. (19983) Am.J.Cardiol. 71, 9B-14B; and Takeya, M. (1083) Hum.Pathol. 24,
534-§). Hypercholesterolemic mice having genetic disruption of MCP-1 or its receptor, CCR2 have a
decreased occurrence of atheroma (Boring, L et al. (1998) Nature 384, 894-867).

Expression of MCP-1 was shown to be upreguieted In white adipose tissue and the plasma of
obsas mice in comperison to lean controls (Sartipsy, P. and Loskutoff, D, J. (2003} PNAS 100, 72685-
T270. MCP-1 expreasion was alao shown to be Increased In dist-induced obese mice leading to slevated
levels of MCP-1 In plasma (Takahashi, K. et al. (2003) J. Blo. Chem. 278, 48854-48860).

Growing data also suggests a comelative and possible causative relationship between
inflammation and insulin reslstance. The proinflammatory cytokine TNF-g has been indicated to mediate
insulin resistance as a result of cbesity In rodent obesity models (Hotamisligl, G.S. (1684) Disbhetex 43,
1271-1278). increased TNF-o expresaion has also been noted in macrophages in adiposa tissue from
obese Individuals (Welsburg, S.P. et al. (2003) J. Ci#n. invest. 112, 1706-1808).

The CCR2 -/~ knackout (KO) mice have been used as a tool In studying the pathogenesis of
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inflammatory diseases and for determining which conditions might improve or be exacarbated by CCR2
antagonists.

CCR2 KO mice have shown reductions in MCP-1 Induced leukocyte adhesion to microvascular
endothellum and reduced leukocyte exiravasation (Kuziel, W.A. (1887), PNAS 84, 12053-12058). Further,
CCR2 KO mice have been shown to have decreased monocyte recruftiment In response to inflammatory
agents (Boring, L. et al.), (1987) J. Ciin. Invest. 100, 2252-2261).

SUMMARY OF THE INVENTION
The present invention provides methods 1o decyease or maintain body weight and/or body fat by
administering 8 CCR2 therapeutic agent to a patient (alone or in combination with ancther therapeutic
agent), as well as related kits, and methads of scresning for CCR2 therepeutic agents for the above-
dascribed therapeutic use. The invention also provides methods for treating metabolic syndrome by
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administering a CCR2 therapeutic agent to a patient (alone or in combination with another tharapautic
agent). Further, the Invention provides methods for treating diabetsa or giucose Intolerance by
adminiatering a CCR2 therapeutic agent to a patient (alone or in combination with another therapeutic
agent). The CCR2 therapeutic agents include CCR2 antagonists. Additional CCR2 therapeutic agents
include CCR2 inhibltors and CCR2 figand Inhibitors.

In one embodiment, the Invention provides a method of treating a subject to reduce body weight
and/or body fat comprising administering to a subject {l.e. a patient) In need thereof a therapeutically
effective amount of a CCR2 therapeutic agent. in this smbodiment, the subject ls human, the subject la
overwelght or cbese or has a tandency to becoma obasa and the CCR2 therapeutic agent is a CCR2
antagonist. Additional CCR2 therapeutic agents Include CCR2 inhbltors and CCR2 ligand inhibltors.

In a second embodiment, the Invention provides a method of treating a subject to maintain and or
stabillze bodywalghtmdlorbodyfalbyadmhllhhgba-ub]ecth need tharaofa CCR2 therapeutic
agent The CCR2 therapautic agents Include CCR2 anhuonhts Additional 00R2 therapeutic agents
includa CCR2 Inhibltors and Inhibitors of a CCR2 ligand.

In third embodiment, the invention provides a mathod to treat diabstes or giucosa Intolerance,
comprising administering to a subject In nead thereof a therapeuticslly effective amount of a CCR2
therapeutic agent. The diabstic patient may be a Typs 1 (IDDM) or Type 2 (NIDDM) diabetic. In the Type
1 disbetic the CCR2 therapeutic agent would serve o increase insulln sensitivity. The CCR2 therapeutic
agents include CCR2 aniagonists. Additional CCR2 H"lerupuuﬂc agents include CCR2 Inhibltors and
CCR2 ligand Inhibitors.,

In a fourth smbodiment, the invention provides a method of treating metabolic syndrome
comprising administering to a subject in need thereof a therapeutically effective amount of a CCR2
therepeutic agent.

In fifth embodiment, the method further comprising administering a second therapeutic agent to
the subject, prefarably an anti-obesity agent, e.g., imonabant, orlistat, sibutramine, bromocriptine, leptin,
or peptide YYsa, Or analogs thereof.

A second aspact of the invention la a method for identifying an agent that can be used to reduce
or mainiain body fat and/or body weight, or to treat diabetes, metabolic syndrome, or glucose Intolerance,
comprising (T) administering a CCR2 tharapeutic agent to a test subject, and () determining whether the
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CCR2 therapeutic egent Is effective In reducing or maintaining body fat end/or body weight, or In treating
diabetes, metabollc syndroma, or giucose intolerance, in the test subject. Tha CCR2 therapeutic agents
include CCR2 antagonists. Additional CCR2 therapeutic agents Include CCR2 inhibitors and inhibltors to
ligands of CCR2.

As a related aspect, the mathod can further comprise testing the CCR2 therapeutic agents in an in vitro

test for CCR2 activity prior to administering the CCR2 therapeutic agent to the teat subject.

A third espect of the invention Is a method for identifying a therapeutic agent that can be used to
treat Type | or Type 2 diabetss, comprising (1) administering 8 CCR2 therapeutic agent o a test subject,
and () determining whether the CCR2 therapeutic agent is effective in treating the diabetea or glucose
intolerance, in the test subject. As a related aspect, the method can further comprise testing the CCR2
therapeutic agent in an in vitro test for CCR2 activity prior to administering the CCR2 therapeutic agent to
the test subject

A
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A fourth aspect of the Invention Is 2 method for identifying a therapeutic agent that can be used to
treat disorders of the metabolic syndrome comprising (I) administering a CCR2 therapeutic agent to a test
subject, and (Nl) determining whether the CCR2 therapeutic agent Is effective in treating metabolic
syndrome In the test subject. As a related aspect, the method can further comprise testing the CCR2
therapeutic agent in an in vitro test for CCR2 activity prior to administering the CCR2 therapeutic agent to
the tast subject.

Also featured, as a fifth aspect of the invention Is a kit comprising a CCR2 therapeutic agent and
Instructions for administering the therapeutic agent to a subject to reduce or maintain body fat and/or body
welight in the subject. Also provided, as an aspect of the Invention is a kit comprising a CCR2 therapeutic
agent and Instructions for administering the antagoniet to a subject to treat disbetes or guicose
Infolarance. Further featured, as an aspect of the Invention le a kit comprising a CCR2 therapeutic agent
and Instructions for administering the therapeutic agent to a subject to ireat metabolic syndrome
disorders. The CCR2 therapeutic agents Include CCR2 antegonists. Additional CCR2 therapeutic agents
Inctude CCR2 inhbltora end CCR2 ligend inhibitors. In other embodiments, the kit can further comprise a
second therapeutic agent, more preferably, an anti-obesity agent, e.g., imonabant, orlistat, sbuiramine,
bromocriptine, leptin, or peptide YY3.a, or anaiogs thereof.,

Those skiled in the art will fully underatand the terma used herein in the description end the
appendant claims to describe the present invention. Nonetheless, uniess ctherwiase provided herein, the
following terms are further descrbad iImmadiataly balow.,

The term "a" ia meant to include one or more.

The tarms "ireat”, "treaiment” and "treating” include prevantative, e.g. prophytactic) and palliative
treatment or the act of providing preventative or palliative treatment.

The tarm "subject” means any patient (e.g. human or animal) or individual thet will have a
beneficial effect from a decreased CCR2 activity.

A "CCR2 mediated diseass or disorder” means any disease, disorder, deletsrious condition or
state of health In which CCR2 s inown to play a role or to have some effect.

By “therapeutic agent” s meant a pharmacerfical composition including e chemical, .g. 8 small
molowlo.orabldoﬁlcd material or molecule (natural or synthetic) that is capabie of modulating CCR2 or
allgandufccm;wdlmnpwucmwlndudeaccmmtaqonlltoraGCRerhbuqrn
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defined herein or an inhibitor to a ligand of CCR2.

By "CCR2 antagonisf” or "CCR2 InhibRor” ls meant a therapeutic agent that reduces or attenuates
a (Le. ons or more) directly or Indirectly the blological activity of the CCR2. Such agents mey Include
proteina, such es anti-CCR2 antibodles, nucleic ackis, 8.g., CCR2 antisanse or RNA Interference (RNAJ)
nucielc aclds, amino acids, peptides, carbohydrates, small molecules (organic or inorganic), or any other
campound or compoesition which decreases the activity of a CCR2 polypeptide either by effectively
reducing the amount of CCR2 present on a call, or by decreasing the abliity of CCR2 ligands to Interact
with t. Compounds that are CCR2 antagonists include all soivates, hydrates, pharmaceuticaily
acceptable salts, tautomere, stereolsomers, and prodrugs of the compounds. Preferably, a small
molecule CCR2 entagonist used In the present invention has an ICx of less than 10 yM, more preferably,
less than 1 uM, and, even more preferably, less than 0.1 yM. An antisense oligonucieotide dlrected to the
CCR2 gane or mRNA to inhibit its expresaion Is made according to standard techniques (Agrewal ot al.
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{1883) Methods in Moleculsr Blology: Protocola for Oligonucieotides and Analogs, Vol. 20). Simiasly, an
RNA interferenca molecule that functions to reduce CCR2 receptor axpression can be utllized {Hannon,
(2002) Nature 418; 244-251, Shi, (2003) Trends in Genetics 19: 8-12, 2003; and Shuey et al., (2002) Dng
Discovery Today 7- 1040-1048).

By "CCR2 ligand Inhibitor* ls meant s therapeutic agent that prevents or reducea the function or
interaction of a CCR2 ligand with its recaptor.

"Decreassd CCR2 activity” means & manipulsted dacreasas n the total polypeptide activity of the
CCR2 as & result of genetic disruption or manipulation of the CCR2 gane function that cauaes a reduction
In the level of functional CCR2 polypeptide on a cell, or as the result of administration of a therapeutic
agent that Impacts CCR2 activity directly or Indirectly by interfaring with ligand Interaction.

The phmse "pharmacsutically accepiabie® indicates that the designated camler, vehics, diluent,
axciplent(sa), and/or seit Is generally chemically and/or physically compatible with the other ingredients
comprising the formulation, and physiologically compatible with the reciplent thereof.

The term "prodrug” refers to a compound that Is a drug precursor which, fallowing administration,
releases the drug In vivo via a chemical or physiological process (8.g., upon being brought to
physiological pH or through enzyme activity). A discusalon of tha synthesis and use of prodrugs le

provided by Higuchl and Stella, Prodrugs as Nove/ Dellvery Syatems, vol. 14 of the ACS Symposium
Serles, and Bloreversitie Carriera In Drug Deslgn, ed. Edward B. Roche, American Pharmaceutical

Association and Pergamon Press, 1967.

The terms "salts” and “pharmacsutically acceptable salts™ refer to organic and inorganic salts of a
compound, a sterecisomer of the compound, or a prodrug of the compound.

"Overweight” and the more severs “obese” conditions meean having greater than ideal body welight
(movre specifically, greater than idesl body fut) and are generally dafined by body mass indax (BMI), which
is correlated with total body fat and the relative risk of suffering from premeture death or disebiilly due to
disaasa as a corgequence of the overwelight or obese condition. The health riaks Increase with the
increase in exceasive body fat. BMI Is calculated by weight in kBograms divided by height in meters
squared (kg/m”) or, altematively, by welght in pounds, multiplled by 703, divided by height In inches
squared (ibs x 703/n%). "Overweight” typically conatitutes a BMI of between 25.0 and 20.9. "Obesiy” Is
typically defined as a BMI of 30 or greater {see, 8.g., National Heart, Lung, and Blood Institute, Clinical
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Guidailnes on the kisntification, Evaluation, and Treaiment of Overwelght and Obesity in Adulls, The
Evidence Report, Washington, DC: U.S. Department of Health and Human Services, NIH publication no.
98-4083,1988). In heavily musdled Individuats, the correlation batween BMI, body fat, and disease risk is
weeker than In other individuals. Therefora, assessment of whether such hsavily muscled Individuals are
in fact overwsight or obese may be more accurately performed by another measure such as direct
maasurs of total body fat or walst-to-hip ratio assassment.

"Metabolic syndrome”, as definad herein, and as according to the Adult Treatment Panel Il (ATP
Iil; National Institiutes of Health: Third Report of the National Cholestarol Education Program Expert Panel
on Detaction, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholestarol in Adults (Adult Treatment Panel HI),
Executive Summary; Bethesda, MD, National Institutes of Health, Netional Heart, Lung and Blood
Instihute, 2001 (NIH pub. no. 01-3870), occurs when a parson has thres or more of the folowing
gsymptoms or discrders:

/6
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1. Abdominal obesity: walst clrcumfarence >102 c¢m in men and >88 cm in women;

2. Hyperirigiyceridemia: 2450 mg/dl (1.685 mmolA);

3. Low HDL cholesterol: <40 mg/dl (1.036 mmolll) in men and <50 mg/dl (1.286 mmoM) in

women;

4. High blood prassure: 2430/85 mmHg;

6. High fasting giucose: X410 mg/dl (8.1 mmolA); or,
as according to World Health Organization criterla (Albertl and Zbnmet, Diabet. Med. 15: 538-53, 1988),
when a person has dlabetes, impaired ghicose tolerance, impaired fasting giucose, or Insulin resistance
plus iwo or mora of the following abnormalities:

1. High blood pressure: 460/50 mmHg;

2. Hypertiipidemia: triglyceride concentration =450 mg/dl (1.685 mmoll) and/or HDL cholesterol

<35 mg/d (0.9 mmoll) in men and <39 mg/dl (1.0 mmoll) In women;

3. Central obesity: walat-to-hip ratio of >0.90 for men and >0.85 in women and/or BMI >30 kg/m%

4, Microalbuminuria: urinary albumin excretion rate 220 zg/min or an albumin-to-creatinine ratio

20 mg/kg.

By "therapeutically effective” is meant resulting in a decrease, with respect to the appropriate
control, In body fat and/or body weight; and/or In the amelioration of one or more symptoms of diabetes
(NIDDM and/or IDDM); metabolic syndrome symptoms or disorders; and/or giucose intolerance.

Other features and advantages of the Invention wil be even further epparent from the following
detalled description and from the claims. While the Invention s described In connection with apecific
embodiments, it wil be understood that other changes and modifications that may be practiced are also
part of this Invention and are also within the scope of the appendant claims. This application Is intended
o cover any equivelants, variations, uses, or adaptations of the invention that follow, In genenal, the
principles of the invention, including departures from the present disclosure that come within known or
customary practice within the art, and that are able to be ascertained without undus experimentation. Al
publications, including published patent applications and Issued patents, mentioned herein are
Incorporated by reference In their entireties.

BRIEF DESCRIPTION OF THE FIGURES
FIG. 1 shows the time courss of body weight changes, as the parcantage of baseline change, for

30

35

the four exparimental groups: wild typs (C57) mice on a low fat diet (C57 LFD); CCR2 -/- knockout (KO)
mice on a low fat diet (KO LFD); wild type mica on a high fat diet (C57 HFD); and CCR2 KO mice on a
high fet diet (KO HFD). C57 HFD mice axhibliad an incraasa in body weight as compared to the C57
LFD. Howaver, KO HFD mice did not exparience a similar Increase In body weight as compared i KO
LFD mice,

FIG. 2 is a Ine graph showing the time course of spididymal fat as ths percantage of body weight
for the four experimental groups. CCR2 KO mice showed reduced adiposity relative to body weight in
comparison fo the C57 control mice on similar diets,

FIGS. 3A-3D provkies Images of histology sactions for adipose tissue from the four experimental
groups after 12 weeka. )

FIG. 4 Is a bar graph detalling the time course of food consumption, normalized for body weight
gain for the four experimental groups. Despite the reduced body weight gain of the KO HFD mice, as
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shown In FIG. 1, tha KO HFD mice consumed an equal or slightly greater amount of HFD as compered to
the C57 HFD cantrol mice.

FiG. 5 shows oxygen consumption (VO2) in the four sxperimental groups. No significant
changees In metabolic rate were notad among the four axperimanial groups.

FIG. 8 shows resting VO2 In the four experimental groups. No significant changes were noted
among the four experimental groups.

FIG. 7 Is aline graph showing the lsvels of fasting piasma Insulln In the four experimental
groups. CCR2 KO mice were more Insulin senaltive than the C57 control mice for both HFD and LFD
protocols, as suggested by the lower basal levels of insulin.

FIGS. BA-8B ere line graphs showing the resuits of an oral giucose lolerance test (OGGT) nd
insulln favels in the four experimental groups. CCR2 KO HFD mice exhbblted significantly reduced glucose
excuralon during the OGGT In comparison to C57 HFD.

FIG. 8 Is a line graph showing the resuits of an ohal glicosa tolerance test (OGGT) In CCR2 KO
mice and C57 mice on a normal dist. CCR2 KO mice were significantly more glucose tolerant In
comparison to the C57 control mices.

LED

The present invention s directed to methods to decrease body weight and/or body fat In an
animal, e.g., In the treatment of overweight or cbese patienis (e.g., humans or companion animals), or as
a means to producs leaner meet in food stock animale {e.g., cattia, chickens, pigs), in patients in nead
thereof by adminletering a CCR2 antagonist. i

The invention Is further directsd to methods to treat metabolic syndrome disorders in patients
(humans or animals) in need thereof by administering a CCR2 antagonist.

The invention [s also directed to methods to treat non-insulin dependent diabetes (Insulin
dependent and/or non-insulin dependent), and/or glucasa Intolerance In patients (humans or animals) in
need thereof by administering a CCR2 antagonist.

Aa diacicsed in the Bxamples herein, CCR2 -/- knockout mice (KO) are relatively reslstart to
developing increased body weight and increased adiposity. The data aiso shows reduced symptoms of
metabolic syndrome, subsequent to exposure to a high fat dist (HFIi). Thae Examples demonstrate that
causing a decreass in CCR2 activity ls an effective method to reduce bady weight and/or body fat, can
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amellorais a symptom of metabolic syndrome, can be usad, e.g., to treat patients (humans and anlmals)
that are overweight, obese, and/or suffer one or more aymptoms of metabolic syndroms, and to treat
animal food stock species to produce leaner meat.

Exsmplary Chemokine Antagonists (Inhtbitors)

Chemokina antagonists, and specifically CCR2 aniagonists, which could be useful In the practice of the
presant invention may also be Identiflad by assays noted hereln and may Includs those as disciosed In the
following patent documents: WO 04/050024; WO 04/018760; WO 03/083268; WO 03/083231; WO
03/092508; WO 03/061921; WO 01/51487; WO 00/89816; WO 00/68432; WO 00/46189; WO
08/25617;WO 88/25805; U.S. Published Application No. 2003144339; U.S. Published Application No.
20030165404; U.S. Published Application No. 2003 008883; U.S. Published Application No. US
2002042370,
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U.S. Patent No. 8,737,435; U.S. Patent No. 8,6888,353; U.S. Patent No. 613,780; U.S. Patent No.
6,588,888; U.S. Patent No. 6,470,627; U.S. Patent No. 6,472,410; U.S. Patent No. 8,451,842; U.S. Patent
No. 6,403,587; U.8. Patent No. 8,441,004; U.8. Patent No. 8,382,177; U.S. Patent No. 8,387,912, U.S,
Patent No. 8,281,501; U.S. Patent No. 8,288,103; U.S. Patent No. 8,140,349; U.S. Patent No. 6,140,338;
U.S. Patent No, 8,168,037; U.S. Patant No, 6,138,827; U.S. Patent No. 8,124,318; U.S. Patent No.
6,084,075; U.S. Patent No. 6,013, 684; U.S. Patent No. 5,962,482; and U.S. Patent No. 5,719,776.

CCR2 Antagonists
As used herein, the term "antagonist of CCR2 function” refers to an egent (e.g., @ molecule, a

compound), which ean inhibi a (Le., one or more) function of CCR2, For example, an antagonist of CCR2
function can inhibit the binding of one or more ligands (e.g., MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4 and MCP-5)
to CCR2 and/or inhibit signal traneduction mediated through CCR2 (e.g., GDP/GTP exchange by CCR2

. associated G proteins, intrecefiufer caiclum flux). Accordingly, CCR2-mediated processes and callutar

responsas (e.g., proliferation, migmation, chemotactic responses, secretion or degranulation) can be
Inhbited with an antagonist of CCR2 function. As used herein, “CCR2" refers to naturally accurring CC
chemokine receptor 2 (e.g. memmallan CCR2 (e.g., human (Homo sapiens) CCR2) and encompasses
naturally occurring variants, such as allelic variants and splice variants (e.g., CC-chemokine receptor 2a
and/or CC-chemokine recaptor 2b).

An antagonist of CCR2 function is @ compound, which ls, for example, a smal organic molecule,
natural product, protein (e.g., antibody, chemokine, cytokins), paptide or paptidomimatic.

Several molecules that can antagonize one or more functions of chemokine recsptors (e.g.
CCR2) are known In the art, Including organic molecules; proteins, such as anthodies (s.g., polycional
sara, monocional, chimeric, humanized, human) and antigen-binding fragmants thereof; chemokine
mutants and analogries; and peptides.

Antagoniste of CCR2 funciion can be kdentified, for example, by screening libraries of collections
of molecules, such as, the Chemical Repository of the National Cancer Inetitute, as described hereln or
using other sultable methoda. ]

Ancther source of antagonists of CCR2 function are combinatorial Iibrarles, which can comprise
many structurally distinct molecular species. Combinatorial Ibraries can bes used to identify lead
compounds or io oplimize a previously identified lead. Such libreries can be manufectured by welHmown
hereln.

As previously noted, other CCR2 entagonists, including CCR2 selective antagonists, can be
Identified using standard assays known to those skilled in the art. Briefly, one type of screen fo Identify
CCR2 selective modulators uses cell ines, Induding primary cells or transfectad CCR2 cells.
Altemnatively, animal modals could be uillized.

Preferably, the CCR2 protein usaed in screaning asaays for CCR2 antagonists or inhibitors ie
human (U.S. Patent No. §,707,815 and U.S. Patent No. 8,132,087 and Charo et al. (1804), PNAS,
91:2752-2758). Other mammalian specias of CCR2 profein are also known and may also be utilzed In
assays.

Aa an alternative to assaying the inhibition of CCR2 ligand binding Is to assess the Inhibition of
CCR2 function.

9
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The test agents used for screening for CCR2 therapeutic agents may be selected individually,
for example, from the patent documents noted above or obtained from a compound library. Such
agents include peptides, combinatorial chemisiry-derived molecular librarles made of D- and/or L-
configuration amino ecids, phosphopeptides, anthodles, mod!ified biologicals Including, for example,
modified proteins, and small organic and inorganic compounds. Libraries Inciude blological librarles,
libraries of natural compounds, peplold libraries (Ibraries of moleculss having the functions of
peplides, but with novel, non-peptide backbanes which are resistant {o anzymatic degradation yet
remain bloactive) (Zuckermann (1894), J. Med. Chem. 37; 2678-85), spatially addressable parallel
solid phase or solution phase libraries, aynthetic library methods requiring deconvolution, the “one-
bead one-compound” ibrary method, and synthetk: [brary methods using affinity chromatography
selaction.

Examples of methoda for the synthesis of moleculer ibraries can be found In the art (DeWIi et
al. (1863), PNAS. 80; 6909; Erd el al., (1964) PNAS 91: 11422; Zuckermann et al. (1884), J. Med.
Cherm. 37; 2878; Cho et al. (1985), Sclence, 261: 1303; and Gellop et al. (1864), J. Med. Chem. 37
1233.

Libraries of compounds may be presented in solution (Houghtsn, (1692) Blotechniques, 13:
412-421), or on beads (Lam, (1991) Naiure 354: 62-841), on chips (Fodor (1983), Nalure 364; 555-
§58); bacteria or spores (Ladner, U.8. Patent No. 5,223,406), plasmids (Cull et al. (1992), PNAS 80:
1885-1888) or phage (Scott et al. (1880), Sclence 248: 388-390; Deviln (1980), Sclence 249: 404-408;
Cwirla et al., (1890) PNAS 87: 8378-8382; and Felici (1991), J. Mol. Blol. 222: 301-310).
Scroaning Methods

As Is notad above, the invention also Includes screening methoda for identifying agants that cen
be used In the treatment methoda described herein. These methods can Include determination of whether
an agent modulates (directly or indirectly) CCR2, ligand binding or function folowed by confirmation of it
as being effective In reducing or maintaining body weight and/or body fat. Confirmation of effective
ireatment of disorders or a symptom of metabolic syndrome. Confirmation of sffective treatment of
diabetes, insulin dependent or non-insulin depandent, and/or giucoae Intalerance can aiso be provided. In
the case of diabetee the effectivenass of the themapeutic agent may be determined by & giucose tolerance
test. Altemnstively, the screening mathods can simply involve testing agents that are known to be CCR2
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therapeutic agents for their efficacy In such therapeutic methode.
Testing an agent for its efficacy in altering CCR2 activily can bs canied out using methods that

are well known In the art (Charo at al., (1984) PNAS 91, 2752-2758).

Therepeutic efficacy of such active compounds can be determined by standard therapeutic
proceduras In cell cultures or In animal models, e.g., for determining the EDS0 (the concentration of
compound that produces 50% of the maximel effect). Once an agent has bean determined to be a CCR2
antagonist, or If a known CCR2 antagonist is being testad, the agent can then be testad to confirm that It
Is effactive in the therapeutic methods described herein. Such testing can be carried out in appropriste
animal model aystema for the condltions described herein. Far axample, genetically obese mice {(e.g.,
CS7BL (ob/ob)), diet-induced obssity mice (l.e., DIO mics), or rate can be treated with a therapeutic agent
and the effects of the agent on various parametars assoclated with the conditions describad herein can be
compared with those In animale thet have been kept under simllar conditions, with the sxception of not

(o,
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being treated with the therapeutic agent. Parametars that can be tasted for this purpose Include, for
axample, body weight, body fat, Inaulln, glucose, triglycerides, free faity acids, adiponectin, hemoglobin
A1c, cholastarol, leptin and/or fruciosamine. Examples of some of these are provided beiow In the
Examples. Therapeutic agents that are found 1o have a positive impact on these parameters can then be
selectad for testing In other pre-clinical or clinical studies, as can ba determined by those of skil in this art.
Characterixing CCR2 Antagonists

CCR2 antagonist egents that are found to have a positive iImpact on parameters relevant to the
therapeutic methods discussed herein can be testad In pre-clinical or clinical studies, as can be
determined by those of akili in this ast.

The data obtained from caell culture assays and animal modaels can be used In formulating a range
of dosage for uss in humans. The dosage may vary depending upon the dosage form emplcyed and the
route of administration. For any compound or agent used In the method of the invention, the
therapsutically effective dose can be estimatad initially from cell culiure assays. A doss may be
formulated [n animal models to achieve a circulating plasma concantration range that includes the IC50.
Such Information can be used to more accurately determine useful dosas In humens. Leveals in piasma
may be measured, for example, by high performance liquid chromatography.

Therapeutic Methods

A therapeutic agent kientified as a CCR2 antagonist is administered in a dose sufficient to reduce ¢
maintain body weight and/or body fat, 8.g., in tha case of an obese patiant by reducing the mass of adipose
depots or In an Individual seaking fo maintain body welght and/or body fal. Such therapeutically effective a
will be determined using routine optimtzation techniquee that are dependent on, for axample, the condition «
patient (human or animal), the routs of adminisiration, the formulation, the Judgment of the practitioner, and
factors evident to those skdlied In the art In light of this disclosure.

The CCR2 therapeutic agents sultable for use in accordance with the present invention can be
administered alone but, In human tharapy, will generally be administered [n admbdure with a suitable
pharmaceutical exciplent, diluent, or carmier selected with regard to the Intended route of administration
and standard pharmaceutiical practice. .

For example, the CCR2 antagonisis sulteble for use In accordance with the present invention or
salts or solvates thereof can be edminlstered orafly, buccally, or sublingually, in the form of tablets,
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capsules (Including soft gel capsules), mult-particulate, gels, fims, ovulas, elidrs, solutions or
suspensions, which may contain flavoring or coloring agents, for inmediate-, delayed-, modified-,
sustained-, dual-, controliad-releass or pulsatie delivery applications. Such compounds may also be
administered via fast dispersing or fast dissolving dosagea forms or in the form of a high energy
dispersion or as coated particies. Sulteble pharmaceutical formulations may be In coated or un-coated
form as deakred.

Such solid pharmaceutical compositions, for example, tablets may contain exciplents such as
microcrystaliine cellulose, lactose, sodium citrate, calclum carbonats, dibasic calcium phosphate, glycine
and starch (prefarably com, potato or taploca starch), disintegrants such as sodium starch glycollate,
croacarmeliose sodium and certain complex silicates, and granulation bindars such as
polyvinyipyrrolidone, hydroxypropyimethyl celtulose (HPMCY), hydroxypropyicsiluiose (HPC),
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hydraxypropyt methyicellulose acatate succinate (HPMCAS), sucrosse, gelatin and acacla. Additionally,
lubricating agents such as megnesium stearats, stearic acid, glycaryl behenate and taic may be Included.

Solld compasitions of a simllar type may also be employed as filfers in gelatin capsules or HPMC
capsules. Exciplents In this regard Incdude lactose, starch, cellulose, milk sugar, or high molecular weight
polysthylene glycols. For aquecus suspensions and/or elixirs, the CCR2 antagonist compounds may be
combined with various sweetaning or flavoring agents, coloring matter or dyes, with emulsifying and/or
suspending agents and with diluents such as water, ethanal, propylene glycol and glycerin, and
combinations thereof.

Modified release and pulsetile release dosage forms may contain exciplents such as those
detaled for immaediate release dosage forma together with additionat exciplents that act as release rate
modifiers, these being coated on and/or included in the body of the device. Release rate modifiars
Include, but are not exclusively Iimited to, HPMC, HPMCAS, methy! callulose, sodium
carboxymethyicellulose, ethyi celluloss, cellulose acetats, polysthylene oxide, Xanthan gum, Carbomer,
ammonio mathacrylate copolymer, hydrogenated castor ofl, camauba wax, paraffin wax, cellulose acetate
phthalate, hydroxypropyimethyl celluloss phthaiste, methacrylic acid copolymer and mixtures thereof.
Modlifiad release and pulsatiie release dosage forms may contain one or a combination of release rate
modifying exciplenis. Release rate modifying exciplents maybe present both within the dosage form, l.e.,
within the matrix, and/or on the dosage form, L.e., upon the surface or coating.

Fast disparsing or dissolving dosage formulations (FDDFa) may contain the following ingradients:
aspartame, aecesulfame potassium, cliric acld, croscarmeliose sodium, crospovidone, dlascorble acid, ethyl
acrylate, ethyl celluloss, gelatin, hydroxypropyimethyl cellulose, magnesium stearate, mannitol, mathyl
methacrylate, mint flavoring, polyethylane giycol, fumed sllica, siicon dioxide, sodium starch glycolate, sodl
gtearyl fumarste, sorbitol, xylltol. The terms dispersing or dissclving as used hereln to describe FDDFs are
dependent upon the solubliity of the drug substance used, L.e., In cases where the drug substancs is insolu
fast dispersing dosage form can be prepared, and, in caaaes where the drug subatance is soluble, a faat dis:
dosage form can be prepared.

The CCR2 antagonisis sultable for use In accordance with the present invention can aleo be
administered parenterally, for exampile, intracaverncsally, infravenausly, infra-arterially, htraperﬂnnodlly,
intrathecally, intraventriculary, intraurethrally, intrastemnailly, intracranially, inframusculerly or
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subcutanecusly, or they may be administared by Infusion or needie-free techniques. For such parentsral
administration they are bast used In the form of a sterile aqueous solution, which may contain other
substances, for exampie, enough salts or giucose o make the solution isotonic with biood. The aquecus
solutions shoulkd be auitably buffered (preferably, to a pH of from about 3 fo 8), f necessary. The
preparztion of sultable parenteral formulations under sterlle conditions Is readily accomplished by
stendard pharmaceutical techniques well known to those skilled In the art.

For oral and parentaral administration to patients (human or animal), the dally dosage level of the
CCR2 antagoniets for use In the presant Invention will usually be from 1 to 500 mg (In single or dividad
doses). A dosage range ls about 1 mg to about 100 mg. The dosage may be by a singls dose, divided
dally dose, or multiple dally doses. Alternatively, continuous dosing, such as for exampie, via a controlied
(a.g., slow) releass dosage form can be administered on a daily basis or for more than one day at a time.

2
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Thus, for example, tablets or capsules of the CCR2 antagoniats suitable for use ln accordance
with the present Invention may contain from 1 mg to 250 mg of active compound for adminlstration singly
of iwo or more at a time, as appropriate, Preferred tablets or capsuies will contain ebout 1 mg to about 50
mg of active compound for administration singly or two or more at a time, as appropriate. The physiclan in
any event will determine the aciual doaage, which will bs most suitable for any Individual patient, and it
will vary with the age, weight and response of the particular patlent. There can, of course, be individual
instances where higher or iower dosage ranges are merited and such are within the scope of this
invention.
The CCR2 antagonists sultable for uge In accordance with the present Invention can aleo be
adminlatsred Intranasally or by inhalation and are convenlently delivered in the form of a dry powder
Inhaler or an asrosol epray presentation from a preasurizad container, pump, spray or nebuliser with the

- use of a sultable propeliant, e.g. dichlorodifiuoromethane, frichloroflucromethane,

dichlorotetrafiuorosethane, a hydrofluoroatkane such as 1,1,1,2-tetrefiuoroethane (HFA 134A™ or
1,1,1,2,3,3,.3-heptafluoropropane (HFA 227EA™), carbon dioxide or other sulteble gas. In the case of a
presaiwrizad serosol, the dosage unit may bs detarminad by providing a vaive to deliver a8 metared
amount. The pressurizad container, pump, spray or nebullser may contaln a solution or suapension of the
active compound, e.¢. using a mibdure of sthanol and the propellant as the solvent, which may additionally
contain a lubricant, e.g., sorbiian triclsate. Capsules end carlridges (made, for example, from gelatin) for
uulnmhﬂﬂuumumwmybefumwhwnhhapowdermkdampmdofﬂnhwnﬂm
and a sultable powdar base such as lactose or starch,

Asrosol or dry powder formulations are preferably armanged so that each metered dose or "puf”
contains from 1 to 50 mg of a CCR2 antagonist for delivery to the animal to be freated. The overall dally
dose with an aerosol wil be in the range of fram 1 to 50 mg, which may ba administerad, in a single dose
or, more usually, in divided doses throughout the day.

The CCR2 antagonists sultable for use in accordance with the present invention may alao be
forrnulated for dellvery via an atomiser. Formulations for atomiser devices may contain the following
ingredienis as aolublilsers, emuisifiers or suspending agents: waler, ethanol, glycerol, propylene glycol,
low malacular weight polyethylene glycols, sodium chioride, fluorocarbons, polyethylens glycol ethers,
sorbitan rivleats, olelc acid.
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Altematively, the CCR2 antagonists sultable for use in accordance with the present invention can

'beadmlnhtaredInthoformofastppoclbrywpeuary.ormeymuybeappﬂedhphlyhlhefomda

gel, hydrogal, lotion, solution, cream, ointment or dusting powder. The CCR2 antagonists sultable for use
in accardance with the present Invention may also be dermally or iransdermally adminlatered, for
example, by the use of a skin paich, They may also be administered by the pulmonary or rectal routes.

The CCR2 antagonists may also be administared by the ocular route. For ophthalmic use, the
compounds can be formuiated as micronised suspensions In lsotonic, pH adjusted, sterie saline, or,
preferably, as solutions In lsoionic, pH adjusted, sterlle saline, optionally In combination with a
preservative such as a benzylalkonium chioride. Altsmatively, they may be formulated In an ointment
such as petrolatum.

For application topically to the skin, the CCR2 antagonists suitabls for use In accordancas with the
presant invention can be formulated as a suftable ointment containing the active ingrediant or agant



10

15

25

24

WO 2006013427 13 PCT/IB2005002162

suspended or dissolved In, for axample, a mbdure with one or mare of the following: mineral oll, liquid
petrolatum, white petrolatum, propytens glycol, polyoxysthylene polyoxypropylene compound, emulsifying
wax, and water. Alternatively, they can be formulated as a sultable iotion or cream, suspended or
dissolved In, for example, a mixture of one or more of the following: mineral i, sorbitan monostearuts, a
polyathylena glycol, liquid paraffin, polysorbate 60, cetyl asters wax, cetearyl alcohol, 2-octyldodecanol,
benzyl alcohol, and water.

The CCR2 antagonists sultable for use In accordance with the present Invention may also be
used In combination with a cyclodexirin. Cyclodexirine are known fo form Inclusion and non-inclusion
complexas with drug molecules. Formation of a drug-cyclodexirin complax may modify the solubfity,
disaoiution rate, bioavaliabllity and/or stabliity property of a drug molecule. Drug-cyclodexirin complexss
are genarally usaful for most dosage forms and administration routss. As an altamative to direct
complaxation with the drug the cyclodextrin may be used as an awdliary additive, .g. as a carler, diuent
or solublliser. Alpha-, beta- end gammae-cyciodaxirins are some of the moet commonly used and suitable
examples are deacribed in PCT Publication Noa. WO 81/1172, WO 84/02518 and WO 98/55148.

Generally, In humans, oral administration Is the prefermed route, oftan being the most convenient.
In circumastances where the reciplent suffars from a swallowing disorder or from impalrment of drug
absorpiion after oral administration, the drug may be administered parentarally, sublingually, or buccally.
In the event that the agent |s inactive omally then parentsral administration could be utiitzed.

For veterinary use, a CCR2 inhbbitor Is administered as @ sultably acceptable formtlation In
accordance with normal veterinary practice and the vetsrinary surgeon will determine the dosing regimen
and routs of administration, which will be most appropriate for a particular animal. Such animals include
companion animals who are overweight, obese, or at risk of being overweight or cbsse. Other animals
that may be treated according to the present invention are foodsinck animals in order io obtain leaner
meat than would be cbtainad abeent treatment according to the presant invention.

The CCR2 antagonists used In accordance with the present invention may also be used In
conjunction with other pharmaceutical agents for the treatment of the diseases, condlitions and/or
disorders describad herein. Thase second agents would be selectsd to have a combined beneficial effect
on the treatment of the patient. Therefore, methods of treatment that Include administering CCR2
antagonists in combination with other pharmaceutical agents are also provided. Suitable pharmacautical
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agenis that may be used In combination with the compounds of the presant invertion indude selacted
anti-obasity agents which may Inciude apolipoprotein-B secretian/microsomal friglyceride transfer protein
(epo-B/MTP) Inhbliors, 11p-hydroxy starold dehydrogenase-1 (11p-HSD type 1) Inhibliors, peptide YY3.a
or analogs thereof, MCR-4 agonists, cholecysiokinin-A (CCK-A) agonists, monoamine reuptaks inhibltors
(such as sbutramine), cannabinold receptor-1 antagonists (such as rimonabant), eympathomimetic
agents, p, adrenergic recsptor agoniste, dopamine agonists (such as bromocriptine), melanocyte-
stimulating hormone analogs, SHT2: agonists, melanin concentrating hormane antagonisis, leptin {the OB
protein), leptin analogs, leptin receptor agonists, galanin antagonists, (ipase inhibltors (such as
tetrahydrolipstetin, Le. orilatat), anorectic agents (such as a bombesin agonist), neuropaptide-Y receptor
agents (e.g., NPY Y2 agonisis), sslected compounds described in U.S. Patent No. 8,588,367; U.S.
Patent No. 6,849,624; U.S. Patent No. 8,038,842; U.S. Petent No. 8,805,720; U.S. Patent No. 8,485,559;
U.S. Patent No. 8,482,053; U.S. Patent No. 8,388,077; U.S. Patent No. 8,335,345; and U.S. Petant No.
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8,326,376; U.S. Publication No. 20020151458 and U.S. Publication No. 2003038652; and PCT
Publication Nos. WO 03/010175; WO 03/082180 and WO 02/048152, thyromimetic agents,
dehydroeplandrosterone or an analog thereof, selected glucocorticold receptor agents, orexin receptor
antagonists, glucagon-like peptide-1 receptor agoniats, clllary neurotrophic factors (such as Axokine™
avaable from Regeneron Pharmaceuticals, inc., Tarrytown, NY), inhbitors of human agouti-related
proteins (AGRP), ghrelin receptor entagonists, histamine 3 receptor antagonists or Inverse agonists,
neuwromedin U receptor agonists and the like. Other anti-cbeslty agents, Including the preferred agents
set forth hereinbelow, are well known, or will be readily apparent in light of the inatant discloaure, to one of
ordinary ekil In the art.

Especially prefaired are anti-obesity agents sslected from the group consisting of orlistat,
shutramine, bromacriptine, leptin, rimonabant, peptide YY3.4e or an analog thereof; and 2-oxo-N-{5-
phenyipyrazinyl)apiro-{lsobenzofuran-1(3H),4*-piperidine}-1-carboxamida. Preferably, compounds of the
present invention and combination therapies are administered In conjunction with exercise and a sensible
diet,

Representative antl-obesity agents for use In the combinations, pharmaceutical compositions, and
mathods of the invention can be prepared using methode known to one of ordinery skR In the art, for
example, sbutramine can be prepared as described in U.S. Pat. No. 4,529,629; bromocriptine can be
prepared as described In U.S. Publication No. U.S, Patent No. 3,752,814 and U.S. Patent No. 3,752,888;
orilstat can be prepared as described In U.S. Patent. No. 5,274,143; U.8. Patant No. 5,420,305; U.S.
Patent. No. 5,540,917; and U.S. Patent. No. 5,643,874; imonabant can be prepared as described in U.S.
Patent No. 5,824,041; PYY3. (Including analoge thereof) can be prepared as descrbed In U.S.
Publication No. 20020141685 and PCT Publication No, WO 03/027837; and the NPY Y5 receptor
antagonist 2-axo-N-{S-phenyipyrazinyl)epiro[lachenzofuran-1(3H),.4"piperidine}-1'-carboxamide can be
prepared as described In U.S. Publication No. 20020151458,

Kits

The invention alao provides kits or pharmaceutical packaeges that include CCR2 antagonists for
use in the prevention and freetment of the diseases and condiions described herein. in addition to one or
more CCR2 antagonists In the form of, for example, tablets, capsules, or lyophlizad powders, the kits or

_packages can include Instructions for using the antagonists in the prevention or treatment of such
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disaases and conditions. The antagonists can be provided In the kits or packages in a botfie or another
appropriate form {e.g., & blleter pack). Optionaly, the kits or pharmaceutical packages can alsg Include
cothar pharmaceutically active agents (see, e.g., the agents listad above, such as anti-obesity agents),
and/or materials used In administration of the drug(s), such as diluents, needles, syringes, applicators,
and the lke.

The Invention ls bassd, In part, on the following experimantal results. While the Invention ls
described hersin [n connection with specific embodiments, it will ba understood thet other changes and
modifications that can be practiced are also parst of thia Invention and are aiso within the acope of the
eppended claims. This application is intended to cover any equivalents, variations, uses, or adaptations
of the invention that follow, In general, the principiea of the Invention, inciuding departures from the
present discicsura that coma within known or customary practice within the art, and that are able to be
ascertained without undue experimentation.
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Examples

CCR2 (KOX~-) mice were provided by Dr. larael Charo of the J. David Gladstone Institutes. Homolo
recombination In embryonic stem cslis can ba used to generate such mice with targeted dieruption of CCR2
also Kuzial, W.A. et al. (1887) PNAS 94, 12053-12058 and Boring, L. et al. (2001) J. Gin. Invest. 100, 2252-
2561). Age maiched male CCR2 (KO) (~-) mice (n=20) and wild type (+/+) (C57) litarmats controls (n=20) w
allowed to acciimate for two weeka peior to the siart of the study and were given fres access to water and P
5001 rodent chow (Purine, Brentwood, MO). '

Mice were individually housed and divided Into two groups: a first group on a diet composed of 10 ke
fat (low fat dist (LFD) and a second group on a diet composed of
45 keal% fat (high fat diet (HFD)) (D12331 Rodent Diet, Research Diets, Inc., New Brunswick, NJ) for the du
of the 15-week study. The mice were given free accass to water. Food intake was measured in animals
maintsined on a 24-hour, 5-days/wesk cycle (Monday-Friday). Body weight was detemmined on Day 0 and ¢
week thereafter.

A further study comparad CCR2 KO mice and C57 mice, with both groups baing fed a normal chow «
(Purina 5001 rodent chow, Purina, Brentwood MO) for differences n fasting plasma naulin levels.

Energy expenditure and axygen consumption were determined using an Oxymax system
(Columbue instruments, Columbus, OH). Mics were housed under standard iaboratory conditions and
meintained on the experimental dist. Mice were acclimated to ssaled chambers (8"x4"x5.57) of the
calorimeter (one mouse per chamber). The chambers were placed in activity monitors. The calorimeter
was callbrated befors each use, alrflow was adjusted to 1.6 liters/min, and the systam saiting and
sampling times were set to 60 sec and 15 sec, respectively. Oxygen consumption, carbon dioxkle
production, and ambulatory activity were meaaured every 10 min for a period of 4 hours.

An oral glucoss tolerance tast (OGGT) was conducted after the end of the 16™ week of the study
on mice from the four experimental groups, with a first sample takan around 8:30 am (ime zero) following
an ovemight fest. Retro-orbiial blood samples were collected at time zaro, as noted, and then a 2 g/kg
body weight oral glucose load was administered. Additionel biood samples were coliected at 30, 80, 120
and 180 minutss post-glucose challenge. 26 pl of biood was added to 100 ul. of 0.025 percent
heparinized-seline in microtubes (Denville Sclentific, inc., Metuchen, NJ). Ths tubea were apun &t the
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highest setting In a Microfuge® 12 (Beckman Coulter, Fullerton, CA) for 2 minutes.

On the moming of the [ast day of the siudy, body weights were determined and then biood
samples were taken via retro-orbital sinus for plasma glucose determination. The mica were then
sacrificad and about one milliitter of blood wes collected in Microtainer® plasma separator tubes with
lithium heparin (Bacton-Dickinson, ing., Frankiin Lakes, NJ). The tubes were spun In a Backman
Microfuge 12 at the masdmunm seliing for five minutes. Plasma was collectad in
1.5 mi Eppendorf tubes and frozen In Hquid nitrogen. Epididymel fet pads were also removed, weighed,
and anap frozen In liquid nitrogen. AN sampies stored at -80°C.

Piaama glucoss was measured on B commercially avallable instrument utiiizing the manufacturer's
reagents (Roche/Hiachi 912 Clinical Chemisiry Analyzer, Roche Diegnostics Corp., indlanapolls, IN).

Plasma insulln was assessed using the Mercodla ELISA Insulin kit supplied by ALPCO Diagnostice
(Windham, NH) according to manufacturer’s instructions.

26
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Example 1: Effect of CCR2 inhibition on Body Weigh, Bady Fat and Metabelic Ratein Male
Mice Fed a High Fat Diet (HFD)

CCR2 gene disruption in the CCR2 KO (KO) mice resulied in a robust phenotype of reslstance to
developing obasity while consuming a high fat diet (HFD). Wiid type (C57) mice on the HFD
damonstrated an Increase in body weight as compered to the low fat diet (LFD) C57 mica whereas CCR2
KO HFD mice maintained a body weight comparable to CCR2 KO LFD mice. The obesity-resistant
phenotype of tha CCR2 KO HFD mice Ie clearly evident, as shown In FIG. 1. In contrast to the C57 HFD
mice, which Increased thelr body welght approximetely 30-35% above baseline weight In just 7 weeks, the
body weight of CCR2 KO HFD mics Incraased only 5-10% above their bassiine weight, an increase
comparables to that observed in both the CER2 KO LFD mice and the C57 LFD mice.

Measurement of apididymal edipose tissue expreased es a percentage of body weight shown in
FIQ. 2 demonstrate that the weight guln.upuhncad by the C57 HFD mice waa dus to increased
adiposity. While the CCR2 KO HFD mica Increased body fat over the coursa of the study, they remained
significantly lower than C57 mice mainiained on the same diet (3.2% ve. 5.0% of total body welght,

respectivaly).
Histological Examination of Adipose Tissue, Pancroas and Liver Sections

C57 mice and CCR2 KO mice (n=5/group) were fed sither a LFD or HFD for 12 weeks. At the end of
the period, animals were necropsied and adipose tiesue, pancreas and liver from the mice were collected
for histological axamination. White adipose tissue was weighed and thelr relative parcentage to body
weight calculated.

The adipose tissue sections were atained for Mac 2, a macrophage marker, and the amount of
staining, as well as adipocytaes alze, measured via morphometric analysis. The final amaount of Mac 2
staining waa corrected for adipocyte sz,

Adipose Tlssue Sections:

Organ weight There was an increase In epididymal adipose tissue

30 weight In both C57 mice and KO mice on high fat diet (HFD) as noted in Table 1. This increass was more

35

pronounced in the C57 mice (2.8x vs 2.1x). in the low fat dist (LFD) groups, the walight of the adipose
fissue in the KO mice waa slightly lower that in C57mice.
Table 1

n = Sigroup)
SEM |KOHFD SEM
2 J ) 1.253 0.1 2.1584 0.118287
15 2.5046812 02484071 .854 0. 1.748 0.2324061] 3.212 0.379017]

Microacopic examination: The adipocytes were larger In both C57 mice and KO mice on HFD.
Compare FiGs. 3B and 3D (HFD mice) fo FiGs. 3A and 3C (LFD mice). The size of the adipocytes taken
from C57 mice appeared larger than from KO mice. Compare FiGs. 3A and 3B (C57 mica) to FiGs. 3C to

27
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3D (KO mikce). This obsarvation was confimed by morphometric analysls and waa consistent with the
orgen weights.

In C57 HFD mice there weare increasad numbers of macrophages in adipose tissue, which correlated,
with the increased stze of the adipocytes. In contrast, KO HFD mice showed reduced numbers of
macrophages In epididymal adipose tissue. This ocbsarvation was confirmed by morphomaelric anslyais.

The above histochemistry datas show that there ls increased size of adipocytes in both C57 HFD mice
and KO HFD mice. The increase ls more savere in the C57 mice. This increase is assoclated with
macrophege Infiitrates in the fat.

The differences in body weight between the C57 HFD mice and KO HFD mice could not be
explalned by reduced food consumption In the KO mice. CCR2 KO mice consumed the HFD to an equal
degree as compared to the C567 counterparts (FIG. 4).

No changes In metd:ollcraln were evident In the HFD-fed CCR2 KO mics. Omun consumption
{(vO2), mmuradanelthurblalVOZ(FlG 5) or respiratory exchange ratio (F1G. 6), was not significantly
different in the HFD-fed KO mice. The resting VO2 values for the C57 mice on both the HFD and LFD
were equivalent to the CCR2 KO HFD and LFD mice.

These results demonstrate that decrsasing CCR2 aclivily s an effective means of reducing body
welght and/or reducing body fat, and treating disorders sssocisted with increasad adiposity.

Example 2: Effect of CCR2 on Metabolic Pirametsrs In Mice Fed a High Fat Dist

CCR2 KO mice have lower basal insulln levels, which Imply.lmpmvad insulin sensitivity (FIG. 7) as
by reduced giucose excursions and are resistant fo giucose elevations during an OGTT (FIG. 8). Furthermc
contrast to C57 HFD mice, CCR2 HFD KO mice did not develop hyperinsulinemia end glucose intolerance
8A and 8B).

These rseulte damonstrate that CCR2 therapeutic agents would be effective In freating dlasorders
essoclated with diabetse, glucose Intolerance, or insulin resistance. CCR2 therapeutic agents would be affs
in treating disorders associated with metabolic syndrome. In addition, CCR2 therapeutic agents would be &
in reducing or maintaining body weight and/or body fat, and treating disorders associated with Increased ad

s,
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CLAIMS
What Is clalmed ls:

1. A method of ireating a subject to reduce or maintain body fat and/or body welght comprieing
administering to a subjsect having a need to reduce or maintain body fat and/or body weight a

therapeutically effective amount of a CC Chemokine 2 (CCR2) therapeutic agent.

2. A method of treeting a subject to treat diabetes or giucoss infolerance, compriaing
mmwghamb]odhnuddmmhrdMWommWQamww
effective amount of a CC ChamokhQZ(GCRZ) therapeutic agent.

3. A method of tresting a subject to treat metabolic syndrome discorders comprising administering

to a subject in need of treatment for a metabolic syndrome disorder a therapetutically effective amount of 8

CC Chemokine 2 (CCR2) therapeutic agent.

4. Tha mathod as recited In clalms 1, 2 or 3, wherein the CCR2 therapeutic agent is a CCR2
antagonist.

5. The method as recited In claims 1, 2 or 3, wherein the CCR2 therapeutic agent le an inhblior to
a CCR2 ligand.

8. A methad for identifying an agent that can be used to reducs body fat and/or body weight

comprising (1) administering @ CCR2 therapeutic agent to a test subject, and {ll) determining whether the
CCR2 therapeutic agent ls effactive in reducing or maintaining body fat and/or body weight in the test

subject,

7._A method for identifying an agent that can be used 1o treat diabetes or giucose Intolerance,

35

comprising () administering a CCR2 therapeutic agent 1o a test subject, and (i) delermining whether the
CCR2 therapeutic agent is effective in treating diabetes or giucose intolerance in the test subject.

8. A method for identifying an agent that can be used to treat a metabolic syndrome disorder
comprising (1) administering a CCR2 therapeutic agent to a test subject, and (ll) determining whether the
CCR2 therapeutic agant ls sffectiva in treating a metaballc syndroma disarder in the tast subject.

8. The mathod as recited in claims 8,7, or 8 wherein the CCR2 therapeutic agent ls a CCR2
antagonist.

10. The method as recited in claims 8, 7, or 8, wherein the CCR2 therapautic agent Is an Inhibitor
to a CCR2 ligand.

&
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11. The method as recitéd In one of daims 1, 2 or 3, further comprising testing the CCR2
therapeutic agent in an /n vitro test for CCR2 therapeutic activity prior to administering the CCR2
antagonist io the test subject.

12. Akit camprising a CCR2 therapeutic agent and Instructions for administering the therapeutic
to a patient to reduce or maintain the bady fat and/or body welight in the subject.

13. A kit comprising a CCR2 therapeutic agent and insiructions for administering the therapeutic
agent to a patient to treat diabstes and/or glucosa intolerance In sald patient.

14. A kit comprising 8 CCR2 therapeutic agent and Instructions for administering the antagonist
o a patient to treat a metabolic syndrome disorder in sakd patlent.
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agent that can be used to treat metabolic syndrome :
disorders using a CC Chemokine 2 therapeutic agent; a k1t
for treating metabolic syndrome disorders comprising a CC
Chemokine 2 therapeutic agent and instructions




INTERNATIONAL S8EARCH REPQORT

PCT/IB2005/002162
Peiant documnartt Publication Petant famdy Publcafion
cited I saarch report date mambar(a) dte
FR 2792837 A 03-11-2000 W0 0066149 Al 09-11-2000
WO 03090748 A 06-11-2003 AU 2003235097 Al 10-11-2003
CA 2483253 Al 06-11-2003
EP 1498125 Al 19-01-2005
US 2005245537 Al 03-11-2005
EP 1498125 A 19-01-2005 AU 2003235097 Al 10-11-2003
CA 2483253 Al 06-11-2003
W0 03090748 Al 06-11-2003
US 2005245537 Al 03-11-2005
W0 2005060665 A 07-07-2005  NONE
N0 2005010154 A 03-02-2005 AU 2004259416 Al 03-02-2005
CA 2532102 Al 03-02-2005
W0 0005265 A 03-02-2000 AU 764825 B2 28-08-2003
AU 5220899 A 14-02-2000
CA 2336250 Al 03-02-2000
EP 1098908 A2 16—05-2001
JP 2002521021 T 1607-2002
us 6312689 Bl 06-11-2001
us 6352832 Bl 05-03-2002
US 2002037285 Al 28-03-2002
Us 2002150570 Al 17~-10-2002
US 2002051781 Al 02-05-2002
US 2003165494 Al 04-09-2003
US 2002028436 Al 07-03-2002
US 2002015700 Al 07-02-2002
US 2002012664 Al 31-01-2002
US 2002051782 Al 02-05-2002

Form PCTNBAA 10 ipetent famdy areat) (Aprll 208)




I

10

15

20

25

PC32224A 1

PROCEDIMIENTOS PARA TRATAR LAS ENFERMEDADES O
TRASTORNOS MEDIADOS POR CCR2

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona procedimientos para disminuir o
mantener el peso corporal y/o la grasa corporal en pacientes mediante la
administracion de un receptor 2 de quimiocinas CC (CCR2) como agente
terapéutico . Ademas, la invencién proporciona procedimientos para tratar
trastornos del sindrome metabélico en pacientes mediante la administracién de
un agente terapéutico CCR2. La invenciébn también proporciona
procedimientos para tratar la diabetes, o la intolerancia a la glucosa, en
pacientes mediante [a administracion de un agente terapéutico CCR2.

ANTECEDENTES

En la actualidad, la obesidad se considera epidémica en muchas partes
del mundo y se reconoce como enfermedad crdnica que requiere tratamiento
para reducir los riesgos de salud asociados con ella. Aunque la pérdida de
peso en si misma es un importante resultado del tratamiento, uno de los
principales objetivos del tratamiento de la obesidad es mejorar los valores
cardiovasculares y metabdlicos para reducir la morbididad y la mortalidad
relacionadas con la obesidad. Se ha mostrado que una pérdida del 5-10% de
peso corporal puede mejorar sustanciaimente los valores metabdlicos y
cardiovasculares, tales como la glucemia, la presion arterial y Ilas
concentraciones de lipidos. Por tanto, se cree que una reduccion del 5-10% del

peso corporal puede reducir la morbididad y la mortalidad.
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Los individuos diagnosticados como obesos o con sobrepeso sufren un
mayor riesgo de desarrollar otras afecciones tales como cardiopatia coronaria,
ictus, hipertensién, diabetes mellitus de tipo 2, dislipidemia, apnea del suefio,
osteoartritis, enfermedad de la vesicula biliar, depresién y ciertas formas de
cancer (p. ej., del endometrio, de mama, de prostata y de colon). Las
consecuencias negativas para la salud de la obesidad la convierten en la
segunda causa principal de muerte prevenible en Estados Unidos y un
problema de salud publica importante que ejerce un significativo efecto
econdmico y psicosocial sobre la sociedad (McGinnin y Foege, (1993) JAMA
270, 2207-2212 y Calle, E. E. (2003) NEJM 348, 1625-1638).

Ademds, la prevencién de la ganancia de peso corporal y/o de grasa
corporal o el mantenimiento del peso corporal y/o de la grasa corporal seria
beneficiosa para el bienestar de un individuo.

Recientemente se ha sugerido que algunas quimiocinas podrian
desempefiar un papel en la regulacién de tejido adiposo o desempefiar un
papel en la composicion celular del tejido adiposo y pueden proporcionar una
base para el tratamiento de la obesidad, la diabetes y la caquexia (Gerhardt, C.
C. y col., (2001) Mol. Cell. Endocrin. 175, 81-92).

Las quimiocinas constituyen un diverso grupo de pequefias proteinas
basicas secretadas que regulan la migracién quimiotédctica y la activaciébn de
una serie de células, incluidos los leucocitos, y particularmente en el contexto
de la activacibn de la respuesta inmunitaria durante las afecciones
inflamatorias. Recientemente se ha propuestc un nuevo esquema de
clasificacién para las quimiocinas (Zlotnik, A. y Yoshie O. (2000) /mmunity 12,
121-127).

19
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Ejemplos de células de las que se ha mostrado que responden
quimiotacticamente a las quimiocinas, y son activadas por ellas, son neutréfilos,
eosinffilos, bastfilos, células dendriticas, monocitos, macréfagos, asi como
linfocitos B y diferentes tipos de linfocitos T (Oppenheim J. J. y col. (1991)
Annu. Rev. Immunol. 9, 617-48; Miller, M. D. y Krangel, S. K. (1992) Crit. Rev.
Immunol. 12 17-46; y Baggiolini, M., y col.

(1994) Adv. Immunol. 55, 97-179).

Las quimiocinas se pueden clasificar en funcién del patrén de residuos
de cistelna que participan en la formacion de puentes disulfuro en las proteinas
maduras. Un primer grupo, las quimiocinas CXC, o a-quimiocinas, se
caracterizan por la presencia de dos residuos de cistelna en la regién amino
terminal, entre los que se localiza un residuo aminoacidico diferente. Las
quimiocinas CXC actian principalmente sobre los neutréfilos, en particular las
quimiocinas CXC que llevan la secuencia de aminoécidos Glu-Leu-Arg en su
extremo amino. Entre los ejemplos de quimiocinas CXC se incluyen
interleucina 8 (IL-8), GRO-a, -B y -y, NAP-2, ENA-78 y GCP-2.

Un segundo grupo, las quimiocinas CC, o p-quimiocinas, se caracterizan
por la presencia de dos residuos de cistelna adyacentes en la regién amino
terminal. Las quimiocinas CC actian sobre una mayor variedad de leucocitos
tales como monocitos, macréfagos, eosinéfilos, basdéfilos, asi como linfocitos T
y B. Ejemplos de estas incluyen MCP-1, MCP-2, MCP-3, MIP-1a, MIP-1p,
eotaxina, RANTES e I-309. '

El MCP-1, o como se ha clasificado recientemente CCL2, es producido
por los monocitos y por una variedad de células tisulares, tales como células

endoteliales, células epiteliales, fibroblastos, queratinocitos, células sinoviales,
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células mesangiales, osteoblastos, células de misculo liso, asi como por una
multitud de células tumorales (Baggiolini, M. y col. (1994) Adv. Immunol. 55, 97-
179). Recientemente también se ha mostrado que el MCP-1 es producido por
los adipocitos (Rollins, B.G. (1987) Blood 90, 908-928) y Gerhardt, C. C. y col.
(2001) Mol. Cell. Endocrinol. 175, 81-82).

El MCP-1 puede desempefiar un papel en la patogenesis de las lesiones
aterosclerdticas. Se ha sugerido que el reclutamiento activo de monocitos a
través del MCP-1 liberado del endotelio activado puede desempeiiar un papel
en la formacion de estrias grasas y de placas ateroesclerdticas (Yla-Herttuala,
S. y col. (1891) PNAS 88, 5252-5256; Schwartz, C. J., y col. (1983) Am. J.
candiol. 71, 9B-14B; y Takeya, M. (1993) Hum. Pathol. 24, 534-8). Los ratones
hipercolesterolémicos que presentan una alteracion genética del MCP-1 o de
su receptor, CCR2, presentan una menor aparicion de ateroma (Boring, L. y
col. (1998) Nature 394, 894-897).

Se ha mostrado que [a expresién de MCP-1 se regula por aumento en el
tejido adiposo blanco y en el plasma de ratones cbesos en comparacién con
controles delgados (Sartipsy, P. y Loskutoff, D. J. (2003) PNAS 100, 7265-
7270. Se ha mostrado que la expresién de MCP-1 aumenta en los ratones con
obesidad inducida por la dieta, lo que conduce a niveles elevados de MCP-1 en
plasma (Takahashi, K. y col. (2003) J. Bio. Chem 278, 46654-46660).

Datos cada vez mas abundantes también sugieren la existencia de una
relacién correlativa y posiblemente causal entre la inflamacién y la resistencia a
la insulina. Se ha indicado que la citocina proinflamatoria TNF-a media la
resistencia a la insulina como resultado de la obesidad en modelos de obesidad
en roedores (Hotamisligil, G. S. (1994) Diabetes 43, 1271-1278). También se

5/
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ha observado una mayor expresion de la TNF-a en macrdfagos en tejido
adiposo de individuos obesos (Weisburg, S. P. y col. (2003) J. Clin. Invest. 112,
1796-1808).

Se han usado ratones inactivados para CCR2 -/- (KO) como herramienta
para estudiar la patogenesis de enfermedades inflamatorias y para determinar
qué afecciones podrian mejorar o potenciarse con antagonistas del CCR2.

Se ha mostrado que los ratones KO en CCR2 presentan reducciones en la
adhesion de leucocitos inducidos por MCP-1 al endotelic microvascular y
reduccion de exiravasacion leucocitaria (Kuziel, W. A. (1897), PNAS 94, 12053-
12058). Ademas, se ha mostrado que los ratones KO en CCR2 presentan un
menor reclutamiento de los monocitos en respuesta a agentes inflamatorios
(Boring, L. y col.), (1897} J. Clin. Invest. 100, 2252-2261).

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invenciéon proporciona procedimientos para disminuir o
mantener el peso corporal y/o la grasa corporal mediante [a administracién del
CCR2 como agente terapéutico a un paciente (solo o en combinacién con otro
agente terapéutico), asi como kits relacionados y procedimientos de deteccion
selectiva para CCR2 como agentes terapéuticos para el uso terapéutico
descrito anteriormente. La invencion también proporciona procedimientos para
tratar el sindrome metabdlico mediante la administracibn de un agente
terapéutico CCR2 a un paciente (solo o en combinacion con otro agente
terapéutico). Ademads, la invencién también proporciona procedimientos para
tratar la diabetes o la intolerancia a la glucosa mediante la administracién de un
agente terapéutico CCR2 a un paciente (solo 0 en combinacién con otro agente
terapéutico). Los agentes terapéuticos CCR2 incluyen antagonistas del CCR2.
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Otros agentes terapéuticos CCR2 incluyen inhibidores de CCR2 e inhibidores
del ligando de CCR2.

En una forma de realizacion, la invenciéon proporciona un procedimiento
de tratar un sujeto para reducir el peso corporal y/o la grasa corporal, que
comprende administrar a un sujeto (es decir, un paciente) que lo necesite una
cantidad terapéuticamente eficaz de un agente terapéutico CCR2. En esta
forma de realizacidn, el sujeto es humano, el sujeto presenta sobrepeso o es
obeso o tiene tendencia a ser obeso y el agente terapéutico CCR2 es un
antagonista del CCR2. Agentes terapéuticos CCR2 adicionales incluyen
inhibidores del CCR2 e inhibidores del ligando del CCR2.

En una segunda forma de realizacidén, la invencibn proporciona un
procedimiento de tratar un sujeto para mantener y o estabilizar el peso corporal
y/o la grasa corporal, mediante la administracién a un sujeto que lo necesite de
un agente terapéutico CCR2. Los agentes terapéuticos CCR2 incluyen
antagonistas de CCR2. Agentes terapéuticos CCR2 adicionales incluyen
inhibidores del CCR2 e inhibidores del ligando del CCR2.

En una tercera forma de realizacion, la invencién proporciona un
procedimiento de tratar la diabetes o la intolerancia a la glucosa, que
comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agente terapéutico CCR2. El paciente diabético
puede ser un diabético de tipo 1 {DMID) o de tipo 2 (DMNID). En el diabético de
tipo 1, el agente terapéutico CCR2 servirla para incrementar la sensibilidad a la
insulina. Los agentes terapéuticos CCR2 incluyen antagonistas de CCR2.
Agentes terapéuticoe CCR2 adicionales incluyen inhibidores del CCR2 e
inhibidores del ligando del CCR2.
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En una cuarta forma de realizacién, la invencién proporciona un
procedimiento de tratar el sindrome metabdlico, que comprende administrar a
un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente
terapéutico CCR2.

En una quinta forma de realizacion, el procedimiento ademas comprende
administrar un segundo agente terapéutico al sujeto, preferentemente un
agente antiobesidad, p. ej., rimonabant, orlistat, sibutramina, bromocriptina,
leptina o péptido YY33s, 0 andlogos de los mismos.

Un segundo aspecto de la invencion es un procedimiento para identificar
un agente que se puede usar para reducir o mantener la grasa corporal y/o el
peso corporal, 0 para tratar la diabetes, el sindrome metabdlico o la intolerancia
a la glucosa, que comprende (i) administrar un agente terapéutico CCR2 a un
sujeto problema e (ii) determinar si el agente terapéutico CCR2 es eficaz en la
reduccién o el mantenimiento de la grasa corporal y/o el peso corporal o en el
fratamiento de la diabetes, el sindrome metabdlico o la intolerancia a la
glucosa, en el sujeto problema. Los agentes terapéuticos CCR2 incluyen
antagonistas de CCR2. Agentes terapéuticos CCR2 adicionales incluyen
inhibidores del CCR2 e inhibidores de ligandos del CCR2.

Como aspecto relacionado, el procedimiento puede ademas comprender
analizar los agentes terapéuticos CCR2 en un andlisis /n vitro para determinar
la actividlad CCR2 antes de administrar el agente terapéutico CCR2 al sujeto
problema.

Un tercer aspecto de la invencidn es un procedimiento para identificar un
agente terapéutico que se puede usar para tratar la diabetes de tipo 1 o de tipo
2, que comprende (i) administrar un agente terapéutico CCR2 a un sujeto
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problema e (ii) determinar si el agente terapéutico CCR2 es eficaz en el
tratamiento de |la diabetes o de la intolerancia a la glucosa, en el sujeto
problema. Como aspecto relacionado, el procedimiento puede ademas
comprender analizar los agentes terapéuticos CCR2 en un andlisis in vitro para
determinar la actividad CCR2 antes de administrar el agente terapéutico CCR2
al sujeto problema.

Un cuarto aspecto de la invencién es un procedimiento para identificar
un agente terapéutico que se puede usar para tratar trastomos del sindrome
metabdlico, que comprende (i) administrar un agente terapéutico CCR2 a un
sujeto problema e (ji) determinar si el agente terapéutico CCR2 es eficaz en el
tratamiento del sindrome metabélico, en el sujeto problema. Como aspecto
relacionado, el procedimiento puede ademas comprender analizar el agente
terapéutico CCR2 en un andlisis in vitro para determinar la actividad CCR2
antes de administrar el agente terapéutico CCR2 al sujeto problema.

También caracterizado, como quinto aspecto de la invencién se
encuentra un kit que comprende un agente terapéutico CCR2 e instrucciones
para administrar el agente terapéutico a un sujeto para reducir o mantener la
grasa corporal y/o el peso corporal en el sujeto. También se proporciona, como
un aspecto de la invencién, un kit que comprende un agente terapéutico CCR2
e instrucciones para administrar el antagonista a un sujeto para tratar la
diabetes o la intolerancia a la glucosa. También caracterizado, como un
aspecto de la invenciébn consta un kit que comprende un agente terapéutico
CCR2 e instrucciones para administrar el agente terapéutico a un sujeto para
tratar los trastomos de sindrome metabdlico. Los agentes terapéuticos CCR2
incluyen antagonistas de CCR2. Agentes terapéuticos CCR2 adicionales
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incluyen inhibidores del CCR2 e inhibidores de ligandos del CCR2. En otras
formas de realizacion, el kit puede ademas comprender un segundo agente
terapéutico, mas preferentemente un agente antiobesidad, por ejemplo
rimonabant, orlistat, sibutramina, bromocriptina, leptina o péptido YYaas, O
analogos de los mismos.

Los expertos en la t&cnica entenderan por completo los términos usados
en la presente memoria descriptiva en la descripcion y las reivindicaciones
adjuntas para describir la presente invencion. No obstante, a menos que se
indique lo contrario en la presente memoria descriptiva, los siguientes téminos
se describen mads a continuacién.

Con el término “un/uno” se pretende incluir uno o mas.

Los términos “tratar”, “tratamiento® y "que trata® incluyen los tratamientos
preventivo (p. ej., profilactico) y paliativo, o el acto de proporcionar tratamiento
preventivo o paliativo.

El término “sujeto” quiere decir cualquier paciente (p. ej., humano o
animal) o individuo que tenga un efecto beneficioso por una menor actividad del
CCR2.

Una "enfermedad o trastorno mediado por CCR2" quiere decir cualquier
enfermedad, trastomno, afeccion o estado de salud perjudicial en el que se sabe
que el CCR2 desempefia un papel o posee algin efecto.

Por "agente terapéutico” se quiere decir una composiciéon farmacéutica
que incluya un producto quimico, p. ej. una molécula pequefia, o un material o
molécula biolégica (natural o sintética) que sea capaz de modular el CCR2 o un
ligando del CCR2; tales agentes terapéuticos incluifan un antagonista del

CCR2 o un inhibidor del CCR2 como los definidos en la presente memoria
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descriptiva 0 un inhibidor de un ligando del CCR2.

Por “"antagonista del CCR2" o “inhibidor del CCR2" se quiere decir un
agente terapéutico que reduce o atentia un (es decir uno o mas) directa o
indirectamente la actividad biolégica del CCR2. Tales agentes pueden incluir
protefnas, tales como anticuerpos anti-CCR2, acidos nucleicos, p. ej. acidos
nucleicos antisentido del CCR2 o de ARN de interferencia (ARNi), aminoécidos,
péptidos, hidratos de carbono, moléculas pequefias (organicas o inorgénicas) o
cualquier otro compuesto o composicién que disminuya la actividad de un
polipéptido CCR2 bien mediante la reduccién efectiva de la cantidad de CCR2
presente en una célula o bien mediante la disminucién de la capacidad de los
ligandos de CCR2 para interaccionar con él. Los compuestos que son
antagonistas del CCR2 incluyen todos los solvatos, hidratos, sales
farmacéuticamente aceptables, tautdmeros, esterecisémeros y profimrmacos de
los compuestos. Preferentemente, un antagonista de CCR2 de molécula
pequefia usado en |a presente invencién posee una CI50 de menos de 10 uM,
mas preferentemente, de menos de 1 uM, incluso mas preferentemente, de
menos de 0,1 puM. De acuerdo con técnicas estandar se prepara un
oligonucledétido antisentido dirigido al gen o al ARNm de CCR2 para inhibir su
expresion (Agrawal y col. (1993) Méthods in Molecular Biology: Protocols for
Oligonucleotides and Analogs, Vol. 20). De igual modo se puede utilizar una
molécula de ARN de interferencia que funciona reduciendo la expresién del
receptor de CCR2 (Hannon (2002) Nature 418; 244-251, Shi, (2003) Trends in
Genetics 19: 9-12, 2003; y Shuey y col., (2002) Drug Discovery Today 7: 1040-
1048).

Por ‘“inhibidor del ligando de CCR2" se quiere decir un agente
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terapéutico que previene o reduce la funcion o la interaccion de un ligando de
CCR2 con su receptor.

“Menor actividad de CCR2" quiere decir una disminucién manipulada en
la actividad polipeptidica total del CCR2 como resultado de alteracién genética
o manipulacion de la funcion del gen de CCR2 que causa una reduccién del
nivel de polipéptido CCR2 funcional en una célula, o como el resultado de la
administracion de un agente terapéutico que afecta a la actividad del CCR2
directa’ o indirectamente mediante la interferencia con la interaccién con el
ligando.

La frase “farmacéuticamente aceptable® indica que el transportador,
vehiculo, diluyente, excipiente(s) y/o sal designados son, en general, quimica
ylo fisicamente compatibles con los ofros ingredientes que comprenden la
formulacién, y fisiolégicamente compatibles con el receptor de los mismos.

El término “profémaco” se refiere a un compuesto que es un precursor
del farmaco que, tras su administracion, libera el fArmaco in vivo a través de un
proceso quimico o fisiolégico (p. ej., después de ser llevado a pH fisiolégico o a
fravés de actividad enzimdtica). Higuchi y Stella, Prodrugs as Novel Delivery
Systems, vol. 14 del ACS Symposium Series y Bioreversible Cariers in Drug
Design, ed. Edward B. Roche, American Phamaceutical Association and
Pergamon Press, 1987, proporcionan una discusion de la sintesis y el uso de
profarmacos.

Los términos “sales” y “sales farmacéuticamente aceptables” se refieren
a sales organicas e inorgdnicas de un compuesto, un esterecisémero del
compuesto, o un profarmaco del compuesto.

“Sobrepeso” y la condicién de "obeso” mas grave quieren decir que se
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posee un peso corporal mayor al ideal (mas especificamente, grasa corporal
superior a la ideal) y, en general, se define por un indice de masa corporal
(IMC), que se comrelaciona con la grasa corporal total y el riesgo relativo de
sufrir una muerte prematura o incapacidad debido a la enfermedad como
consecuencia del sobrepeso o la condicion de obeso. Los riesgos para la salud
se incrementan con el incremento de la grasa corporal excesiva. El IMC se
calcula con el peso en kilogramos dividido por la altura en metros cuadrados
(kg/m?) o, como alternativa, con el peso en libras, multiplicado por 703, dividido
por la altura en pulgadas cuadradas (bs x 703/in%). El "sobrepeso”
nommalmente consfituye un IMC de entre 250 y 2909. La “obesidad”
nomalmente se define como un IMC de 30 o superior (véase, p. ej., Nacional
Heart, Lung and Blood Institute, Clinical Guidelines on the identification,
Evaluation and Treatment of Overweight and Obesity in Adults, The Evidence
Report, Washington, DC: US Department of Health and Human Services, NIH
publicacién n® 984083, 1998). En los individuos muy musculados, la
correlacion entre el IMC, la grasa corporal y el riesgo de enfermedad es méas
débil que en otros individuos. Por tanto, la evalvacion de si estos individuos
muy musculados tienen en realidad sobrepeso o son obesos se puede realizar
con mas precisidén mediante ofra medida tal como una medida directa de la
grasa corporal total o la evaluacion de la proporcioén cintura-cadera.

El “sindrome metabdlico®, como se define en la presente memoria
descriptiva, y de acuerdo con el Adult Treatment Panel Ili (ATP lIl; National
Institutes of Health: Third Report of the National Cholesterol Education Program
Expert Panel on Detection, Evaluation and Treatment of High Blood Cholesterol
in Adults (Adult Treatment Panel lil), Executive Summary; Bethesda, MD,
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National Institutes of Health, National Heart, Lung and Blood Institute, 2001

(NIH pub. N°® 01-3670), se produce cuando una persona tiene tres o0 mas de los

siguientes sintomas o trastornos:

1.

4,
5.

Obesidad abdominal: circunferencia de la cintura > 102 cm en varones y
> 88 cm en mujeres;

Hipertrigliceridemia: = 150 mg/dl (1,695 mmoll);

Bajos niveles de colesterol HDL: < 40 mg/dl (1,036 mmol/l) en varones y
< 50 mg/dl (1,295 mmolf) en mujeres;

Presién arterial elevada: > 130/85 mmHg (17,33/11,33 kPa);

Niveles elevados de glucosa en ayunas: > 110 mg/dl (= 6,1 mmoi); o

de acuerdo con los criterios de la Organizacién Mundial de la Salud (Alberti
y Zimmet, Diabet. Med. 15: 539-53, 1998), cuando una persona presenta

diabetes, deterioro de la tolerancia a la glucosa, alteracién de los niveles de

glucosa en ayunas o resistencia a la insulina mas dos o mas de las

siguientes anomalias:

1.
2.

Presi6n arterial elevada: 2 160/90 mmHg (21,33/12,00 kPa);
Hiperlipidemia: concentracion de ftriglicéridos > 150 mm/di (1,685 mmol/)
y/o colesterol HDL < 35 mg/dl (0,8 mmol/l) en varones y < 39 mg/di (1,0
mmol/l) en mujeres;

Obesidad central: proporcion cintura-cadera > 0,90 para varones y >0,85
en mujeres y/o IMC > 30 kg/m?;

Microalbuminuria: tasa de excrecién de albdmina en orina 2 20 pg/min o
una proporcién albdmina-creatinina > 20 mg/kg.

Por “terapéuticamente eficaz se quiere decir que tiene como resultado

una disminucién, con respecto al control adecuado, de la grasa corporal y/o el



10

15

20

25

14

peso corporal; y/o la mejora de uno o0 mas sintomas de diabetes (DMNID y/o
DMID); los sintomas o trastornos del sindrome metabélico; y/o la intolerancia a
la glucosa.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién serdan todavia mas
evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y de Ias
reivindicaciones. Aunque [a invencién se describe en relacién con formas de
realizacion especificas, debera entenderse que otros cambios y modificaciones
que se pueden practicar también son parte de esta invencién y también se
encuentran dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas. Esta solicitud
estd destinada a cubrir cualquier equivalente, variacién, uso o adaptacién de la
invenciébn que siguen, en general, los principios de la invencién, incluidas las
desviaciones de la presente descripcibn que entran dentro de la préctica
conocida o habitual de la técnica, que se pueden determinar sin
experimentacién indebida. Todas las publicaciones, incluidas las solicitudes de
patentes publicadas y las patentes concedidas, mencionadas en la presente
memoria descriptiva se incorporan en su totalidad por referencia.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La FiG. 1 muestra el transcurso del tiempo en los cambios del peso
corporal, como el porcentaje del cambio respecto a la linea base, para los
cuatro grupos experimentales: ratones de tipo salvaje (C57) alimentados con
una dieta pobre en grasas (C57 DPG); ratones inactivados para CCR2 /- (KO)
alimentados con una dieta pobre en grasas (KO DPG); ratones de tipo salvaje
alimentados con una dieta rica en grasas (C57 DRG); y ratones KO en CCR2
alimentados con una dieta rica en grasas (KO DRG). Los ratones C57 DRG

exhibieron un incremento en el peso corporal en comparacion con los ratones
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C57 DPG. No obstante, los ratones KO DRG no experimentaron un incremento
similar en el peso corporal en comparacion con los ratones KO DPG.

La FIG. 2 es una gréfica lineal que muestra el curso en el tiempo de la
grasa en el epididimo en forma del porcentaje de peso corporal para los cuatro
grupos experimentales. Los ratones KO en CCR2 mostraron una menos
adiposidad en relacién con el peso corporal en comparacion con los ratones
C57 control alimentados con dietas similares.

Las FIG. 3A-3D proporciona imagenes de secciones histolégicas para el
tejido adiposo de los cuatro grupos experimentales después de 12 semanas.

La FIG. 4 es una gréfica de barras que detalla el curso en el tiempo del
consumo de alimentos, normalizado para ganancia de peso corporal para los
cuatro grupos experimentales. A pesar de la reducida ganancia de peso
corporal de los ratones KO DRG, como se muestra en la FIG.1, los ratones KO
DRG consumieron una cantidad igual o ligeramente superior de la DRG en
comparacion con los ratones C57 alimentados con DRG.

La FIG. 5 muestra el consumo de oxigeno (VO2) en los cuatro grupos
experimentales. No se observaron cambios significativos en la tasa metabélica
entre los cuatro grupos experimentales.

La FIG. 6 muestra el VO2 en reposo en los cuatro grupos
experimentales. No se observaron cambios significativos entre los cuatro
grupos experimentales.

La FIG. 7 es una grafica lineal que muestra los niveles de insulina en
plasma en ayunas en los cuatro grupos experimentales. Los ratones KO en
CCR2 eran més sensibles a la insulina que los ratones C57 control para ambos

protocolos, DRG y DPG, como sugieren los menores niveles basales de
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insulina.

Las FIG. BA-8B son gréficas lineales que muestran los resultados de una
prueba de tolerancia a la giucosa oral (PTGO) y los niveles de insulina en los
cuatro grupos experimentales. Los ratones KO en CCR2 alimentados con DRG
exhibieron una desviacion significativamente reducida de los niveles de glucosa
en la PTGO en comparacion con los ratones C57 alimentados con DRG.

La FIG 9. es una grafica lineal que muestra los resultados de una prueba
de tolerancia a la glucosa oral (PTGO) en ratones KO en CCR2 y ratones C57
alimentados con una dieta normal. Los ratones KO en CCR2 fueron
significativamente més tolerantes a la glucosa en comparacion con los ratones
C57 control.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién esta dirigida a procedimientos para disminuir el
peso corporal y/o la grasa corporal en un animal, p. ej., en el fratamiento de
pacientes con sobrepeso u obesos (p. ej., seres humanos o animales de
compafiia), o como medio para producir came mas magra en animales para
alimentacién (p. €j., ganado vacuno, polios, cerdos), en pacientes que lo
necesiten mediante la administracién de un antagonista del CCR2.

La invencién estd ademas dirigida a procedimientos para tratar
trastomos del sindrome metabélico en pacientes (humanos o animales) que lo
necesiten mediante la administracion de un antagonista del CCR2.

La invencién también estad dirigida a procedimientos para tratar la
diabetes no insulino dependiente (dependiente de insulina y/o no dependiente
de insulina) y/o la intolerancia a la glucosa en pacientes (humanos o animales)

que lo necesiten mediante la administracién de un antagonista del CCR2.
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Como se describe en los Ejemplos de la presente memoria descriptiva,
los ratones inactivados para CCR2 +/- (KO) son relativamente resistentes a
desamollar un mayor peso corporal y mayor adiposidad. Los datos también
muestran sintomas reducidos del sindrome metabdlico, consiguiente a la
exposicion a una dieta rica en grasas (DRG). Los ejemplos demuestran que
causar una disminucién de la actividad del CCR2 es un procedimiento eficaz
para reducir el peso corporal y/o la grasa corporal, puede mejorar un sintoma
de sindrome metabélico, se puede usar, por ejemplo, para tratar pacientes
(humanos y animales) con sobrepeso, obesos y/o que sufren uno o mas
sintomas del sindrome metabélico, y para tratar especies animales para
alimentacion para producir came méas magra.

Ejemplo de antagonistas de quimiocinas (inhibidores)

Los antagonistas de quimiocinas, y especlficamente los antagonistas del
CCR2, que podrian ser utiles en la practica de la presente invencién, también
se pueden identificar mediante los ensayos indicados en la presente memoria
descriptiva, y pueden incluir aquéllos como se describen en los siguientes
documentos de patente: WO 04/050024; WO 04/016769; WO 03/093266; WO
03/093231; WO 03/092586; WO 03/051821; WO01/514687;, WO00/89815; WO
00/89432; WO 00/46199; WO 98/25617; WO 98/25605; la solicitud publicada
de EE.UU. n® 2003144339; la solicitud publicada de EE.UU. 20030165494; |a
solicitud publicada de EE.UU. n°® 2003 008883; la solicitud publicada de EE.UU.
2002042370; la patente de EE.UU. n° 8.737.435; la patente de EE.UU. n°
6.686.353; la patente de EE.UU. n° 813.760; la patente de EE.UU. n°
6.560.888; la patente de EE.UU. n° 6479.527; la patente de EE.UU n°
6.472.410; la patente de EE.UU n° 6.451.842; la patente de EE.UU. n°
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6.403.587; la patente de EE.UU. n° 6.441.004; la patente de EE.UU.
6.362.177; la patente de EE.UU. n° 6.387.812; la patente de EE.UU.
6.201.501; la patente de EE.UU. n° 6.288.103; la patente de EE.UU.
6.140.349; la patente de EE.UU. n° 6.140.338; la patente de EE.UU.
6.166.037; la patente de EE.UU. n° 6.138.827; la patente de EE.UU.
6.124.319; la patente de EE.UU. n° 8.084.075; la patente de EE.UU.
6.013.684; la patente de EE.UU. n° 5.862.462 y la patente de EE.UU.
5.719.778.

Antagonistas del CCR2

3333 3 3

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “antagonista
de la funcion del CCR2" se refiere a un agente (p. ej., una molécula, un
compuesto), que puede inhibir una (es decir una o mas) funcién del CCR2. Por
ejemplo, un antagonista de la funcién del CCR2 puede inhibir la unién de uno o
mas ligandos (p. ej., MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP4 y MCP-5) al CCR2 y/o
inhibir la transduccién de la sefial mediada a través del CCR2 (p. ej.,
intercambio de GDP/GTP mediante proteinas G asociadas al CCR2, flujo de
calcio intracelular). En consecuencia, los procesos mediados por el CCR2 y las
respuestas celulares (p. ej., proliferacidén, migracion, respuestas quimioticticas,
secrecion o desgranulacién) pueden inhibirse con un antagonista de la funcion
del CCR2. Como se usa en la presente memoria descriptiva, “CCR2" se refiere
al receptor 2 de quimiocinas CC naturales (p. ej., CCR2 de mamifero (p. €.,
CCR2 humano {Homo sapiens)) y abarca variantes naturales, tales como
variantes alélicas y variantes de corle y empaime (p. ej., receptor 2a de
quimiocinas CC y/o receptor 2b de quimiocinas CC).

Un antagonista de la funcién del CCR2 es un compuesto que es, por
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ejemplo, una molécula organica pequefia, un producto natural, una proteilna (p.
€j., anticuerpo, quimiocina, citocina), un péptido o un peptidomimeético.

En la técnica se conocen varias moléculas que pueden antagonizar una
o mas funciones de los receptores de quimiocinas (p. ej., CCR2), incluidas
moléculas organicas; proteinas, tales como anticuerpos (p. ej., sueros
policlonales, monoclonales, quiméricos, humanizados, humanos) y fragmentos
de los mismos de unién al antigeno; mutantes y analogos de quimiocinas; y
péptidos.

Los antagonistas de la funcibn de CCR2 se pueden identificar, por
ejemplo, mediante bibliotecas para la deteccidbn selectiva de colecciones de
moléculas, tales como, el Depésito Quimico del Instituto Nacional del Cancer,
como se describe en la presente memoria descriptiva, o usando otros
procedimientos adecuados.

Otra fuente de antagonistas de la funcién del CCR2 son bibliotecas
combinatorias, que pueden comprender muchas especies moleculares
estructuraimente distintas. Las bibliolecas combinatorias se pueden usar para
identificar compuestos principales o para optimizar una pista identificada
previamente. Tales bibliotecas se pueden fabricar mediante procedimientos
bien conocidos de quimica combinatoria y detectarse de forma selectiva
mediante procedimientos adecuados, tales como los procedimientos descritos
en la presente memoria descriptiva. .

Como se ha indicado anteriormente, otros antagonistas del CCR2,
incluidos los antagonistas selectivos del CCR2, se pueden identificar usando
ensayos estdndar conocidos para los expertos en la técnica. Brevemente, un
tipo de deteccién selectiva para identificar moduladores selectivos del CCR2

66



10

15

20

25

20

usa lineas celulares, incluidas células primarias o células de CCR2
transfectadas. Como altemnativa, se podrian utilizar modelos animales.

Preferentemente, la proteina CCR2 usada en los ensayos de deteccién
selectiva para los antagonistas o inhibidores del CCR2 es humana (patente de
EE.UU. n° 5.707.815 y patente de EE.UU. n° 6.132.887 y Charo y col. (1984)
PNAS 91: 2752-2756). En la técnica también se conocen y se pueden utilizar
en ensayos proteinas CCR2 de otras especies de mamiferos.

Como alternativa al andlisis de la inhibicibn de la unidn del ligando de
CCR2 esta la evaluacién de la inhibicién de la funcién del CCR2.

Los agentes del andlisis usados para la deteccién selectiva de agentes
terapéuticos CCR2 se pueden seleccionar de forma individual, por ejemplo, de
los documentos de patentes indicados anteriormente, u obtenerse de una
biblioteca de compuestos. Tales agentes incluyen péptidos, bibliotecas
moleculares derivadas de la quimica combinatoria hechas de aminoacidos de
configuracion D y/o L, fosfopéptidos, anticuerpos, productos biolégicos
modificados incluidos, por ejemplo, proteinas modificadas, y compuestos
organicos e inorganicos pequefios. Las bibliotecas incluyen bibliotecas
bioloégicas, bibliotecas de compuestos naturales, bibliotecas de peptoides
(bibliotecas de moléculas que tienen las funciones de péptidos, pero con
nuevas estructuras no peptidicas que son resistentes a la degradacion
enzimética permaneciendo bioactivas) (Zuckermann (1994), J. Med. Chem 37,
2678-85), bibliotecas de fase sélida o de fase de solucién paralelas y dirigibles
espaciaimente, procedimientos de biblioteca sintética que requieren
desconvolucién, el procedimiento de biblioteca de “una perla-un compuesto”® y
procedimientos de biblicteca sintética usando seleccibn mediante
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cromatografia de afinidad.

En la técnica se pueden encontrar ejemplos de los procedimientos para
la sintesis de bibliotecas moleculares (DeWitt y col. (1993), PNAS, 90: 6909;
Erd y col., (1984) PNAS 91: 11422; Zuckermann y col. (1984), J. Med. Chem.
37; 2678; Cho y col. (1995), Science, 261: 1303 y Gallop y col. (1994), J. Med.
Chem. 37: 1233.

Las bibliotecas de compuesios se pueden presentar en solucién
(Houghten (1992) Bjotechniques, 13: 412-421) o en perias (Lam, (1991) Nature
354: 82-841), en microprocesadores (Fodor (1993), Nafure 364; 555-556);
bacterias o esporas (Ladner, patente de EE.UU. n° 5.223.409), plasmidos (Cull
y col. (1992), PNAS 89: 1865-1868) o fagos (Scott y col. (1990), Science 249:
386-390; Deviin (1990), Science 249: 404-408; Cwirla y col. (1990) PNAS 87:
6378-6382; y Felici (1991), J. Mol. Biol. 222: 301-310).

Procedimientos de detecclon selectiva

Como se ha indicado anteriormente, la invencion también incluye
procedimientos de deteccién selectiva para identificar agentes que puedan
usarse en los procedimientos de tratamiento descritos en la presente memoria
descriptiva, Estos procedimientos pueden incluir la determinacién de si un
agente modula (directa o indirectamente) el CCR2, la unién del ligando o la
funcién, seguido por la confirnacién de si es eficaz a la hora de reducir o
mantener el peso corporal y/o la grasa corporal. La confirmacion del
tratamiento eficaz de trastomos o de un sintoma del sindrome metabdlico.
También se puede proporcionar la confimacién del tratamiento eficaz de la
diabetes, dependiente de insulina o no dependiente de insulina, y/o la

intolerancia a la glucosa. En el caso de la diabetes, la eficacia del agente
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terapéutico se puede determinar mediante una prueba de tolerancia a la
glucosa. Como altemmativa, los procedimientos de seleccibn pueden
simplemente implicar agentes de andlisis de los que se sabe que son agentes
terapéuticos CCR2 por su eficacia en tales procedimientos terapéuticos.

El ensayo de la eficacia de un agente a la hora de alterar la actividad
CCR2 se puede llevar a cabo usando procedimientos bien conocidos en [a
técnica (Charo y col., (1994) PNAS 91, 2752-2756).

La eficacia terapéutica de tales compuestos activos se puede determinar
mediante procedimientos terapéuticos estindar en cultivos celulares o en
modelos animales, p. ej., para determinar la DES0 (la concentracién de
compuesto que produce un 50% del efecto maximo). Una vez que se ha
determinado que el agente es un antagonista del CCR2 o si se esta analizando
un antagonista del CCR2 conocido, el agente se puede analizar después para
confimar que es eficaz en los procedimientos terapéuticos descritos en la
presente memoria descriptiva. Tales andlisis se pueden llevar a cabo en
sistemas de un modelo animal adecuado para las afecciones descritas en la
presente memoria descriptiva. Por ejemplo, ratones genéticamente obesos (p.
ej., C57BL (ob/ob)), ratones con obesidad inducida con la dieta (es decir
ratones OID) o ratas se pueden tratar con un agente terapéutico y los efectos
del agente sobre diversos parAmetros asociados con las condiciones descritas
en la presente memoria descriptiva se pueden comparar con las de los
animales que se han mantenido en condiciones similares, con la excepcion de
que no han sido tratados con el agente terapéutico. Los pardmetros que se
pueden analizar con este fin incluyen, por ejemplo, peso corporal, grasa

corporal, insulina, glucosa, triglicéridos, dcidos grasos libres, adiponectina,
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hemoglobina A1c, colesterol, leptina y/o fructosamina. Ejemplos de aigunos de
estos se proporcionan mas adelante en los Ejemplos. Agentes terapéuticos que
se ha encontrado que poseen un impacto positivo sobre estos pardmetros
pueden seleccionarse después para su analisis en otros estudios preclinicos o
clinicos, como los expertos en la técnica pueden determinar.

Caracterizacion de los antagonistas de CCR2

Agentes antagonistas del CCR2 que se ha encontrado que poseen un
impacto positivo sobre parametros relevantes para los procedimientos
terapéuticos comentados en la presente memoria descriptiva pueden
analizarse en estudios preclinicos o clinicos, como los expertos en esta técnica
pueden determinar.

Los datos obtenidos de los ensayos de cultivo celular y modelos
animales se pueden usar para formular un intervalo de dosificaciones para uso
en seres humanos. La dosificacién puede variar en funciéon de la forma
farmacéutica empleada y la via de administraciéon. Para cualquier compuesto o
agente usado en el procedimiento de la invencién, la dosis terapéuticamente
eficaz se puede estimar iniciaimente a partir de ensayos de cultivos celulares.
Una dosis puede formularse en modelos animales para alcanzar un intervalo de
concentraciones en plasma circulantes que incluye la CI50. Tal informacién se
puede usar para determinar con mas exactitud las dosis Utlles en seres
humanos, Los niveles en plasma se pueden medir, por ejemplo, mediante
cromatografla liquida de alto rendimiento.

Procedimientos terapéuticos
Un agente terapéutico identificado como un antagonista del CCR2 se

adminisira en una dosis suficiente para reducir o mantener el peso corporal y/o
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la grasa corporal, p. ej. en el caso de un paciente obeso mediante la reduccién
de la masa de los depdsitos adiposos o en un individuo que busque mantener
el peso corporal y/o la grasa corporal. Tales cantidades terapéuticamente
eficaces se determinardn usando técnicas de optimizacion rutinarias que
dependen de, por ejemplo, la afeccién del paciente (humano o animal), la via
de administracién, la formulacién, el juicio del facultativo y otros factores
evidentes para los expertos en la técnica a la luz de esta descripcion.

Los agentes terapéuticos CCR2 adecuados para usar de acuerdo con la
presente invencion se pueden administrar solos pero, en el tratamiento de
seres humanos, se administrardn, en general, en mezcla con un excipiente,
diluyente o transportador farmacéutico adecuado, seleccionado en relacién con
la via de administracién prevista y la practica farmacéutica estandar.

Por ejemplo, los antagonistas CCR2 adecuados para usar de acuerdo
con la presente invencién o sales o solvatos de los mismos se pueden
administrar por via oral, bucal o sublingual, en forma de comprimidos, capsulas
(incluidas capsulas de gel blando), mulfiparticulas, geles, peliculas, 6vulos,
elixires, soluciones o suspensiones, que pueden contener agentes
aromatizantes o colorantes, para aplicaciones de liberacibn inmediata,
retardada, modificada, sostenida, doble, de liberacion controlada o pulsatil.
Tales compuestos también pueden administrarse a través de formas
farmacéuticas de rapida dispersion o de rdpida disolucién o en forma de una
dispersibn de alta energla o en forma de particulas recubiertas. Tales
formulaciones farmacéuticas adecuadas pueden encontrarse en forma
recubierta o sin recubrir, como se desee.

Tales composiciones farmacéuticas sélidas, por ejemplo comprimidos,
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pueden contener excipientes tales como celulosa microcristalina, lactosa,
citrato sddico, carbonato calcico, fosfato célcico dibasico, glicina y almidon
(preferentemente almidén de malz, patata o de tapioca), disgregantes tales
como almidén glicolato sddico , croscamelosa soédica y ciertos silicatos
complejos y aglutinantes de la granulacién tales como polivinilpirrolidona,
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa (HPC), acetato
succinato de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCAS), sacarosa, gelatina y goma
arabiga. Ademas, se pueden incluir agentes lubricantes tales como estearato
de magnesio, dcido estearico, behenato de glicerilo y talco.

Las composiciones sélidas de un tipo similar también se pueden emplear
como cargas en las capsulas de gelatina o las capsulas de HPMC. A este
respecto, los excipientes incluyen lactosa, almidén, celulosa, azicar de la leche
o polietilenglicoles de alto peso molecular. Para las suspensiones acuosas y/o
los elixires, los compuestos antagonistas CCR2 pueden combinarse con
diversos agentes endulzantes o aromatizantes, materia o pigmentos colorantes,
con agentes emulsionantes y/o de suspension y con diluyentes tales como
agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de los mismos.

Las formas farmacéuticas de liberacién modificada y de liberacion pulsatil
pueden contener excipientes tales como los detallados para las formas
farmacéuticas de liberacidén inmediata junto con excipientes adicionales que
actian como modificadores de la velocidad de liberacion, estando recubiertas
y/o incluidas en el cuerpo del dispositivo. Los modificadores de la velocidad de
liberacién incluyen, pero no se limitan exclusivamente a ellos, HPMC,
HPMCAS, metilcelulosa, carboximetilcelulosa sddica, etilcelulosa, acetato de

celulosa, oxido de polietileno, goma xantin, Carbomer, copolimero de
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metacrilato amonico, aceite de ricino hidrogenado, cera de camauba, cera de
parafina, acetato ftalato de celulosa, ftalato de hidroxipropiimetiicelulosa,
copolimero de acido metacrilico y mezclas de los mismos. Las formas
farmacéuticas de liberacion modificada y de liberacion pulsatil pueden contener
uno © una combinacién de excipientes modificadores de la velocidad de
liberacion. Los excipientes modificadores de la velocidad de liberacién pueden
estar presentes dentro de la fooma farmacéutica, es decir dentro de la matriz,
v/o sobre la forma farmacéutica, es decir sobre la superficie o el recubrimiento.

Las formulaciones fammacéuticas de rdpida dispersibn o disolucién
(FFDR) pueden contener los siguientes ingredientes: aspartamo, acesulfamo
potasico, acido citrico, croscarmelosa sddica, crospovidona, dcido diascorbico,
acrilato de etilo, etilcelulosa, gelatina, hidroxipropilmetilcelulosa, estearato de
magnesio, manitol, metacrilato de metilo, aromatizante de menta,
polietilenglicol, sllice de pirélisis, dibxido de silicio, almidén glicolato sédico,
estearll fumarato de sodio, sorbitol, xilitol. Los términos de dispersién o de
disolucion como se usan en la presente memoria descriptiva para describir las
FFDR dependen de ia solubilidad de la sustancia fairmacolégica usada, es decir
en los casos en los que la sustancia famacoldgica es insoluble se puede
preparar una forma farmacéutica de dispersion rapida, y, en los casos en los
que la sustancia famacolégica es soluble se puede preparar una forma
farmacéutica de disolucién rapida.

Los antagonistas de CCR2 adecuados para usar de acuerdo con la
presente invencién también se pueden administrar por via parenteral, por
ejemplo por via intracavemosa, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal,

intratecal, intraventricular, intrauretral, intraesternal, intracraneal, intramuscular
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o subcutdnea, o pueden administrarse mediante infusion o técnicas sin aguja.
Para tal administracién parenteral mejor se usan en forma de una solucioén
acuosa estéril, que puede contener ofras sustancias, por ejemplo, suficientes
sales o glucosa para hacer que la solucidn sea isotbnica con la sangre. Las
soluciones acuosas deben tamponarse de forma adecuada (preferentemente
hasta un pH de aproximadamente 3 a 9), si es necesario. La preparacion de
formulaciones parenterales adecuadas en condiciones estériles se realizara
con facilidad mediante técnicas farmacéuticas estandar bien conocidos para los
expertos en la técnica.

Para la administracibn oral y parenteral a los pacientes (humanos o
animales), el nivel de dosificacion diaria de los antagonistas de CCR2 para usar
en la presente invencion normalmente sera de 1 a 500 mg (en dosis Gnicas o
divididas). Un intervalo de dosificacion es de aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 100 mg. La dosificacion puede ser mediante una dnica dosis,
dosis diaria dividida o multiples dosis diarias. Como altemativa, la dosificacion
continua, tal como, por ejemplo, a través de una forma farmacéutica de
liberacién controlada (p. €j., lenta) se puede administrar diariamente o durante
més de un dia cada vez.

Por tanto, por ejemplo, los comprimidos o capsulas de los antagonistas
de CCR2 adecuados para usar de acuerdo con la presente invenciébn pueden
contener de 1 mg a 250 mg de compuesto activo para la administracién dnica o
de dos o mas cada vez, segin sea adecuado. Los comprimidos o capsulas
preferidos contendran de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 50 mg
de compuesto activo para la administracién (nica 0 de dos o mas cada vez,

segun sea adecuado. El médico determinard, en cualquier caso, la dosificacién
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real, que sera la méis adecuada para cualquier paciente individual, y variara con
la edad, el peso y la respuesta del paciente concreto. Por supuesto, puede
haber casos individuales donde se consideren dosificaciones mayores o
menores, y tales dosificaciones se encuentran dentro del alcance de esta
invencién.

Los antagonistas de CCR2 adecuados para usar de acuerdo con la
presente invenciéon también se pueden administrar por via intranasal o
mediante inhalacién y se liberan de forma conveniente en forma de un
inhalador de polvo seco o un pulverizador de aerosol a partir de un envase
presurizado, bomba, pulverizador o nebulizador con el uso de un propelente
adecuado, p. €ej., diclorodiflucrometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafiuorcetano, un hidrofluocroalcano tal como 1,1,1,2-tetrafluoroetano
(HFA 134A™ o 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano (HFA 227EA™), didxido de
carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad
de dosificacién se puede determinar proporcionando una valvula para liberar
una cantidad medida. El envase presurizado, bomba, pulverizador o
nebulizador puede contener una solucidon o suspensioén del compuesto activo,
por ejemplo usando una mezcla de etanol y el propelente como disolvente, que
puede ademas contener un lubricante, por ejemplo tricleato de sorbitano. Se
pueden formular capsulas y cartuchos (hechos, por ejemplo, de gelatina) para
usar en un inhalador o insuflador para que contengan una mezcla en polvo de
un compuesto de la invencién y una base de polvo adecuada tal como lactosa
o almidén.

Preferentemente se disponen formulaciones en aerosol o en polvo seco

de forma que cada dosis medida o “puff” contiene de 1 a 50 mg de un
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antagonista de CCR2 para liberar en el animal que se va a tratar. La dosis
diaria global con un aerosol estard en el intervalo de 1 a 50 mg, que pueden
administrarse en una dosis Unica 0, mas nomalmente, en dosis divididas
durante el dia.

Los antagonistas de CCR2 adecuados para usar de acuerdo con la
presente invencién también pueden formularse para liberar a través de un
atomizador. Las formulaciones para dispositivos atomizadores pueden contener
los siguientes ingredientes como solubilizantes, emulsionantes o agentes de
suspension: agua, etanol, glicerol, propilenglicol, polietilenglicoles de bajo peso
molecular, cloruro sédico, fluorocarburos, éteres de polietilenglicol, trioleato de
sorbitano, acido oleico.

Como altemnativa, los antagonistas de CCR2 adecuados para usar de
acuerdo con la presente invencién se pueden administrar en forma de un
supositorio o pesario, o pueden aplicarse topicamente en forma de un gel,
hidrogel, locién, solucién, crema, unglento o polvo suelto. Los antagonistas de
CCR2 adecuados para usar de acuerdo con la presente invencion también se
pueden administrar por via dérmica o transdérmica, por ejemplo, mediante el
uso de un parche cutdneo. También se pueden administrar por las vias
pulmonar o rectal.

Los antagonistas de CCR2 también se pueden administrar por via ocular.
Para uso oftdimico, los compuestos se pueden formular en forma de
suspensiones micronizadas en soluciéon salina isotonica, con pH ajustado,
estéril o, preferentemente, en forma de soluciones en solucién salina isot6nica,
con pH ajustado, estéril, opcionalmente en combinacién con un conservante tal

como cloruro de benzalconio. Como alternativa, se pueden formular en un
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ungilento tal como vaselina.

Para la aplicacién topica en la piel, los antagonistas de CCR2 adecuados
para usar de acuerdo con la presente invencion se pueden formular en forma
de un unglento adecuado que contenga el ingrediente o agente activo
suspendido o disuelto en, por ejemplo, una mezcla con uno o mas de los
siguientes: aceite mineral, vaselina liquida, vaselina blanca, propilenglicol,
compuesto de polioxietileno polioxipropileno, cera emulsionante y agua. Como
altemativa, se pueden formular en forma de locidbn o crema adecuadas,
suspendidos o disueltos en, por ejemplo, una mezcla de uno o mas de los
siguientes: aceite mineral, monoestearato de sorbitano, un polietilenglicol,
parafina liquida, polisorbato 60, cera de ésteres cetilicos, alcohol cetsarilico, 2-
octildodecanol, aicohol bencilico y agua.

Los antagonistas de CCR2 adecuados para usar de acuerdo con la
presente invencibn también se pueden usar en combinacion con una
ciclodextrina. Se sabe que las ciclodextrinas forman complejos de inclusion y
de no inclusién con moléculas farmacoldgicas. La formacién de un complejo de
farmaco-ciclodextrina puede modificar la propiedad de solubilidad, la tasa de
disolucién, la biodisponibiidad y/o de estabiidad de una molécula
farmacolbgica. En general los complejos fammaco-ciclodextrina son dtiles para
la mayoria de las formas farmacéuticas y las vias de administracion. Como
alternativa a la formacién directa de complejos con el farmaco, la ciclodextrina
se puede usar como aditivo auxiliar, por ejemplo como transportador, diluyente
o solubilizante. Las ciclodexirinas aifa, beta y gamma son algunos de los
ejemplos mas usados y adecuados y se describen en las publicaciones PCT n°
WO 91/11172, WO 94/02518 y WO 98/55148.
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En general, en seres humanos, la administracién oral es la via preferida,
siendo a menudo la mas conveniente. En circunstancias en las que el receptor
sufre un trastomo de la deglucién o una alteracién de la absorcién del fairmaco
tras la administracion oral, el fArmaco puede administrarse por via parenteral,
sublingual o bucal. En el caso en que el agente sea inactivo por via oral se
podria utilizar la administracién parenteral.

Para uso veterinario, un inhibidor del CCR2 se administra como
formulacion adecuadamente aceptable de acuerdo con la préctlica veterinaria
normal y el cirujano veterinario determinara el régimen de dosificacién y la via
de administracién, que serdn la mas adecuadas para un animal concreto. Tales
animales incluyen animales de compaiila con sobrepeso, obesos o en riesgo
de tener sobrepeso o ser obesos. Otros animales que se pueden tratar de
acuerdo con la presente invencién son animales para alimentacién con el fin de
obtener came mas magra que la que se obtendria sin el tratamiento de acuerdo
con la presente invencion.

Los antagonistas del CCR2 usados de acuerdo con |a presente invencion
también se pueden usar junto con otros agentes farmacéuticos para el
tratamiento de las enfermedades, afecciones y/o trastomos descritos en la
presente memoria descriptiva. Estos segundos agentes se seleccionarian de
modo que tuvieran un efecto beneficioso combinado sobre el tratamiento del
paciente. Por tanto, también se proporcionan procedimientos de tratamiento
que incluyen administrar antagonistas del CCR2 en combinacién con otros
agentes farmacéuticos. Agentes famacéuticos adecuados que se pueden usar
en combinacién con los compuestos de la presente invencion inciuyen agentes

antiobesidad seleccionados que pueden incluir inhibidores de la secrecidon de



10

15

20

25

32

apolipoproteina B/proteina de transferencia de triglicéridos microsomal! (apo-
B/MTP), inhibidores de la 11p-hidroxi esteroide deshidrogenasa 1 (11p-HSD de
tipo 1), el péptido YY3-36 o andlogos de los mismos, agonistas de MCR-4,
agonistas de la colecistoquinina A (CCK-A), inhibidores de la recaptaciébn de
monoamina (tales como sibutramina), antagonistas del receptor 1 cannabinoide
(tales como rimonabant), agentes simpaticomiméticos, agonistas del receptor
B3 adrenérgico, agonistas dopaminérgicos (tales como bromocriptina), analogos
de la hormona estimulante de melanocitos, agonistas de 5SHT2c, antagonistas
de la hormona concentradora de melanina, leptina (la proteina OB), anélogos
de la leptina, agonistas del receptor de la leptina, antagonistas de galanina,
inhibidores de la lipasa (tales como tetrahidrolipstatina, es decir orlistat),
agentes anoréxicos (tal como un agonista de bombesina), agentes del receptor
del neuropéptido Y (p. ej., agonistas de NPY Y2), compuestos seleccionados
descritos en la patente de EE.UU. n° 6.566.3687; la patente de EE.UU. n°
6.649.624; la patente de EE.UU. n° 6.638.942; la patente de EE.UU. n°
6.605.720; la patente de EE.UU. n° 6.495.559; la patente de EE.UU. n°
6.462.053; la patente de EE.UU. n° 6.388.077; la patente de EE.UU. n°
6.335.345 y la patente de EE.UU. n°® 6.326.375; la publicacién de EE.UU. n°
20020151456 y la publicacién de EE.UU. n° 2003036652; y las publicaciones
PCT n® WO 03/010175; WO 03/082180 y WO 02/048152, agentes
tiromiméticos, deshidroepiandrosterona o un analogo de la misma, agentes
receptores de glucocorticoides seleccionados, antagonistas del receptor de
orexina, agonistas del receptor del péptido 1 similar al glucagén, factores
neurotréficos ciliares (tales como Axokine™ disponible en Regeneron

Phamaceuticals, Inc., Tarrytown, NY), inhibidores de proteinas humanas
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relacionadas con agouti (AGRP), antagonistas de recepiores de ghrelina,
antagonistas del receptor de la histamina 3 o agonistas inversos, agonistas del
receptor de la neuromedina U y similares. Olros agentes antiobesidad,
incluidos los agentes preferidos expuestos a continuacion en la presente
memoria descriptiva, son bien conocidos o seran faciimente evidentes a la luz
de la presente descripcién, para un experto habitual en la técnica.

Especialmente preferidos son los agentes antiobesidad seileccionados del
grupo compuesto por orlistat, sibutramina, bromocriptina, leptina, rimonabant,
péptido YY3-36 o un analogo del mismo; y 2-oxo-N-(5-fenilpirazinil)espiro-
[isobenzofuran-1(3H),4'-piperidinal-1'-carboxamida. = Preferentemente, los
compuestos de la presente invencién y los tratamientos de combinacién se
administran junto con ejercicio y una dieta sensata.

Agentes antiobesidad representativos para usar en las combinaciones,
composiciones farmacéuticas y procedimientos de la invencion se pueden
preparar usando procedimientos conocidos para el experto habitual en la
técnica, por ejemplo, la sibutramina se puede preparar como se ha descrito en
la patente de EE.UU. n® 4.929.629; la bromocriptina se puede preparar como
se ha descrito en la publicacién de EE.UU. n° patente de EE.UU. n® 3.752.814
y la patente de EE.UU. n® 3.752.888; el orlistat se puede preparar como se ha
descrito en la patente de EE.UU. n° 5.274.143; la patente de EE.UU. n°
5.420.305; la patente de EE.UU. n° 5.540.917; y la patente de EE.UU. n°
5.843.874, el imonabant se puede preparar como se ha descrito en la patente
de EE.UU. n° 5.624.941; el PYY33s (incluidos los andlogos del mismo) se
puede preparar como se ha descrito en la publicacion de EE.UU. n°
20020141985 y la publicacibn PCT n® WO 03/027637; y el antagonista del
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receptor de NPY Y5 2-oxo-N-{5-fenilpirazinil)jespiro{isobenzofuran-1(3H),4'-
piperidinal-1'-carboxamida se puede preparar como se ha descrito en la
publicacién de EE.UU. n° 20020151456.

Kits

La invencibn también proporciona kits o envases farmacéuticos que
incluyen antagonistas del CCR2 para usar en la prevencion y el tratamiento de
las enfemedades y afecciones descritas en la presente memoria descriptiva.
Ademas de uno o mas antagonistas del CCR2 en la forma de, por ejemplo,
comprimidos, cdpsulas o polvos liofilizados, los kits 0 envases pueden incluir
instrucciones para usar los antagonistas en la prevencién o el tratamiento de
tales enfermedades y afecciones. Los antagonistas se pueden proporcionar en
los kits o envases en un frasco u otra forma adecuada (p. ej., un envase
blister). Opcionalmente, los kits 0 envases fammacéuticos también pueden
incluir otros agentes farmacéuticamente activos (véase, por ejemplo los
agentes indicados anteriormenie, tales como agentes antiobesidad), y/o
materiales usados en la administracion del(los) farmaco(s), tales como
diluyentes, agujas, jeringas, aplicadores y similares.

La invencibn se basa, en parte, en los siguientes resultados
experimentales. Aunque la invencibn se describe en la presente memoria
descriptiva en relacibn con formas de realizacidn especificas, debera
entenderse que otros cambios y modificaciones que se pueden practicar
también son parte de esta invencién y también se encuentran dentro del
alcance de las reivindicaciones adjuntas. Esta solicitud estad destinada a cubrir
cualquier equivalente, variacion, uso o adaptacién de la invencién que siga, en

general, los principios de la invencion, incluidas las desviaciones de la presente
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descripcion que entran dentro de la prictica conocida o habitual de la técnica,
que se pueda determinar sin experimentacién indebida.
Ejemplos

Los ratones CCR2 (KO) (-/-) fueron proporcionados por el Dr. Israel Charo
del J. David Gladstone Institutes. Para generar tales ratones con alteracién
dirigida del CCR2 se puede usar la recombinacién homéloga en células madre
embrionarias (véase también Kuziel, W. A. y col. (1997) PNAS 94, 12053-
12058 y Boring, L. y col. (2001) J. Clin. Invest. 100, 2252-2561). Se dejé que
los ratones CCR2 (KO) (-/-) macho de la misma edad (n= 20) y los ratones
control de la misma camada salvajes (+/) (C57) (n= 20) se aclimataran
durante dos semanas antes del inicio del estudio y se les proporciont acceso
libre a agua y a alimento para roedores Purina 5001 (Purina, Brentwood, MO).

Los ratones fueron alojados individuaimente y se dividieron en dos
grupos: un primero grupo alimentado con una dieta compuesta por 10 kcal% de
grasa (dieta pobre en grasas (DPG)) y un segundo grupo alfimentado con una
dieta compuesta por 45 kcal% de grasa (dieta rica en grasas (DRG)) (D12331
Rodent Diet, Research Diets, Inc. New Brunswick, NJ) durante las 15 semanas
de duracién del estudio. A los ratones se les proporciond acceso libre a agua.
La ingesia de alimentos se midid en animales mantenidos en un ciclo de 24
horas, 5 dlas/semana (Lunes-Viemnes). El peso corporal se deteminé eldlaOy
una vez una semana después.

Otro estudio comparé ratones KO en CCR2 y ratones C57, en el que
ambos grupos fueron alimentados con una dieta normal (Purina 5001 rodent
chow, Purina, Brentwood MO) para determinar las diferencias en los niveles de

insulina en plasma en ayunas.
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Se determinaron el gasto de energla y el consumo de oxigeno usando un
sistema Oxymax (Columbus Instruments, Columbus, OH). Los ratones fueron
alojados en condiciones de laboratorio estandar y se mantuvieron alimentados
con la dieta experimental. Los ratones se aclimataron a cdmaras selladas
(20,32 cm x 10,16 cm x 13,97 cm (8"x 4"x 5,5”) del calorimetro (un ratén por
camara). Las cdmaras se colocaron en controladores de actividad. El
calorimetro de calibré antes de cada uso, el flujo de aire se ajust6 a 1,6
litros/min, y los tiempos de configuracién del sistema y de la toma de muestras
se establecieron en 60 s y 15 s, respectivamente. El consumo de oxigeno, la
produccién del diéxido de carbono y la actividad deambulatoria se midié cada
10 min durante un periodo de 4 horas.

Se realizd una prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO) después del
final de la semana 16 del estudio en los ratones de los cuatro grupos
experimentales, tomando una primera muestra alrededor de las 8:30 de la
mafana (tiempo cero) después de una noche en ayunas. Las muesiras de
sangre retroorbital se recogieron a tiempo cero, como se ha indicado, y
después se administraron 2 g/kg de peso corporal de carga de glucosa oral. Se
tomaron muestras de sangre adicionales a 30, 60, 120 y 180 minutos después
de la prueba de exposicion a la glucosa. A 100 pul de 0,025 por ciento de
solucién salina heparinizada en microtubos (Denville Scientific, Inc., Metuchen,
NJ) se afiadieron 25 ul de sangre. Los tubos se centrifugaron a la maxima
potencia elevado en una Microfuge® 12 (Beckman Coulter, Fullerion, CA)
durante 2 minutos.

La mafiana del altimo dia del estudio se determinaron los pesos
corporales y después se tomaron muestras de sangre a través del seno

B3
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retroorbital para la determinaciéon de la glucosa en plasma. A continuacién los
ratones fueron sacrificados y se recogio alrededor de un mililitro de sangre en
tubos de separacién de plasma Microtainer® con heparina de litio (Becton-
Dickinson, Inc., Franklin Lakes, NJ). Los tubos se cenfrifugaron en una
Beckman Microfuge 12 a la velocidad maxima durante cinco minutos. El plasma
se recogié en tubos Eppendorf de 1,5 ml y se congelaron en nitrégeno liquido.
Se retiraron también almohadillas de grasa del epididimo, se pesaron, y se
congelaron instantdneamente en nitrégeno liquido. Todas las muestras se
almacenaron a -80 °C.

Los niveles de glucosa en plasma se midieron en un instrumento
disponible comerciaimente utilizando los reactivos del fabricante (Roche/Hitachi
912 Clinical Chemistry Analyzer, Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, IN).

Los niveles de insulina en plasma se evaluaron usando el kit de insulina
Mercodia ELISA suministrado por ALPCO Diagnostics (Windham, NH) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 1: Efecto de la inhibicién del CCR2 sobre el peso corporal, la
grasa corporal y la tasa metabélica en ratones macho alimentados con
una dieta rica en grasas (DRG)

La alteracion del gen del CCR2 en los ratones KO en CCR2 (KO) tuvo
como resultado un fenotipo robusto de resistencia al desarrolio de obesidad
mientras consumian una dieta rica en grasa (DRG). Los ratones de tipo salvaje
(C57) alimentados con la dieta DRG mostraron un incremento en el peso
corporal en comparacion con los ratones C57 alimentados con una dieta pobre
en grasas (DPG), mientras que los ratones KO en CCR2 alimentados con una

DRG mantuvieron un peso corporal comparable a los ratones KO en CCR2
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alimentados con una DPG. El fenctipo resistente a obesidad de los ratones KO
en CCR2 alimentados con DRG es claramente evidente, como se muestra en
la FIG. 1. En contraste con los ratones C57 alimentados con DRG, que
incrementaron su peso corporal aproximadamente 30-35% por encima del peso
basal en justo 7 semanas, el peso corporal de los ratones KO en CCR2
alimentados con una dieta DRG se incrementd sélo un 5-10% por encima de su
peso basal, un incremento comparable al observado en los ratones KO en
CCR2 alimentados con una DPG vy los ratones C57 alimentados con una dieta
DPG.

La medicién del tejido adiposo epididimario expresado en forma de un
porcentaje de peso corporal mostrado en la FIG. 2 demuestra que la ganancia
de peso experimentada por los ratones C57 alimentados con una DRG se
debid al incremento de la adiposidad. Aunque en los ratones KO en CCR2
alimentados con una DRG se incrementd la grasa corporal en el curso del
estudio, pemanecié significativamente menor que en los ratones C57
mantenidos con la misma dieta (3,2% frente al 5,0% del peso corporal total,
respectivamente).

Exploracién histolégica de tejido adiposo, pancreas y secciones
hepaticas

Ratones C57 y KO en CCR2 (n= 5/grupo) fueron alimentados bien con
una DPG o una dieta DRG durante 12 semanas. Al final del periodo, se realizd
la necropsia de los animales y se obtuvieron muestras de tejido adiposo,
pancreas e higado de los ratones para su exploracién histolégica. Se pesoé el
tejido adiposo blanco y se calculé su porcentaje relativo con respecto al peso

corporal.
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Las secciones de iejido adiposo se tifieron para Mac 2, un marcador de
macréfagos, y la cantidad de tincién, asl como el tamafio de los adipocitos, se
midieron mediante anélisis morfométrico. La cantidad final de tincién con Mac 2
se corrigié para el tamafio de los adipocitos.

Secciones de tejido adiposo:

Peso del 6érgano: Se produjo un incremento del peso del tejido adiposo
epididimario tanto en los ratones C57 como en los ratones KO alimentados con
una dieta rica en grasa (DRG) como se indica en la Tabla 1. Este incremento
fue mas pronunciado en los ratones C57 (2,6 x frente a 2,1x). En los grupos
alimentados con una dieta pobre en grasas (DPG), el peso del tejido adiposo
en los ratones KO fue ligeramente menor que en los ratones C57.

Tabla 1

Datos del tejido adiposo epididimario (expresado en forma de % del peso corporal total,

n= 5/grupo)

Semana | CB/ DPG EIM [CBTDRG  EIM | RODPG EIM C57ORG EIM

7
15

24538 0,1625854 4,0554 06201637 1,253 0,1820883 2,1584 0,118287
2,504612 0,2484071 4,854 0,5481387 1,748 0,2324001 3,212 0,379017

15

20

Exploracién microscéopica: Los adipocitos eran mayores tanto en ratones C57
como en ratones KO alimentados con la dieta DRG. Compdérense las FIGS. 3B
y 3D (ratones alimentados con dieta DRG) con las FIGS. 3A y 3C (ratones
alimentados con dieta DPG). El tamafio de los adipocitos obtenidos de los
ratones C57 parecid® mayor que el de los ratones KO. Comparense las FIGS.
3A y 3B (ratones ¢57) con las FIGS. 3C y 3d (ratones KO). Esta observacién se
confirné mediante andlisis morfomnétrico y fue consistente con los pesos de los

drganos.
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En los ratones C57 alimentados con DRG se observé un nimero mayor
de macréfagos en tejido adiposo, que se comelacioné con el mayor tamafio de
los adipocitos. En contraste con ello, los ratones KO alimentados con DRG
mostraron menor numero de macrifagos en tejido adiposo epididimario. Esta
observacion se confirmé mediante analisis morfométrico.

Los datos histoquimicos anteriores muestran que existe un mayor tamaiio
de los adipocitos tanto en ratones C57 alimentados con DRG como en ratones
KO alimentados con DRG. E! incremento es mas intenso en los ratones C57.
Este incremento se asocia con infiltrados de macréfagos en la grasa.

Las diferencias en el peso corporal entre los ratones C57 alimentados con
DRG y los ratones KO alimentados con DRG no pudieron explicarse mediante
un menor consumo de alimentos en los ratones KO. Los ratones KO en CCR2
consumieron la DRG en igual medida en comparacién con sus homoélogos C57
(FIG. 4).

No se observaron claros cambics en [a tasa metabdlica en los ratones KO
en CCR2 alimentados con DRG. El consumo de oxigeno (VO2), medido como
VO2 total (FIG. 5) o Indice de intercambio respiratorio (RER) (FIG. 6) no fue
significativamente diferente en los ratones KO alimentados con DRG. Los
valores de VO2 en reposo para los ratones C57 alimentados tanto con DRG
como con DPG fueron equivalentes a los ratones KO en CCR2 alimentados
con DRG y DPG.

Estos resultados demuestran que la disminucién de la actividad CCR2 es
un medio eficaz de reducir el peso corporal y/o reducir la grasa corporal, y de
tratar trastomos asociados con el aumento de adiposidad.

Ejemplo 2. Efecto del CCR2 sobre los parametros metabélicos en
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ratones alimentados con una dieta rica en grasas

Los ratones KO en CCR2 presentan menores niveles basales de insulina,
lo que implica una mejor sensibilidad a la insulina (FIG. 7) como muestran las
desviaciones de glucosa reducida y son resistentes a las elevaciones de
glucosa durante una PTGO (FIG. 8). Ademas, en contraste con los ratones C57
alimentados con DRG, los ratones KO en CCR2 alimentados con DRG no
desamollaron hiperinsulinemia e intolerancia a la glucosa (FIG. 8A y 88).

Estos resultados demuestran que los agentes terapéuticos CCR2 serian
eficaces en el fratamiento de trastomos asociados con diabetes, intolerancia a
la glucosa o resistencia a la insulina. Los agentes terapéuticos CCR2 serian
eficaces en el tratamiento de trastornos asociados con el sindrome metabdlico.
Ademads, los agentes terapéuticos CCR2 serian eficaces para reducir o
mantener el peso corporal y/o la grasa corporal, en el tratamiento de trastomos

asociados con el incremento de la adiposidad.
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Habiendo descrito la invencién como antecede, se declara como propiedad lo

contenido en las siguientes

REIVINDICACIONES

Un procedimiento para tratar un sujeto para reducir o mantener la
grasa corporal y/o el peso corporal, que comprende administrar a un
sujeto que necesite reducir o mantener la grasa corporal y/o el peso
corporal una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente
terapéutico quimiocina CC 2 (CCR2).

Un procedimiento para tratar un sujeto para tratar la diabetes o la
intolerancia a la glucosa, que comprende administrar a un sujeto que
necesite tratamiento para la diabetes o la intolerancia a la glucosa una
cantidad terapéuticamente eficaz de un agente terapéutico quimiocina
CC 2 (CCR2).

Un procedimiento para tratar un sujeto para tratar trastomos del
sindrome metabdlico, que comprende administrar a un sujeto que
necesite tratamiento para un trastomo de sindrome metabdlico una
cantidad terapéuticamente eficaz de un agente terapéutico quimiocina
CC 2 (CCR2).

El procedimiento como se cita en las reivindicaciones 1, 2 ¢ 3, en el

que el agente terapéutico CCR2 es un antagonista de CCR2.
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El procedimiento como se cita en las reivindicaciones 1, 2 6 3, en el
que el agente terapéutico CCR2 es un inhibidor de un ligando de
CCR2.

Un procedimiento para identificar un agente que se puede usar para
reducir la grasa corporal y/o el peso corporal, que comprende (i)
administrar un agente terapéutico CCR2 a un sujeto problema e (ii)
determinar si el agente terapéutico CCR2 es eficaz en la reduccion o
el mantenimiento de la grasa corporal y/o el peso corporal en el sujeto
problema.

Un procedimiento para identificar un agente que se puede usar para
tratar la diabetes o la intolerancia a la glucosa, que comprende (i)
administrar un agente terapéutico CCR2 a un sujeto problema e (i)
determinar si el agente terapéutico CCR2 es eficaz para tratar la

diabetes o la intolerancia a la glucosa en el sujeto problema.

Un procedimiento para identificar un agente que se puede usar para
tratar un trastomo del sindrome metabdlico, que comprende (i)
administrar un agente terapéutico CCR2 a un sujeto problema e (ii)
determinar si el agente terapéutico CCR2 es eficaz para fratar un

trastomo del sindrome metabdlico en el sujeto problema.

El procedimiento como se cita en las reivindicaciones 6, 7 u 8, en el

que el agente terapéutico CCR2 es un antagonista del CCR2.

qo
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El procedimiento como se cita en las reivindicaciones 6, 7 u 8, en el
que el agente terapéutico CCR2 es un inhibidor de un ligando del
CCR2.

El procedimiento como se cita en una de las reivindicaciones 1, 2 6 3,
que ademas comprende analizar el agente terapéutico CCR2 en un
andlisis in vitro para determinar la actividad terapéutica de CCR2
antes de administrar el antagonista del CCR2 al sujeto problema.

Un kit que comprende un agente terapéutico CCR2 e instrucciones
para administrar el agente terapéutico a un paciente para reducir o

mantener la grasa corporal y/o el peso corporal en el sujeto.

Un kit que comprende un agente terapéutico CCR2 e instrucciones
para administrar el agenie terapéutico a un paciente para tratar la

diabetes y/o la intolerancia a la glucosa en dicho paciente.

Un kit que comprende un agente terapéutico CCR2 e instrucciones
para administrar el antagonista a un paciente para tratar un trastomo
del sindrome metabdlico en dicho paciente.

ql
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RESUMEN

La presente invencién proporciona procedimientos para disminuir o
mantener el peso corporal y/o la grasa corporal en pacientes, p. ej. humanos y
animales, por ejemplo en el tratamiento de pacientes con sobrepeso u obesos,
o como medio para producir came méas magra en animales para alimentacion,
p. ej., ganado vacuno, pollos, cerdos, solo 0 en combinacién con un segundo
agente terapéutico; procedimientos para tratar la diabetes y/o la intolerancia a
la glucosa; y procedimientos para tratar trastornos del sindrome metabdlico en
pacientes que lo necesiten, mediante la administracion de un agente
terapéutico CCR2, kits para los usos terapéuticos identificados anteriornente y
procedimientos de identificar agentes terapéuticos CCR2 para tratar los usos
terapéuticos descritos anteriormente.
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Glucosa en plasma (mg/dl)
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT
NOTIFICACION DE TRANSMISION DEL REPORTE DE EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL DE PATENTABILIDAD
(PCT Regla 71.1)
De: AUTORIDAD DE REVISION PRELIMINAR INTERNACIONAL

Para:

FULLER, Grover F., Jr.

c/o LAWRENCE, Jackie
Pfizer Inc. MS8260-1615
Eastern Point Road
Groton, CT 06340

Estados Unidos de América

Sello de Recibido 09 de agosto de 2006, Departamento de patentes
Pfizer INC.

Fecha de expedicién: 04.08.2006

Referencia del expediente del solicitante o mandatario: PC32224A
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2005/002162

Fecha de presentacion internacional: 18.07.2005

Fecha de prioridad: 30.07.2004

Solicitante: PFIZER PRODUCTS INC. et al

1. Se notifica al solicitante que la Administracibn Encargada del
Examen Preliminar Internacional ha emitido el informe de examen
preliminar internacional para la solicitud internacional y se lo

transmite adjunto, acompaifiado, si procede, de sus anexos.

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

Oficinas elegidas.

3. Si alguna Oficina elegida lo exige, la Oficina Internacional realizara
una traduccién en inglés del informe (con exclusién de sus anexos) y

la transmitira a las Oficinas interesadas.
4, RECORDATORIO

Para iniciar la fase nacional ante cada Oficina elegida, el solicitante
debe cumplir ciertos actos (presentacién 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).

A
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Cuando deba entregarse una traduccion de la solicitud internacional
o una oficina elegida, se incluira la traduccién de cualquier anexo de
informe de Examen Preliminar Internacional. Corresponde al
solicitante preparar la traduccion en cuestion y entregarla
directamente a cada Oficina elegida interesada

Para mfis 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 aplicacién
industrial definidos en el Articulo 33(2) a (4) s6lo servirdn 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 direccién 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: Ladurner, Y
Tel: + 49 89 2399 - 7319



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

Referencia del expediente del solicitante o mandatario: PC32224A
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2005/002162

Fecha de presentacién internacional: 18.07.2005

Fecha de prioridad: 30.07.2004

Clasificacion Internacional de Patentes (IPC) o la vez clasificacion
nacional e IPC: INV. A61K45/00 A61P3/10 A61P5/50
Solicitante: PFIZER PRODUCTS INC. et al

1. El reporte de examen preliminar internacional ha sido preparado
por esta Autoridad de Revisién Preliminar Internacional bajo el
Articulo 35 y es transmitido al solicitante segin el Articulo 36.

2. Este REPORTE consta de un total de 8 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 continuacién:

[] 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 Administracion
(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
divulgacibn de 1la invencibn tal como fue
originalmente presentada, segiin se indica en el punto
4 del Reglamento I y en el Recuadro Suplementario.

b. [ (remitido inicamente a la Oficina Internacional} un
total de (indicar tipo y soporte(s) electrénico(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).



9. El presente informe contiene indicaciones relativas a los

siguientes puntos:
] Recuadrol Base de este informe
] Recuadronl Prioridad
Bd Recuadrolll  Ninguna formulacién de opinién sobre la
novedad, la actividad inventiva y la
aplicacion industrial
Recuadro IV Falta de unidad de Invencién
X] RecuadroV Declaracion motivada segin el Articulo
35(2) sobre la novedad, la actividad
inventiva y la aplicacién industrial, citas y
explicaciones en apoyo de esta declaracién
[Q RecuadroVI  Ciertos documentos citados
[[] RecuadroVII Defectos en la Solicitud Internacional
X Recuadro VT Observaciones relativas a la solicitud
internacional
Fecha de radicaciéon de la demanda: 10.11.2005

Fecha de elaboracion de este reporte: 04.08.2006

Nombre y direccién 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: Pilling, S

Tel: + 49 89 2399-
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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
depositd, salvo indicacién en contra seflalada a continuacion.

[0 Este informe estd basado en una traduccién del idioma
original al siguiente idioma , que es el de una traduccion
proporcionada a los fines de:

bilisqueda 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 opinion se ha establecido sobre la base de (las hojas de reemplazo

que hayan sido enviadas a la Oficina receptora en respuesta a un
requerimiento segin el Articulo 14 se las denomina en este informe como

“inicialmente presentadas” y no se anexan al informe):
Descripeion, Piginas
1-17 . tal como se presentaron inicialmente
Reivindicaciones, Nimeroa

1-14 tal como se presentaron inicialmente
Dibujos
1/11-11/11 tal como se presentaron inicialmente

[0 wunalista de secuencias y/o tabla(s) relativa(s) — ver Recuadro
Suplementario relativo a Listas de Secuencias

3.

o

Las modificaciones ha ocasionado la cancelaciéon de:

la descripcion, paginas

las reivindicaciones, Nos.

los dibujos, hojas/fig.

la lista de secuencias (especificar):

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

OO00a

S
L]

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

\O8



més alld de la divulgacion de la invencion tal como fue
presentada, como se indica en el Recuadro Suplementario (Regla
70.2(c)).

[l la descripcién, paginas

[[J] las reivindicaciones, Nos.

[(] los dibujos, hojas/fig.

[] lalista de secuencias (especificar):

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

* 8i se utiliza el punto 4, algunas o todas estas pdginas pueden llevar el
sello de “sustituida®.

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

[0 al conjunto de la solicitud internacional,
a las reivindicaciones Nos 1, 4-6, 9-12 parcialmente.

debido a que:

B4 1a solicitud internacional, o las reivindicaciones Nos. 1, 4-6,
9-12 parcialmente en cuestion se refieren al objeto,
respecto del cual no requiere examen preliminar
internacional (especifique):

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

formular una opinién significativa (especifique):

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

O no se ha emitido informe de biisqueda internacional para
dichas reivindicaciones Nos 27. como se indica arriba

[0 lalista de de secuencias nucleétidas y/o de aminoécidos no
cumplen la norma estindar prevista en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas por que:



WO

La lista en papel {] no se presentd

[0 nocumple con la norma estindar

La lista en formato legible por ordenador

O

[J no se presentd
[0 nocumple con la norma estindar

las tablas relativas a las listas de secuencias de nucle6tidas
y/o de aminodcidos, si inicamente se han presentado en
formato legible por ordenador, no cumplen con los
requisitos técnicos previstos en el Anexo C-bis de las
Instrucciones Administrativas.

Ver recuadro suplementario para mas detalles.

Recuadro No. IV Falta de unidad de Invencibn

1.

3.

O

L]
X

En respuesta al requerimiento para limitar las
reivindicaciones o pagar tasas adicionales, el solicitante:

ha limitado las reivindicaciones

ha pagado tasas adicionales

ha pagado tasas adicionales bajo protesta

no ha limitado las reivindicaciones ni pagado las
tasas adicionales.

ni ha restringido las reivindicaciones ni pagado las
tasas adicionales.

0O 0O0O0O0

Esta Administracién considera que no se cumple la
exigencia de unidad de la invenciébn por los motivos
indicados a continuaciéon, y con forme a la Regla 68.1,
decide no requerir al solicitante para limitar las
reivindicaciones o pagar tasas adicionales.

Esta Administracion considera que el requerimiento de unidad de
invencién segin las reglas 13.1, 13.2 y 13.3:

se cumple
no se cumple por las siguientes razones:

Ver hoja adjunta

4.

En consecuencia, el presente informe se ha establecido con
relacién a las partes siguientes de la solicitud internacional:
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[0 todas las partes de la solicitud

X las partes relativas a la reivindicaciones Nos. 1, 4-6, 9-12

Recuadre No. V Declaracién razonada segin 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) Si: Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1, 4-6, 9-12

Nivel Inventivo (IS) Si: Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1, 4-6, 9-12

Aplicacién Industrial (IA) Si: Reivindicaciones 12 (por
reivindicaciones 1, 4-6, 9-12 (ver comentario Item III).

No: Reivindicaciones
2. Citas y explicaciones (Regla 70.7)

ver hoja separada.

Recuadro No. VI. Clertos documentos citados

1. Ciertos documentos publicados (Regla 70.10}
y/o
2. Divulgaciones no escritas (Regla 70.9)

Ver hoja adjunta

Recuadro No. VIII Observaciones relativas a la solicitud
internacional.

Se formulan las observaciones siguientes sobre la claridad de las
reivindicaciones, de la descripcién y de los dibujos o sobre si las
reivindicaciones se fundan totalmente en la descripcion:

ver hoja adjunta



REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL — HOJA ANEXA
Solicitud Internacional No. PCT/1B2005/002162

SECCION I
No formulacién de concepto con respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicacién
industrial

1. Las reivindicaciones |, 4a 6, 9 a 11 se relacionan con materia considerada por
esta Autoridad cubierta por las provisiones establecidas en Ia Regla 67.1(iv) del PCT.
De manera que no se formulard concepto alguno con respecto a la aplicacion industrial
de la materia de estas reivindicaciones (Articulo 34(4)(a)(1) del PCT).

2, La reivindicacion 12 estd relacionada con un kit que comprende un agente
terapéutico de CCR2 junto con sus instrucciones. Tal como lo indica la presente
solicitud, agentes terapéuticos de CCR2 se conocen per se (ver por ejemplo, la pdgina 7
linea 33 hasta la pédgina 8 linea 6). Por lo tanto, la nica contribucién potencial al
estado de la técnica son “instrucciones para la administracion del agente terapéutico en
un paciente para reducir o mantener grasa corporal y/o peso corporal en el syjeto.”
Sin embargo, el contenido de informacidn de dichas instrucciones representa la mera
presentacién de informacidn y no se considera una caracter(stica técnica patentable. Por
lo tanto, no se requiere ahora ninguna evaluacion preliminar intemacional para la
reivindicacién 12 siempre y cuando esta reivindicacion defina la presentacién de
informacion (ver el Articulo 34(4)(a)(i) del PCT) y la Regla 67.1(v) del PCT).

SECCION IV
Falta de unidad de invencién

3. Existe una falta de unidad de invento (Regla 13.1 del PCT) con respecto a las
presentes reivindicaciones. El razonamiento detrds de esta falta de unidad es como se
expuso anteriormente en la Invitacién para el Pago de Tarifas Adicionales
(PCT/ISA/206). Por ende, no existe relacién técnica que involucre una o més de las
mismas o correspondientes caracter(sticas técnicas especiales (Regla 13.2 del PCT)
entre la materia de los siguientes grupos de reivindicaciones:

Materia de invencion (1); Reivindicaciones 1, 6, 12 y Reivindicaciones 4, 5, 9, 10, 11 en
parte; métodos de tratar un sujeto para reducir o mantener grasa corporal o peso
corporal usando un agente terapéutico de CC quimiocina 2; métodos para identificar un
agente que pueda ser usado para reducir grasa corporal o peso corporal usando un
agente terapéutico de CC quimiocina 2; un kit para reducir o mantener grasa corporal o
peso corporal que comprenda un agente terapéutico de CC quimiocina 2 ¢ instrucciones

Materia de invencién (2); Reivindicaciones 2, 7, 13 y Reivindicaciones 4, 5, 9, 10, [ 1 en
parte; métodos para tratar diabetes o la intolerancia a la glucosa usando un agente
terapéutico de CC quimiocina 2; métodos para identificar un agente que pueda ser usado
para tratar diabetes o la intolerancia a la glucosa usando un agente terapéutico de CC
quimiocina 2; un kit para tratar diabetes o la intolerancia a la glucosa que comprenda un
agente terapéutico de CC quimiocina 2 e instrucciones

\>



Materia de invencion (3); Reivindicaciones 3, 8, 14 y Reivindicaciones 4, 5, 9, 10, 11 en
parte; métodos para tratar trastomnos de sindromes metabélicos usando un agente
terapéutico de CC quimiocina 2; métodos para identificar un agente que pueda ser usado
para tratar trastornos de sindromes metabélicas usando un agente terapéutico de CC

quimiocina 2; un kit para tratar trastomos de sindromes metabélicos que comprenda un
agente terapéutico de CC quimiocina 2 ¢ instrucciones

SECCION V

Declaracién razonada bajo la Regla 66.2(a)(il) con respecto a la novedad, nilvel
inventivo y aplicacion industrial; citas y explicactones soportando dicha
declaracién

4. Los documentos citados en el Reporte de Blisqueda Internacional (ISR, por su
sigla en inglés) son enumerados D1 al DS en orden de lista. A menos que se indique lo
contrario, se hace referencia a los pasajes citados en dicho ISR.

5. El antecedente D] parece divulgar el uso de agonistas o antagonistas de
receptores de CC-quimiocina 2 o ligandos de los mismos para el tratamiento de
trastornos relacionados con grasa corporal incluyendo la obesidad. De manera similar,
el antecedente D2 parece divulgar el uso de antagonistas de receptores de CCR2 para el
tratamiento de la obesidad. Por consiguiente, la materia de las Reivindicaciones 1, 4 a
6, 9 a 12* no es novedosa con respecto a la divulgacién de tanto el antecedente D1
como D2 (Articulo 33(2) del PCT).

* Con respecto a la Reivindicacion 12, esta reivindicacion ha sido tomada para
unicamente definir un agente terapéutico CCR2 per se (ver los comentarios en la
presente arriba en el ftem HI).

6. Adn en el caso que pudiera establecerse la novedad con respecto a las presentes
reivindicaciones, entonces serla poco posible reconocerse un nivel inventivo. En este
aspecto, el antecedente D1 por lo menos parece ofrecer una clara enseflanza con
respecto al uso de receptores de quimiocinas, en particular los receptores de CCR2, en
la regulacion de la grasa corporal.

7. La presente evaluacién de novedad y nivel inventivo ha sido realizada en la
suposicion de que las reivindicaciones tienen derecho a su més temprana fecha de
prioridad.

SECCION VI
Ciertos documentos citados

8. Se advierte al Solicitante que las divulgaciones de los antecedentes D3 y/o D4
podrian volverse relevantes con respecto a la novedad segin las leyes de patentes
regionales/nacionales. Este asunto serd considerado més adelante por las autoridades
examinadoras nacionales/regionales relevantes, si y cuando la presente solicitud ingrese
a la(s) fase(s) nacional(es)/regional(es).

SECCION VIl
Clertas observaciones sobre In solicitud internacional



9. La definicion de “un agente terapéutico de CC quimiocina 2 (CCR2)” en las
Reivindicaciones | y 6 parece ambiguo y poco claro (Articulo 6 del PCT). De manera
que el alcance de una reivindicacién debe ser claro a partir de la sola redaccién de la
reivindicacion. Esta definicién estd alin més confusa puesto que la abreviacién en
paréntesis (CCR2) en la Reivindicacion | parece relacionarse bdsicamente con un
receptor (ver la péigina 1, lineas 4 a 5) mientras que la definicién de “CC quimiocina 2"
parece no implicar claramente un receptor.

WA\



‘ PATENT COOPERATION TREATY J

= From tha

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY

PCT

To:
FULLER, Grover F., Jr.

\WRENCE, Jadul
9.-','#...-, Msaamq 815 NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
Eastom Point Road THE INTERNATIONAL PRELIMINARY
QGroton, CT 08340 REPORT ON PATENTABLITY
of maling
. {dayinonthjroar) 04.08.2006
Applicants or agnts fla reference
PC3Z2224A IMPORTANT NOTIRCATION
imemaBional appiication No. intamational Sing dale (dewinonthienr) Priorhy date (deynontiear)
PCTAB2005002162 18.07.2005 30.07.2004
Applicamt

PFIZER PRODUCTS INC. et al.

1. The appiicant Is hereby noiified that this Intemational Preiminary Examining Authority tranemits herewith the
intemnational preliminary report on patentability and lis annaxes, if any, satablished on the inlemational

appiiation.

2. A copy ol the repori amxl its annexes, ¥ any, ls being transmitied to the international Bursau for
commumnication to all the slected Officas.

3. Wheare required by any of the elactad Offices, the Intemational Bureau will prapare an English transiation of
the report (but not of any annexes) and will tranemk such translation to thoss Offices.

4. REMINDER

The applicant must enter the national phase before sach electad Office by performing certain acts (fling
translations and paying national fees) within 3¢ months from the priority date (or latar in some Officos)
(Article 39(1)) (see also the reminder sent by the Intamnational Bureau with Forrn PCTABSO1).

Whare a transiation of the international appiication must be fumnished to an elected Office, that transiation
must contaln a transiation of any annexes 1o the intemational preliminary repart on patentmbliity. It s the
appiicant's mpomhllybpnpnnarﬂﬁmhhuuhhmlﬂbndhwﬂybudubdodmﬂam.

For further detalls on the applicable ime limie and requiremants of the elected Offices, see Volume Il of the
PCT Applicant's Quide.

The appiicant's attention Is drawn to Article 33(5), which pravidas that the critaria of novelly, inventive step
and Industrial applicabliilty described in Article 33(2) to (4) merely serve the purposes of. intemational
sexaminalion and that "any Contracting State may apply additional or differant criteria for the
purposes of deciding whather, In that Siate, the claimed Inventions Is patentable or not* (eee also Arlicle
27(5)) Such additional critaria may relate, lurmle 1o examptions from patentability, requirements for
enabling disclosure, clarity and support for the claime.

‘Mﬂmmﬂnm Authorized Ofhcar

preiminary sxamnng aumhonly: /' 3

T aa Euwopaan Pateni Ofice Ladumer, Y h ﬁ\
’ Tol +49 B 2390 - 0 Tx: 523658 epmu d Tel. 440 89 2399-7913 \ j

——  Fax +40 00 2300 - 4488 '\_.

Form PCTAPEN 418 (Janualy 2004)
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PATENT C OPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY
(Chaptur Il of the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Article 36 and Rule 70)
m""‘“‘"’“‘“ FOR PURTHER ACTION Sae Form PCTIPEAN1S
PCTAB2006002162 18.07.2008 30.07.2004

intemationsl Palent Classification (IPC) or nasonal ciassiicanon and 1PC
INV. AB1K4500 AB1PAN0 AB1PS50

Applicant
PFIZER PRODUCTS INC. st al.
— SO —— - N——

s el —————————————————— —

This report is the inlemational preliminary sxarmination report, ssiabiiahed by this intamational Preliminary Examining
mmmsmwwmmmmbnﬁ 36. "

2.  This REPORT comsists of & fotal of 8 sheets, including this cover sheet.

3.  Thia report ls also accompanied by ANNEXES, compriaing:
s. O gentto the appicant and fo the intemations! Bureau)a ial of shests, as tollows:

0 ahesis of the description, ciaims andior drawings which have besn amended and are the bals of thia raport
andbr sheets containing rectifications authorized by this Authority (see Rule 70.18 and Section 807 of the
Administrative instructions).

0 sheets which supersade earlier sheets, but which this Authority considers contain an amendment that goss
gmﬂhhdumhhhhnlmﬂwﬂhlbuuﬂhd.uhﬂhbﬂhm4dﬂuhl-d

upplemental Box.

b. O (sent to the intsmational Bureau anly) & iotal oI (Incicade type and number of slecironic cariers)) . containing a
mmmmnuuumhmmhmwr ulmlhlhﬂlnﬂn&pphmnulnu
Aalaling to Sequence Listing (sss Section 802 of the Adminizimtive instructions).

T TR

|

— —T
4. Thie report contal’s iIndicaiions relating 1o the following lhems:
E BoxNo.!  Basis of the report
) BoxNo.ll  Priorily
& BoxNo.lll Non-astablishment of opinion with regard to novelly, iwentive stap and mdusirial applicablity
¥ BoxMNo.iV  Lack of unity of invention

& BoxNo.V  Reasoned statement under Articie 35(2) with regard o novelty, inventive sisp or indusirial
applicatuRty; citetions arxi axplanations supporting such statement

& BoxNo. VI Ceriain documents cited
0 BoxNo. VIl  Cartain defects in the intamational appiication
& BoxNo. Vil Certsin cheervations on the Intemational application

Duie of subsission of ha demend Date of compiation of this report

10.11.2005 04.08.2008

Name and acdress of the imematonal Autworized officer

prefiminasy ¢ authodly: f‘\

————  Euopasn Pawnt Ofice ‘ '\
’ D-50288 Munich Plling, § j

Tel, +49 09 2399 - 0 Tic 523668 spmu d j
— & ror 4080 2300 - 4485 Telephone No. +49 80 2390- "

Form PCTAPEA/408 (Cover Sheet) (April 20085)
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. INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT intemational applaton No. \\)f

N PATENTABILITY PCTAB2005002162

Box No. | Basis of the report

. Wlhmmmﬂlehnm.mhmt:dmmIMﬁondnppllealimhﬂulanguagelnwlhhkm

fited, unless otherwise indicated u

O This report is based on translations from the orginal language nto the follow! .
which i the language of a translation fumished lor the purposea of: ing language
O indemational search (under Rules 12.3 and 23.1(b))
O publication of the Intamational application {(undes Rule 12.4)
O intemational pretiminary examination (under Rules 55.2 andir 55.3)

. With regard to the slemente* of the intemational application, this report is based on (replacement sheets which

have been furnished to the recelving Ofice in response o an invitation under Article 14 are referred 10 in this
report as “originally fled” and are not annaxed Io this report).

Desaription, Pages

1-17 as originally fled
Clalmes, Numbers

1-14 an originaly fied
Drawings, Shests

1N1-11A1 as originally flled

O asequence listing andbr any related table(s) - see Supplemaental Box Relating 1o Sequenca Listing

3 The amendments have resulted in the cancallation of:
O the description, pages
O the claims, Noe.
O the drawinge, sheatafige
O the sequence feting {apscily):
O any table(s) related to sequence leting (specily):

0 This report has been eslablished as H (soma of) the amendments ennexed to this report and liated below
had not beanh made, since have been conskiered 1o go bayond the diaciosure as fliad, as indicated in the
Supptemental Box {Rule 70.2(c)).

O the description, pages

O the claims, Nos.

0 the drawings, sheetafigs

O the sequence listing (specify):

O any table(s) related to sequence listing {spacify):

* If item 4 applies, some or all of these shasts may be markad "superseded.*

Ferm PCTAPEA/400 (Jaruary 2004)
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INT .EHNATIONAL PRELIMINARY REPORT Intemational application No.
* ON PATENTABILITY PCTAB2005002162

Box No. B Non-estsblishmant of opinion with regard to novelty, inventive atep and industrial
applicablilty

. The guestions whethar the claimed lmanumappaanlobemthnvulvaanhvanﬂvamp(bbom

obvious), or to be Indusirially applicable have not bean examined in respect of:
O the entire Inlernational appiication,

B claims Nos. 1,4-8,6-12 in pant
becauss:

B the said intamational appfication, or tha sald claims Nos. 1,4-6,9-12 In part relate to the following aubject

mafter which dosa not require an intemational prafvinary examination (spectiy):
soe asparate shest

m] mdmm.m«m(mu(pwﬁmrmmmuumm.mwm

that no maaningiul opinion could be formed (specil/

O the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion

could be formed.
no intsmational search report has been esatabilishad for the saikd claima Nos.

oo

C of the Administrative Instructions in thal:

the written form O has not been fumished

1 dose not comply with the standard
the computer readable form O haes not been fumished

O does not comply with the standard

(] m.mmwmmmmMmummm.uhmwmmmmy do

not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative instructions.

O See ssparate sheet for further datalle

Form PCTAPEA/400 (ianuary 2004)

the nuciectide andbr amino ackd sequence Usting does not comply with the standard provided for in Annex

\3
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. INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.

ON PATENTABILITY PCTAB2005002162

Box No. IV Leck of unity of invention

1. O In response to the inviiation to restrict or pay additions! fees, the applicant has:
O restrictad the claims.
O pald additional fess.
{0 paid additional fees under protest.
O neither restricted nor peld additional fees.

2. O This Authority found that the requirement of unity of invention s not complled with and choss, according 1o
Rula 68.1, not io invite the applicant to restrict or pay additional fees.

a Pmnmm“muwlmdmdMnianmnum13.1. 132 and 13.3
.

O complied with.
& not complied with for the following reasons:
sos soparate choot
4. Consaquently, this report haa bean establlshed in respect of the following parts of the intemational application:
O ol parts.
H tha parts relating to claims Nos. 1,4-6,8-12.

Bax No.V Reasconed statement under Article with regard to novelty, invantive of Industrial
applica ; citations and 3 mluehm . oop

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims
No: Claims 1.4-6,8-12
inventive step (IS) Yes: Claima
No: Claims 148,8-12
Indusatrial applicability (IA) Yos: Claims ill?'; (for claime 1,4-6,0-11 see the comments under llem
No: Claims

2 Chations and sxplanations (Ruls 70.7):
ses saparute shast

Form PCTAPEA/409 (January 2004)



. INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International appiication No.

Box No. V1 Cartain documants olted

1. Certain published documents (Rule 70.10)

and /or
2. Non-writon discliosures (Rule 70.9)
seo soparale sheet

Box No. V| Cerinin observations on the intsmational application

The fol observationa on the of the clal d , and drawin the wh
dll.mmly t’ym.clmlty ':“ me, description ge or an tha question whether the

see peperste sheat

Form PCTIPEA408 (Jarumry 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational application No.
REPORT ON PATENTABILITY
[SEPARATE SHEET) PCT/IB2005/002162

Claims 1, 4 to 6, 9 to 11 relate to subject-matter considered by this Authority to ba
covered by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no intemational
preiiminary examination will be made In respect of these claims with regard to
industrial applicability (Article 34(4)(e)(l} PCT).

Claim 12 is diracted fowards & kit comprising a CCR2 therapeutic agent together with
instructions. As indicated In the present application, CCR2 therapeutic agents are
known per se (see, for axample, page 7 line 33 to page 8 line 8). Hencs, the only
potential contribution to the ant Is “instructions for administering the therapeutic to a
patent to reduce or maintain the body fat and/or body weight in the subject."
However, the information content of sald instructions represents the presentation of
information and is nol regarded as a patentable technical feature. No intemational
pmllmlnary examlnanon Is, 1hereforo, prnemiy required in respect of Claim 12 In 50

; 2 ation (see Article 34(4)(a)(i) PCT)

and Rule 67.1(v) PCT).

| Baltem iV
| bach alunity af eantion

There is lack of unity of invention (Rule 13.1 PCT) In respect of the present claims.
The reasoning for this lack of unity is as previously set out in the Invitation to Pay
Additional Fees (PCT/1SA/208). Thus, there is ng technical relationshlp involving one
or more of the same or corresponding special technical features (Rule 13.2 PCT)
between the subject-matter of the following groupg of claims:

Invention subject (1); Claims 1, 8, 12 and Claims 4, 5, 9, 10, 11 in part; methods of
treating a subject to reduce or maintain body fat or body weight using a CC
Chemokine 2 therapeutic agent; methods for ldentifying an agent that can be used to
reduce body fat and/or body weight using a CC Chemokine 2 therapeutic agent: a kit
for reducing or maintaining body fat or body weight comprising a CC Chemokine 2

Form PCT/Gepantis Bhestié)B (Ehast 1) (EPO-Jarnmry 2004)
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* INTERNATIONAL PRELIMINARY Intamational appiication No.
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/1B2005/002162

therapeutic agent and instructions

Invention subject (2); Claims 2, 7, 13 and Claims 4, 5, 8, 10, 11 in part; methods of
treating diabetes or glucose Intolerance using a CC Chemokine 2 therapeutic agent;
methods for Identifying an agent that can be usad to treat dlabetes or glucose
intolerance using a CC Chemokine 2 therapeutic agent; a kit for treating diabetes or
glucose intolerance comprising a CC Chemolkdne 2 therapeutic agent and instructions

Invention subject (3); Claims 3, 8, 14 and Claims 4, 5, 9, 10, 11 in part; methods of
treating metabolic syndrome dieorders using a CC Chemokine 2 therapeutic agent;
methods for identifying an agent that can be used to treat metabolic syndrome
disorders using a CC Chemokine 2 therapeutic agent; a kit for treating metabolic
syndrome disorders comprising a CC Chemokine 2 therapeutic agent and
instructions

4. The documents cited In the Intamational Search Report (ISR) are consecutively
numbered D1 to D5 in the order of thelr listing. if not indicated otherwise, reference is
made to the passages cited In saki ISR.

S. Document D1 appears to disclose the use of agonists or antagonists of CC-
chemokine 2 receptors or ligands thereof for the treatment of disorders involving body
fat including obesity. Simllarly document D2 appears to disclose the use of
antagonists of CCR2 receptors for the treatment of obesity. Thus, the subject matter
of Claims 1, 4 10 6, 9 to 12* Is not new in view of the diaclosure of elther document
D1 aor D2 (Articla 33(2) PCT).

* With regard to Claim 12 this claim has presently been taken to merely define a
CCR2 therapeutic agent per se (see the comments herein above under item lii)

Form PCT/Separals Gheal/d08 (Bhwel 2) (EPO-January 2004)



*  INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational application No.
REPORT N PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/1B2005/002162

8. Ewven in the event thal novelty could ba astablished in reapect of the present claims,
then it appears uniikely that an inventive step could be acknowledged. In this regard,
document D1 &t least appears to give a clear teaching regarding the Involvement of
chemokine receptors, particularly CCR2 receptors, in the regulation of body fat.

7. The present assessment of novelty and inventive step has been made on the
assumption that the claims are entitled to their earfiest declared priority date

Beltem V1
Ceartain dacuments cltad

8. The Applicant s wamed that the diaclosure of documents D3 and/or D4 may become
relevant in respect of novelty according to national/ regional patent law. This matter
will be considered further by the relsvant national/ regional examining authorities, if
and when the present appfication entars the nationat/regional phase(s).

9. The definition of "a CC chemokine 2 (CCR2) therapeutic agent” in Claims 1 and 8
appears vague and unclear (Article 8 PCT). In thia regard, the scope of a claim
should be clear from the wording of the claim alone. This definlition Is further
obscured because the abbreviation in brackets (CCRB2) in Claim 1 appears to
essentlally relate to a pacapior (see page 1 fines 4 to 5) whereas the definition of "CC
chemokine Z* does not appear to clearly involve a receptor.

Form PCT/Saparets Sheetd00 (Shaet 3) (EPO-January 2004)
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\c 411 PRESENTACION  Follox 123 Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

i

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION [‘/ MODELO DE UTILIDAD | }
@ Indicacién de que se sollcta la concesish de una patente . [l—]/
® Datos de identificaclon del solicitante.o de la persona que presenta la sollcitud [ /
¢ Descripclén de la Invencién
€ Dibujos de ser estos pertinentas [z’/‘}
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas
COMPLETA | } " INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ']

. ® Indicaci6n de.que se solicita el registro de Disefio Industrial ’ [ 1
¢ Datos de Identificacién del solicitants o de Ia persona qus presenta la solicltud [ ]
¢ Representacién gréfica v fotogréfica de! Disefio Industrial o ‘muestra del 11

material que Incorpora ej disefio
¢ Comprobants de pago de las tasas establecidas [
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]}

ESQUEMA DE TRAZADO | ]

¢ ndicacion de-que se solicita el registro de un Esquema de Trazado { I

¢ Datos-de Identificacién del sollcitante o de la persona que presenta la solicitud [ 1

¢ Representacion gréfica del esquema trazado . [-}

¢ Comprobante-de pago de las tasas establecidas [ 1
[

]

COMPLETA [ ] INCOMPLETA

Flrrna Responsable
- Fecha 3 o 2007 Carrara 13 No. 27-00 Plso 5, 7y 10
' Conmutador: 3 82 08 40
Fax: -350 52 20
E-mail: [ffof@sic.gov.co
www.slc.gov.co

Bogotd, D.C., Colombla



REPUBLICA DE COLOMBIA ‘l;s:
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCI \

Bogotéd,
2020

Doctor(a)

OLARTE GARCIA CARLOS REINALDO
Apoderado(a) y/o Representante de
PFIZER PRODUCTH INC

REFERENCIA Radicaciém No. 7 8777
Solicitud internacional PCT/IB2005/002162
Fecha iniclo fase nacional 01/03/2007

Trimite 11
Evento 379
Actuacién 430

Oficio No. e 46 41

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articuloc 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Buperintendencia de Industria y Comercio, se le comumnica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesiém del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisifn 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 da la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha de
notificacién del presente oficio, caomplete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
conslderari abandonada y perderi asu prelacién.

Notifiquese el presentg oficio conforme a lo dispuesto en el numaral 5.2, literal
titulo primero de la Circular Unica No.1l0 dea 2001.

ALIX CARMEN CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la divisiSn de Nuevas Creaciones

El anterior requerimiento fum notificadc por fijacién en 1lista de

fecha .
adpa1l LU ASR=2897 .



