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1. Me refiero al auto dictado por ese Despacho notificado por fijacion en lista de 26 de
Mayo de 2015,

2. Con el fin de responder a las objeciones expuestas por el Sefior Examinador bajo
los acapites de claridad de las reivindicaciones y nivel inventivo, me permito presentar
los siguientes argumentos técnicos y las siguientes modificaciones en el capitulo
reivindicatorio de la solicitud de patente en cuestion, por medio de lo cual se superan
completamente dichas objeciones.

3. MODIFICACION DEL CAPITULO REIVINDICATORIO.

Ahora bien, me permito manifestar que es deseo del solicitante presentar un
capitulo reivindicatorio modificado, que remplaza al actualmente presentado, con el

propoésito de superar las objeciones presentadas como parte del concepto técnico
realizado por ese Despacho.

En conexidn con el mencionado capitulo reivindicatorio modificado, me permito
resaltar que éste no constituye de ninguna manera una ampliacion al alcance de la
solicitud, tal como fue originalmente presentada, toda vez que las reivindicaciones aqui
presentadas definen de forma precisa y limitada los compuestos 1-pirazolil-3-(4-((2-
anilinopirimidin-4-il)oxi)naftaien-1-if) ureas como inhibidores de P38 MAP cinasa, lo cual

es el objeto de la presente invencién de acuerdo con las ensefianzas de la descripcién.
Dichas modificaciones se exponen a continuacién:

(
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presentadas. |

|

Corresponde a la reivindicacion 8 actualmente presentada, en |

6 donde se ha modificado su dependencia de acuerdo a las nuevas |

|
: reivindicaciones 1-5, |

| .

De acuerdo a lo anterior, me permito sefalar que las reivindicaciones 4, 6 y 9 del
Capitulo Reivindicatorio originalmente presentado fueron eliminadas del documento
modificado.

De esta forma, el capitulo reivindicatorio modificado queda constituido por 6
reivindicaciones, las cuales se refieren de manera mas clara y concisa a los
compuestos  1-pirazolil-3-(4-((2-anilinopirimidin-4-il)oxi)naftalen-1-il) ureas como
inhibidores de P38 MAP cinasa, que son objeto de la presente solicitud, y que cuentan

con pleno sustento en las ensefanzas de la descripcion.

4, CLARIDAD DEL CAPITULO REIVINDICATORIO.

Ahora bien, con respecto a la claridad del capitulo reivindicatorio, el sefior

Examinador afirma lo siguiente:

v "Las reivindicaciones deben definir la materia a proteger por sus caracteristicas
técnicas esenciales, en el caso de las reivindicaciones 4 y 6 las expresiones
“sustancialmente como se muestra en la Figura 1” y “sustancialmente como se
muestra en la Figura 2”hacen referencia a dibujos, /o cual no es aceptable. Ahora
bien en el caso de la forma cristalina reclamada esta debe caracterizarse por sus
parametros fisicoquimicos como 1.) El patron de difraccion de Rayos X en mono
cristal, que es especifico de cada polimorfo y/o 2.) El patrén de difraccion de
Rayos X en polvo (DRXP), el cual debe presentar por lo menos 20 picos
correspondientes & las intensidades de los haces difractados o a los espacios
interplanares dhkl segun los indices de Miller
(hkl) medidos de acuerdo con el Angulo de difraccion de Bragg 20 en el intervalo
mas representativo comprendido entre 5° hasta 90°. y/o 3.) Las espectroscopias
Raman e IR. v/o 4.) La espectroscopia RMN-C y/o 5.) Los métodos de analisis
térmico: TGA, DTA y DSC. Se sugiere al solicitante incluirla dentro de alcance del
capitulo reivindicatorio. Lo anterior no supone ampliacion de la solicitud ya que se

encuentra divulgado en la descripcion inicial.”
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"La reivindicacion 9 no esta sustentada en la descripcién porque en ella se reclama
"(...) un producto de combinacion que comprende: (A) un compuesto de la formula
(I) de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7; y (B) otro agente
terapéutico...”, sin embargo en el capitulo descriptivo no existen ejemplos de un

producto de combinacién.”

Respecto al anterior sefialamiento, me permito resaltar que, tal y como se
menciono en el numeral 3 del presente memorial, las reivindicaciones 4, 6 y 9 han sido
eliminadas del capitulo reivindicatorio modificado. Por lo tanto, amablemente solicito que

la objecion a este respecto sea retirada,

Con base en lo anterior, me permito resaltar que teniendo en cuenta las
modificaciones hechas al capitulo reivindicatorio, el nuevo capitulo reivindicatorio
presenta informacion puntual y limitada que define la presente invencién ademas de

estar plenamente soportada por la memoria descriptiva de esta aplicacion.

Ademas de lo anterior, me permito manifestar dicho nuevo capitulo reivindicatorio
define de manera precisa las caracteristicas de un compuesto de la férmula (1),
mencionando los picos representativos del patrén de difraccién de Rayos X de la forma

solida cristalina aqui reclamada.

En vista de lo anterior, resulta evidente que la materia reclamada es clara y concisa
y que ademas las reivindicaciones ahora presentadas en el nuevo capitulo reivindicatorio
incorporan elementos esenciales que deben ser tomados en consideracién al realizar la
evaluacion de la solicitud. Por todo lo anterior, amablemente me permito solicitar a ese

Despacho que las objeciones a este respecto sean retiradas.

S5 NIVEL INVENTIVO.

Finalmente, el Sefior Examinador considera que la materia reclamada en las
reivindicaciones 1, 8 y reivindicaciones dependientes carecerian de altura inventiva con

respecto a las ensefanzas de los documentos MX2011006219 (D1) vy
WO02003072569 (D2).

En conexidn con lo anterior, el Sefior Examinador establece que el documento D1
se considera el estado de la técnica cercano a la materia reclamada definida en la
reivindicaciones 1 y 8 porque divulga compuestos derivados de la N-(4-(4-(3-(3-terc-
butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-i|ureido)naftalen-1-iloxi)pirimidin-z-il)-amida inhibidores de
las cinasas activadas por nitrégeno p38 subtipos alfa y gamma, el TNF-a y la ICAM1

(Pags. 199 a 205, Ejs. 65 a 70, documento D1), y composiciones farmacéuticas de dicho
compuesto ((Pag. 235, reivindicacién 15, Documento ).



LLOREDA CAMACHO«o

Calle 72 No. 5-83 Piso 5, Bogota, D.C.  Tel: 6069700 Fax 6069701

Asi entonces, el Sefor Examinador establece que la diferencia entre la materia
reclamada, definida en las reivindicaciones 1 y 8 y los compuestos y composiciones
farmaceuticas divulgados en el documento D1 consiste en que la solicitud define que el
principio activo en las composiciones farmacéuticas presenta como sustituyente en la
posicion 2 del anillo pirimidinico corresponde a un grupo fenilamina mientras que el
documento D1 revela un grupo carbamoilo sustituido.

Por lo tanto, el Sefior Examinador afirma que el efecto que logra el remplazar el
sustituyente en la posicion 2 de anillo pirimidinico de los derivados de la N-(4-(4-(3-(3-
terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-ilureido)naftalen-1-iloxi)pirimidin-2-il)-amina inhibidores
de las cinasas activadas por nitrogeno p38 subtipos alfa y gamma es obtener compuestos

inhibidores simultaneos de las quinasas p38 MAPKa, c-Src, Syk sin que presente
actividad en contra GSK3a.

Sin embargo, el Sefor Examinador manifiesta que el documento D2 divulga
compuestos derivados de la N-(4-(4-(3-(3-tercbutil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-
ilureido)naftalen-1-iloxi)pirimidin-2-il)-amina y composiciones farmacéuticas que
comprenden este compuesto, que presentan actividad inhibitoria contra el TNF-a y la IL-
1, de donde una persona del oficio normalmente versada en la materia concluiria sin
dificultad que los derivados de la N-(4-(4-(3-(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-
ilureido)naftalen-1-iloxi)pirimidin-2-il)-amina independiente del sustituyente en la
posicidon 2 de anillo pirimidinico son inhibidores simultéaneos de las cinasas p38 MAPKa, c-
Src, Syk sin que presente actividad en contra de GSK3a.

Consecuentemente, el Sefior examinador acierta que la persona normalmente
versada en la técnica se sentiria motivada en remplazar el principio activo en las
composiciones divulgadas en el documento D1 por un principio activo caracterizado
porque presenta un atomo de nitrogeno no sustituido en la posicion 3 del anillo
pirazolo[4,3-d]pirimidina de los compuestos divulgados en el documento D1 para obtener
inhibidores simultédneos de las cinasas p38 MAPKa, c-Src, Syk sin que presente actividad
en contra de GSK3a de la manera que lo sugiere el documento D2 y de esta manera
llegar asi al objeto de las reivindicaciones 1 y 8 de la solicitud. Por lo cual se consideran

obvias.

En conexion con el anterior sefialamiento, el Sefor Examinador de igual manera
menciona que las reivindicaciones dependientes 2 a 7, no mencionan caracteristicas

inventivas adicionales, por lo que tampoco pueden ser consideradas inventivas.

En respuesta a lo anterior, me permito resaltar que el nuevo capitulo reivindicatorio

se centra en reclamar compuestos de formula (I):
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En conexion con lo anterior, me permito resaltar que como bien lo establecid el
Senor Examinador, la diferencia entre el compuesto de férmula (I) y los ejemplos 65-70
del documento D1 es que el compuesto I tiene un grupo fenilamino como sustituyente en
la posicion 2 del anillo de pirimidina, mientras que los compuestos divulgados en el
documento D1 se caracterizan por tener un grupo NH-C(O)-Q en esta posicion, donde Q
hace referencia a un sustituyente especifico.

Ademas de lo anterior, me permito resaltar que al igual que la anterior diferencia,
el efecto de reemplazar un sustituyente en la posicién 2 del anillo de pirimidina es que el
compuesto (I) de la presente solicitud actia como inhibidor de p38 MAPKa, c-Src y Syk
cinasas pero no tiene actividad contra GSK3a. Asimismo, me permito manifestar que la
actividad inhibidora GSK3a es un factor significativo que aumenta la probabilidad de que
un inhibidor de cinasa promueva la formacién de micronucleos,

Por lo tanto, me permito resaltar que con base en los datos contenidos en la pagina
69 del documento D2, los compuestos de los Ejemplos 6 y 9, inhiben la produccién de
TNF en células THP1 con un valor de ICso de menos de 10uM.

Ademas de esto, me permito resaltar que la diferencia estructural entre los
compuestos de esta anterioridad v el compuesto de la presente invencidn es que el anillo
de pirimidina de los Ejemplos 6 y 9 del documento D2 estd sustituido con un grupo

alquilamina sustituido, mientras que el anillo de pirimidina del compuesto de la presente
invencion esta sustituido con un grupo anilina (N -fenil).

Asi entonces, me permito manifestar que con el fin de demostrar que esta
sustituciéon de anilina no es una seleccion arbitraria, anexo al presente memorial se
encuentra la traduccion simple al castellano del Reporte experimental desarrollado por el
solicitante de la presente invencidén en relacion con el anélisis comparativo realizado
frente a las ensefianzas del documento D2, donde dicho documento estd dirigido a un
estudio comparativo de las propiedades del compuesto reivindicado ("compuesto I") con
los compuestos de los Ejemplos 6 y 9 del documento D2 ("compuesto 2" y "compuesto
3"), asi como con 1-(S-tert-butﬂ-z-p-to!fl-zH-pirazof-B-H)-3-(4-{2-[(tr'ofen-2—ffmetﬁ)-
amr‘no]-pfrfm:’din-4-Hoxf}-nafta!eno-l—r'f)—urea ("Compuesto 4"), que se muestra en la
tabla en la pagina 24 del documento D2 y que tiene la siguiente estructura:

—~d
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Figura 1. Compuesto 4 del documento D2

Teniendo en cuenta lo anterior, amablemente me dirijo al Sefor Examinador en que

las conclusiones del reporte establecen lo siguiente:

"Los resultados presentados en este documento demuestran que, de los cuatro
compuestos estudiados, solo la aminopirimidina sustituida por N-fenilo de la
presente invencion, el compuesto 1, inhibié la actividad de la quinasa Syk en un
grado medible. El derivado tetrahidrofuranilo descrito anteriormente, el compuesto
3 demostré ser aproximadamente 5-10 veces mas débil en su capacidad para
inhibir la liberacién inducida por LPS de IL-8 a partir de células U937 de tipo
macréfagos diferenciadas con PMA, en comparacion con los compuestos 1, 2 y 4.
Sin embargo, el compuesto de la presente invencioén, el compuesto 1, fue el unico
mostrar actividades inhibidoras potentes y dependientes de dosis contra los CPE
inducidos por rinovirus en células MRCS5, y en contra de la liberacion de especies
reactivas de oxigeno inducida por zimosan a partir de células U937 tratadas
previamente con IFNy. Estas caracteristicas diferenciadoras del perfil celular de
compuesto 1 son altamente significativas en el contexto de la intervencion de la

enfermedad en condiciones inflamatorias."

Asi entonces, me permito manifestar q ese Despacho que los resultados
presentados en el informe muestran que, contrario a la afirmacion del Sefior Examinador,
no todos los derivados de N-(4- (4- (3- (3-terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5- ilureido)
naftalen-1-iloxi) pirimidin-2-il) -amina son inhibidores de la MAPKa p38, c-Src y Syk

cinasas.

Por lo mismo, me permito manifestar que el sustituyente anilina del compuesto I de
la presente invencién conduce a la inhibicion significativamente mas potente de la
quinasa Syk y, ademas, el compuesto I se caracteriza por tener mejoradas propiedades
anti-inflamatorias, asi como un efecto adicional de inhibir los efectos citopaticos de

rinovirus humano en comparacion con los compuestos divulgados por la anterioridad D2.

Por lo tanto, me permito resaltar que teniendo en cuenta las propiedades
claramente mejoradas del compuesto I de la presente invencion en relacion con los

compuestos 2, 3 y 4 es claro que la presente invencidon es inventiva.
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Finalmente, me permito sintetizar los anteriores argumentos en:

D Los compuestos del documento D1 exhiben actividad inhibidora contra p38 MAPKa,

c-Src y Syk quinasas y también contra GSK3a quinasa.

o Los compuestos del documento D2 exhiben actividad inhibidora contra p38 MAPKa

y c-Src quinasa, pero no contra Syk quinasa.

o Ninguna combinacion de las anterioridades D1 y D2 permitiria a la persona experta
en la materia obtener un compuesto que muestra actividad inhibidora contra p38

MAPKa, c-Src y Syk quinasas pero no contra GSK3a quinasa.

Visto lo anterior, es absolutamente evidente que una persona normalmente versada
en la materia no se sentiria motivada a combinar las ensefianzas del documento
D1 con las divulgadas por el documento D2 para obtener compuestos y
composiciones farmaceéuticas tal y como se presentan en esta solicitud.

En consecuencia, atentamente me permito manifestar ante ese Despacho que la
materia del nuevo capitulo reivindicatorio y sus respectivas reivindicaciones dependientes
presentan un inequivoco caracter inventivo frente a las ensefanzas de los documentos
D1 y D2, cumpliendo por lo tanto a cabalidad con los requisitos de patentabilidad
establecidos en el articulo 18 de la Decision 486 de 2000.

6. CONCLUSION

Para finalizar, me permito reiterar que el capitulo reivindicatorio modificado
presentado junto con este memorial es totalmente claro y conciso al definir compuestos
1-pirazolil-3-(4-((2-anilinopirimidin-4-il)oxi)naftalen-1-il) ureas como inhibidores de P38
MAP cinasa y estan plenamente soportados dentro del texto de la descripcion,

cumpliendo asi con lo exigido por la mencionada Decision Andina 486 de 2000.

Por otro lado, en virtud de los argumentos discutidos con respecto a los
documentos citados, se establecido de manera incontrovertible que los compuestos 1-
pirazolil-3-(4-((2-anilinopirimidin-4-il)oxi)naftalen-1-il) ureas como inhibidores de P38
MAP cinasa, lo cual es objeto de la solicitud en estudio, no puede ser anticipado y de
ninguna manera resultaria evidente a partir de las ensefianzas de los documentos D1 y

D2, demostrando irrefutablemente la patentabilidad de la presente solicitud.
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i Anexo al presente memorial, me permito presentar:

i) Copia de las paginas 64 y 65 que corresponden al capitulo reivindicatorio
modificado, tal como se discutid en el presente memorial, constituido por

6 reivindicaciones; y

i) La traduccion simple al castellano del Reporte experimental desarrollado por
el solicitante de la presente invencion en relacién con el analisis comparativo

realizado frente a las ensefianzas del documento D2.
8. En vista de lo anterior, ruego a usted proceder a estudiar nuevamente la solicitud a
la luz de las modificaciones y los argumentos presentados y conceder el privilegio de

patente solicitado.

Sefor Superintendente,

A e—

CIA LLOREDA RICAURTE
T.P, 53215

Direccion de Notificaciones: notificacionespatentes@lloredacamacho.cam
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REIVINDICACIONES

Un compuesto de la féormula (1)
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, incluyendo todos los

estereoisémeros y tautomeros del mismo.

El compuesto de conformidad con la reivindicacion 1, como la base libre.

El compuesto de conformidad con la reivindicacion 2, como la base libre

anhidra en forma solida cristalina.

El compuesto de conformidad con la reivindicacion 3, caracterizado ademas
porque el compuesto de la formula (1) como la base libre anhidra esta en forma
sélida cristalina que tiene un patrén de difraccion de rayos X de polvo que
contiene uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete picos seleccionados entre (+

0.2)10.3, 15.2, 17.5, 23.1, 24.6, 26.7 y 27.4 grados 2-theta.

El compuesto de conformidad con la reivindicacion 3, caracterizado ademas
porque el compuesto de la férmula (I) como la base libre anhidra esta en forma
solida cristalina que tiene un patron de difraccién de rayos X de polvo que
contiene uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete u ocho picos todos

seleccionados entre (+ 0.2) 3.9, 6.1, 11.8, 14.3, 16.7, 18.3, 18.7 y 28.9 grados
2—theta.
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Una composicion farmaceéutica que comprende un compuesto de cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 5, en combinacidn con uno o mas diluyentes o

portadores farmacéuticamente aceptables.



l Solicitud de Patente Colombiana No. 14-062.064 a nombre de Respivert Limited

Respuesta a la Oposicion presentada por Lafrancol SA - Informe comparativo

El perfil farmacolégico del inhibidor de molécula pequefia de la presente invencion’, el

compuesto 1 ha sido comparado en una serie de en ensayos in vitro relevantes a la

enfermedad, con tres compuestos, se habian descrito anteriormente los compuestos 2-

4 (Tabla 1)°. La caracteristica estructural de diferenciacion del compuesto 1 a partir de

estas moléculas mas cercanas del arte previo es la incorporacion de una anilina (N-

fenil) en lugar de un grupo alquilamino sustituido, unido al C-2 del nucleo de pirimidina.

Los resultados obtenidos demuestran claramente que los compuestos 2-4 poseen un

perfil biolégico comun que es claramente diferente de aquel del compuesto 1.

Tabla 1:
Compuesto Estructura Nombre
"BIJ (o)
m\ )OL ‘ m 1-(3-(tert-butil)-1-(p-tolil)-1H-
4 NOONTON O HWN’ pirazol-5-il)-3-(-4-(2-
| A (fenilamino)pirimidin-4-iloxi)-1-
s naftalen-il)urea
Me
tBI.I (o)
o]
NN L O m 1-(3-tert-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-
- L ‘ H\Nr 5-il)-3-(-4-(2-
(ciclopropilmetilamino)pirimidin-4-
iloxi)-1-naftalen-iljurea®,
Me
t
Bu)q 0 0% . : ,
N\\ JIg O N\lN 1-(3-tert-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-
. N NN ‘| H\'!I’ 5-il)-3-(-4-(2-(((tetra hidrofurano-2-
il) metil)amino)pirimidin-4-iloxi)-1-
o naftalen-iljurea®®.
Me
'‘Bu
o
o]
n ) O m 1-.(3-tert-butil-1—p—tolil-1H-pirazol-
4 e 5-il)-3-(-4~(-2-(tiofen-2-

ilmetilamino)pirimidin-4-iloxi)-1-
naftalen-il)urea®




Métodos bioldgicos de deteccion utilizados en el estudio actual

1: Ensayos de inhibicién de la Quinasa

Los efectos inhibidores de los compuestos 1-4 en las actividades enzimaticas p38
MAPKa, cSrc y Syk se determin¢ utilizando los protocolos establecidos en la presente
revelacion'. El porcentaje de inhibicion para cada concentracion se midio en relacién
con el control no inhibido y el 50% de las concentraciones inhibitorias (valores I1Csg) se

calculo a partir de las curvas de concentraciéon-respuesta.

2: Liberacion de IL-8 inducida por LPS a partir de células U937 de tipo macrofago
diferenciadas con PMA

La influencia de los compuestos 1-4 en la liberacion inducida de IL-8 por LPS a partir
de células U937 diferenciadas con PMA se determind utilizando los protocolos
establecidos en la presente revelacion. El porcentaje de inhibicion de la liberacion de
IL-8 para cada concentracion se determind en relacion al control no inhibido y el 50%
de las concentraciones inhibitorias (valores 1Csp) se calculd a partir de las curvas de

concentracion-respuesta.
3. CPE inducidos por rinovirus en células MRCS.

Se realizo una evaluacion de la influencia de cada uno de los compuestos de prueba
sobre los efectos citopaticos (CPE, por sus siglas en inglés) de la cepa 16 de rinovirus
humano en células de fibroblastos de pulmon fetal humano MRCS5, utilizando los
protocolos establecidos en la presente descripcion’. El porcentaje de inhibicion de CPE
para cada concentracion de compuesto de prueba se determind en relacion con el
control no inhibido y el 50% de las concentraciones inhibitorias (valores ICs) se
calculé a partir de las curvas de concentracion-respuesta cuando aplique. Todos los

valores se muestran como la media de dos experimentos independientes.

4. Liberacion inducida por Zimosan A de especies reactivas de oxigeno (ROS) en

células U937 pre tratadas con IFNy.

Se investigd la influencia de los compuestos 1-4 en la liberacion inducida por Zimosan
A de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) en ceélulas U937
pre tratadas con interferon gamma humano (IFNy). Las células U937, una linea celular
de linfoma de monocitos leucémicas humanas (ATCC, Manassas, VA), se trataron con

IFNy a una concentracion final de 50 ng/mL a 37°C, bajo 5% de CO, durante 4 dias.



Las células U937 cebadas con IFNy se sembraron a 0,2 x 10° células/200 ul/pozo en
una placa blanca de 96 pozos, y se trataron con compuestos de ensayo durante 2
horas en RPMI 1640 (libre de rojo fenol, Life Technologies, Paisley, Reino Unido ) con
suero bovino fetal al 0,5%. Se suspendié6 nuevamente el Zimosan A (10 mg, Sigma-
Aldrich Ltd, Poole, Reino Unido) de Saccharomyses cerevisiae en 150 mM de NaCl (1
ml) y se hirvié a 100°C durante 15 minutos. Después de la ebullicién, las particulas de
Zimosan A se lavaron dos veces con tampoén fosfato salino de Dulbecco (DPBS) tibio (1
ml) seguido de centrifugacion, y se incubaron con reactivo opsonizado BioParticlesTM
(0,5 ml, Life Technologies, Paisley, Reino Unido) durante 60 min a 37°C, mientras se

rotaba en un mezclador de muestras HulaMixer™.

Después de la incubacion, el Zimosan A opsonizado se lavé dos veces con DPBS tibio
(1 ml), y se suspendieron nuevamente en 150 mM de NaCl (1 ml). Después, se
estimularon las células con una mezcla de suspension de particulas de Zimosan A (10
pl), tampdn de ensayo (85 1), luminol (2,5 pl) y soluciéon de potenciador (2,5 pl), que
eran proporcionados (aparte de la suspension de particulas Zimosan A) en el Kit de
ensayo de Anion Superoxido (Sigma-Aldrich Ltd, Poole, Reino Unido). Las placas
fueron dejadas a temperatura ambiente y se midieron los niveles de
quimioluminiscencia (indicando los aniones de superdxido liberado) a los 60 minutos
después de la estimulacién por la mediciéon luminométrica (Varioskan® Flash, Thermo-
Fisher Scientific). EI porcentaje de inhibicion de la liberacion de ERO para cada
concentracion de ensayo se determind en relacion con el control no inhibido. Todos los
valores se mostraron como la media +/- error estandar de la media (SEM, por sus

siglas en inglés) de tres experimentos independientes.
Resumen de los Resultados de la Evaluacién
1: Inhibicién de Quinasas

Los perfiles de las enzimas aisladas presentadas a continuacion (Tabla 2) demuestran
que las cuatro sustancias de prueba inhiben la actividad de ambas quinasas p38,
MAPKa y CSRC en concentraciones nanomolares. Sin embargo, el compuesto 1 de la
presente invencion fue Unico al mostrar una actividad inhibitoria significativa frente a la
quinasa Syk. Las consecuencias de esta farmacologia adicional son evidentes en el
perfil celular del compuesto 1 que figura a continuacién, y en Ultima instancia lo
diferencia de los inhibidores conocidos de Ia quinasa 2-4,



Tabla 2: Comparacion de las actividades inhibidoras de los compuestos 1-4 én
enzimas p38 MAPKa, Src y Syk.

Valores de ICs; para la Inhibicion de la

Enzima (nM)
CO"LF;EEE? ca p38 MAPKa cSre Syk
1 60 22 s
2 55 180 >1780
3 16 110 >1690
4 18 136 >1660

2: Liberacion de IL-8 inducida por LPS de células U937 diferenciadas de tipo macréfago

Los datos celulares resumidos a continuacion (Tabla 3), revelan que los cuatro
compuestos (examinados el mismo dia) fueron capaces de inhibir la liberacion de IL-8
inducido por LPS de células U937 diferenciadas (d). Sin embargo, el efecto inhibidor
del derivado tetrahidrofuranilo 3 fue marcadamente inferior a los observados para el
compuesto de la presente invencidon o los analogos de ciclopropil o tiofenil,

respectivamente 2 y 4, reportados anteriormente.

Tabla 3: Comparacion de los efectos inhibitorios de los Compuestos 1-4 sobre la

liberacién de IL-8 estimulada por LPS de células d-U937.

Compuesto de Prueba

1 2 3 4

Valor ICsq

22 053 142 093
(nM)

3: CPE inducidos por Rinovirus en células MRCS.

Los resultados de un estudio de los efectos citopaticos (CPE) inducidos por infeccion
con rinovirus humano 16 (HRV 16) se presentan mas adelante (Tabla 4). Se hizo
comparacion de los efectos del tratamiento con los cuatro compuestos de prueba en
células MRS, una linea cellular de fibroblasto de pulmoén fetal, sobre CPE mediados
viralmente, en dos experimentos independientes. Estos revelaron que solo la

anilinopirimidina de la presente invencion, compuesto 1, fue un inhibidor efectivo de



esta respuesta mediada viralmente. En contraste con los agentes del arte previo, los
compuestos 2-4 mostraron un bajo efecto sobre los CPE inducidos por infeccién con
HRV16.

Tabla 4: Comparacion de los efectos inhibitorios de los Compuestos 1-4 sobre

los efectos citopaticos inducidos por infeccion con HRV16 en células MRCS.

Compuesto de Prueba

1 2 3 4 Dosis (ng/mL)
1.2 VT -40.8 9.7 0.32
CPE por HRV 5.7 30.1 14.3 0.5 1.6
(% Inhibicion) 60.0 264 193 410 8.0
68.1 ND* 46.5 20.9 40
Valor ICso(nM) 16.0 n/a n/a n/a

*ND: No determinado debido a toxicidad cellular, n/a: no aplicable

4: Liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) inducidas por Zimosan A de
células U937 tratadas con IFNy.

El estrés oxidativo es un componente fisiopatolégico importante de enfermedades de
las vias respiratorias tales como el asma y la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC), que causan morbilidad y mortalidad” significativos. La liberacién de especies
reactivas de oxigeno es un mecanismo dependiente de quinasa Syk®. Los resultados
de un estudio para comparar el efecto de las cuatro sustancias de prueba sobre la
liberacion inducida de ROS por zimosan a partir de células U937 tratadas previamente
con IFNy, en tres experimentos independientes, se presentan a continuacién (Figura
1). Es claramente evidente que solo la anilinopirimidina de la presente invencion, el
compuesto 1, era un eficaz inhibidor de esta respuesta bioquimica. En contraste, los
agentes del arte previo, los compuestos 2-4, mostraron un bajo efecto o no mostraron
efecto o exacerbaron la respuesta inflamatoria inducida.



Figura 1: Liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) inducida pé-)r
Zimosan en células U937 tratadas con IFNy.
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Discusiéon y Conclusiones

Los resultados presentados en este documento demuestran que, de los cuatro
compuestos estudiados, soélo la aminopirimidina sustituida por N-fenilo de la presente
invencion, el compuesto 1, inhibio la actividad de la quinasa Syk en un grado medible.
El derivado tetrahidrofuranilo descrito anteriormente, el compuesto 3 demostro ser
aproximadamente 5-10 veces mas deébil en su capacidad para inhibir la liberacion
inducida por LPS de IL-8 a partir de células U937 de tipo macrofagos diferenciadas con
PMA, en comparacion con los compuestos 1, 2 y 4. Sin embargo, el compuesto de la
presente invencion, el compuesto 1, fue el Unico mostrar actividades inhibidoras
potentes y dependientes de dosis contra los CPE inducidos por rinovirus en ceélulas
MRCS5, y en contra de la liberacion de especies reactivas de oxigeno inducida por
zimosan a partir de células U937 tratadas previamente con IFNy. Estas caracteristicas
diferenciadoras del perfil celular de compuesto 1 son altamente significativas en el

contexto de la intervencion de la enfermedad en condiciones inflamatorias.

Es de gran relevancia para el presente estudio que la literatura implica un papel para la
senalizacion a través de quinasa Syk después de la exposicidn de las células a
rinovirus®. Este también parece ser el caso para la liberacion de especies reactivas del
oxigeno desde los macrofagos®. El papel de la infeccion por rinovirus y de la
produccion de especies reactivas de oxigeno en las manifestaciones clinicas de las
enfermedades respiratorias cronicas junto con las diferencias observadas para los
perfiles farmacologicos de los compuestos de prueba comparados en el presente

documento, proporcionan una fuerte evidencia de que el compuesto de la presente



invencién, el compuesto 1, tiene un perfil farmacolégico distinto y superior como un

farmaco anti-inflamatorio potencial frente a los compuestos de la técnica anterior, 2-4.
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