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@Resumen:

Uso de un compuesto en la fabricacion de un
medicamento Util para el tratamiento por activacion de
la expresion de la proteina CIRP de una enfermedad
y composicion. Uso de un compuesto en la
fabricacién de un medicamento Util para el tratamiento
por activacion de la expresion de la proteina CIRP
(ribonucleoproteina heterogénea A18 [hnRNP A18])
de una enfermedad de un animal homeotermo.
Composiciéon que comprende el compuesto y uso de
la composicion.
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DESCRIPCION

Uso de un compuesto en la fabricacion de un medicamento util para el tratamiento por

activacion de la expresién de la proteina CIRP de una enfermedad y composicion

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion esta relacionada con compuestos utiles en el tratamiento de
enfermedades por activacion de la expresion de la proteina CIRP (ribonucleoproteina
heterogénea A18 [hnRNP A18]), entre ellas, infartos de miocardio, resucitacion
cardiopulmonar, ictus hemorragico, encefalopatia isquémica neonatal, asfixia perinatal,
pérdida de audicion residual en implantes cocleares, isquemia aguda, lesiones de la médula
espinal, retraso del desarrollo de enfermedades neurodegenerativas cronicas, traumatismos

cerebrales y oculares, obesidad, diabetes y sindrome metabdlico.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La hipotermia consiste en la reduccion de la temperatura corporal por debajo de los 36°C en
humanos y en otros animales homeotermos. Numerosas investigaciones recientes han
demostrado que la hipotermia es una herramienta terapéutica potencialmente muy util frente
a los dafos ocasionados por complicaciones cardiacas o neurolégicas, tales como infarto,
resucitacion cardiopulmonar (Arrich et al. 2016), encefalopatia isquémica neonatal (Papile
et al. 2014;Thoresen 2015) e incluso para evitar la pérdida de audicién residual en implantes
cocleares (Tamames et al. 2016). Ademas, algunos estudios recientes han demostrado que
la hipotermia terapéutica no solo puede reducir y prevenir dafios en la isquemia aguda
(Yenari y Han 2012) y en lesiones de la médula espinal (Alkabie y Boileau 2016) sino que,
ademas, parece retrasar el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas crénicas
(Salerian y Saleri 2008). Todos estos casos ponen de manifiesto el elevado potencial de

aplicacion terapéutica de la hipotermia.

Ademas, un mecanismo fisioldgico de adaptacion al frio lo constituye la hibernacion, que es
la capacidad que tienen ciertos animales para adaptarse a condiciones climaticas
extremadamente frias (Ruf y Geiser 2015). La hibernacion puede asemejarse a un estado
de hipotermia regulada durante algunos dias, semanas o meses, lo cual permite a estos
animales conservar su energia durante el invierno minimizando para ello su gasto

energético. Durante este proceso tiene lugar una disminucién de la actividad metabdlica, de
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la frecuencia cardiaca y respiratoria, asi como de su propia temperatura corporal. Este
estado facilita y maximiza las posibilidades de supervivencia del animal hasta que las
condiciones ambientales mejoren. Un caso concreto que merece atencion es la regulacion
del metabolismo de carbohidratos en animales que hibernan. Para prepararse a la
hibernacién estos animales aumentan el consumo de alimentos hasta que experimentan una
obesidad “saludable” ya que viene acompanada por una resistencia a la insulina totalmente
reversible (Logan y Storey 2016). Por otra parte, se ha demostrado que los ratones que
reciben una dieta hipercalérica en condiciones ambientales de baja temperatura no
engordan ya que el exceso de grasa se utiliza para mantener la temperatura corporal (Luo et
al. 2016;Kiefer 2016). Si fuéramos capaces de regular este proceso en pacientes humanos
tendriamos una puerta abierta al control de la obesidad, la diabetes y el sindrome

metabdlico.

Desde el punto de vista molecular, la disminucién de la temperatura corporal produce una
disminucion del metabolismo en general incluyendo una gran reduccion en los niveles de
sintesis de proteinas dentro de la célula. Sin embargo, un pequefio grupo de proteinas (cold-
shock proteins) (Al-Fageeh y Smales 2006), entre las que se encuentran las proteinas de
unién al RNA inducibles por frio (CIRP) o las proteinas con motivo de unién al RNA (RBM3),
ve su sintesis estimulada por la baja temperatura (Al-Fageeh y Smales 2013). CIRP,
también conocido como CIRBP o ribonucleoproteina heterogénea A18 [hnRNP A18]), es
una proteina de 18 kDa compuesta por 172 aminoacidos, cuyo gen en humanos se
encuentra en el cromosoma 19 region p13.3. Al igual que otros miembros de la familia de las
hnRNP, CIRP se une al RNA mensajero y ribosomal presente en la célula y regula su vida

media, la expresion potencial de multiples genes y, por tanto, su funcioén (Chip et al. 2011).

Al igual que sucede en el caso de otras proteinas de unién a RNA, se ha visto que CIRP es
capaz de modular la apoptosis jugando un papel anti-apoptético en situaciones de
hipotermia (Wu et al. 2016;Zhang et al. 2015). Por ejemplo, en células neuronales de rata
este efecto parece darse a través de la ruta de apoptosis de la mitocondria ya que, en
estudios al respecto, muestran una disminucién de la expresion de moléculas pro-
apoptéticas (Bax, Bad, Bak, Cycs, Apaf-1, Caspasa-9 y Caspasa-3) (Zhang et al. 2015).
Algo similar se puede observar en modelos de rata al aplicar hipotermia tras un paro
cardiaco, donde disminuye la expresién de Bax, Caspasa-3 y -9 y estabiliza la expresion de
Bcl-2, que tiene papel anti-apoptético (Wu et al. 2016). Este puede ser el origen de los

efectos positivos de la hipotermia terapéutica en este tipo de patologias.
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Algunos estudios de medicina reproductiva han revelado ademas que, en ovocitos, la
expresion de CIRP durante la criopreservacion supone la proteccién frente a la cristalizacién

y el estrés por frio en la congelacién rapida (Jo et al. 2015).

Recientemente se ha visto que CIRP interacciona con la ruta de sefalizaciéon AKT (Liu et al.
2015), que entre otros procesos regula la resistencia a insulina transitoria de animales en
hibernacion y cuyo mal funcionamiento es responsable de la resistencia a insulina en la
diabetes mellitus tipo Il (Wu et al. 2013).

A pesar de las grandes aplicaciones potenciales de la hipotermia hay un problema
inherente, que es la dificultad de aplicar frio a algunos 6rganos o regiones concretas del
organismo debido a su capacidad de modular la temperatura corporal (Morrison 2016). Esta
regulacion es menor o esta ausente en recién nacidos y en pacientes de edad avanzada
(Lyden et al. 2012). Para aplicar hipotermia en érganos internos, tales como el cerebro, es
necesario enfriar la sangre con un sistema de circulacion externo (Andrews et al. 2015),
mientras que para la correcta aplicacién de la hipotermia en recién nacidos es necesario un
dispositivo bastante elaborado y que no es asequible para hospitales de paises en vias de

desarrollo o para dispensarios situados en lugares remotos (Dingley et al. 2015).

Ademas la hipotermia puede generar posibles efectos secundarios adversos tales como la

disminucién de la respuesta inmune o el fallo renal (Choi et al. 2012).

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona el uso de un compuesto

seleccionado del grupo compuesto por un compuesto de formula (1)

R2
kS
NN
PN,
HN- N N\
R1

donde R’ esta seleccionado del grupo compuesto por -CH,-fenilo y CH,-fenilo-OMe,
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y R? es -COOH o -COOMe,

un compuesto de formula (1)

RS

R N

R5

donde R? es hidroxilo,
R* y R® estan independientemente seleccionados del grupo compuesto por halégeno,
anuiIo C1-C6 Yy CF3

y compuestos de formula
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en la fabricaciéon de un medicamento util para el tratamiento por activacion de la expresion
de la proteina CIRP (ribonucleoproteina heterogénea A18 [hnRNP A18]) de una enfermedad
de un animal homeotermo, donde la enfermedad esta seleccionada del grupo compuesto
por infartos de miocardio, resucitacion cardiopulmonar, ictus hemorragico, encefalopatia
isquémica neonatal, asfixia perinatal, pérdida de audicion residual en implantes cocleares,
isquemia aguda, lesiones de la médula espinal, retraso del desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas crénicas, traumatismos cerebrales y oculares, obesidad, diabetes y
sindrome metabdlico.

En la presente memoria, Me significa metilo.

En una linea celular, los compuestos segun el primer aspecto de la invencion activan la

expresion de CIRP a temperatura normal (Ejemplos 2 y 3).

Uno de los compuestos segun el primer aspecto de la invencion aumenta la expresion de

CIRP in vivo en ratas (Ejemplo 4).
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Uno de los compuestos segun el primer aspecto de la invencién produjo una induccion en
ratones del gen UCP1, que aumentd unas 1000 veces sobre los valores basales (Ejemplo
5). UCP1 es la proteina mas importante en la cascada de la termogénesis en la grasa parda

y el mejor marcador del “oscurecimiento” de la grasa blanca.

Los resultados obtenidos en los Ejemplos 2-5 demuestran que los compuestos segun el
primer aspecto de la invencién inducen el aumento en la expresion de CIRP en ausencia de
frio. Estos compuestos tienen aplicacion en todos los campos donde se ha comprobado el
beneficio de la hipotermia terapéutica. En particular, estos compuestos tienen aplicacion en
el tratamiento por activacion de la expresion de la proteina CIRP (ribonucleoproteina
heterogénea A18 [hnRNP A18]) de una enfermedad de un animal homeotermo, donde la
enfermedad esta seleccionada del grupo compuesto por infartos de miocardio, resucitacion
cardiopulmonar, ictus hemorragico, encefalopatia isquémica neonatal, asfixia perinatal,
pérdida de audicion residual en implantes cocleares, isquemia aguda, lesiones de la médula
espinal, retraso del desarrollo de enfermedades neurodegenerativas cronicas, traumatismos

cerebrales y oculares, obesidad, diabetes y sindrome metabdlico.

Este primer aspecto se puede formular de forma alternativa como el compuesto segun el
primer aspecto de la invencion para su uso en el tratamiento por activacién de la expresion
de la proteina CIRP (ribonucleoproteina heterogénea A18 [hnRNP A18]) de una enfermedad
de un animal homeotermo, donde la enfermedad esta seleccionada del grupo compuesto
por infartos de miocardio, resucitacion cardiopulmonar, ictus hemorragico, encefalopatia
isquémica neonatal, asfixia perinatal, pérdida de audicién residual en implantes cocleares,
isquemia aguda, lesiones de la médula espinal, retraso del desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas crénicas, traumatismos cerebrales y oculares, obesidad, diabetes y

sindrome metabdlico.

Este primer aspecto también se puede formular de forma alternativa como un método para
el tratamiento por activacion de la expresion de la proteina CIRP (ribonucleoproteina
heterogénea A18 [hnRNP A18]) de una enfermedad de un animal homeotermo, donde la
enfermedad esta seleccionada del grupo compuesto por infartos de miocardio, resucitacion
cardiopulmonar, ictus hemorragico, encefalopatia isquémica neonatal, asfixia perinatal,
pérdida de audicion residual en implantes cocleares, isquemia aguda, lesiones de la médula

espinal, retraso del desarrollo de enfermedades neurodegenerativas cronicas, traumatismos
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cerebrales y oculares, obesidad, diabetes y sindrome metabdlico, que comprende
administrar un compuesto segun el primer aspecto de la invenciéon a un animal homeotermo.
En otro aspecto, la invencidén es el uso segun el primer aspecto, donde el compuesto de

férmula (1) esta seleccionado del grupo compuesto por
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En otro aspecto, la invencidén es el uso segun el primer aspecto, donde el compuesto de

férmula (1) esta seleccionado del grupo compuesto por

S
NN
LY
HQN/L\N N

N—

En otro aspecto, la invencion es el uso segun el primer aspecto, donde el animal

homeotermo es un humano.

En otro aspecto, dicho el animal homeotermo es un animal doméstico o animal de granja.

10
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En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona una composicion que comprende
un compuesto segun el primer aspecto de la invencion, junto con excipientes

farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicidon que consiste en un
compuesto segun el primer aspecto de la invencién, junto con excipientes

farmacéuticamente aceptables.

El término “excipientes” hace referencia a compuestos que estabilizan y favorecen la
absorcion de los principios activos, colorantes, endulzantes, saborizantes, protectores frente

al aire y/o humedad, aglutinantes, etc.

La composicion puede ser formulada con excipientes farmacéuticamente aceptables, asi
como con cualquier otro tipo de portadores o diluyentes farmacéuticamente aceptables, de

acuerdo con técnicas convencionales en la practica farmacéutica.

La composicién puede ser administrada por si sola o en combinaciéon con otros principios

activos.

La composicion puede ser administrada en dosis simples o multiples.

La composicion segun el segundo aspecto de la invencion puede ser administrada por
cualquier via de administracion (por ejemplo, oral, sublingual, perioral, parenteral,
intraperitoneal, intramuscular, intranasal, intravenosa, intraarterial, transdérmica,
subcutanea, tépica, etc.) para lo cual dicha composicion se formulara en la forma

farmacéutica adecuada a la via de administracion elegida.

La composicion puede ser formulada para proporcionar la liberacion controlada del
ingrediente activo como por ejemplo liberacion sostenida o prolongada de acuerdo con

métodos que son bien conocidos en la técnica.

En un tercer aspecto, la presente invencién proporciona el uso de la composicion segun el
segundo aspecto en la fabricaciéon de un medicamento util para el tratamiento por activacion
de la expresion de la proteina CIRP (ribonucleoproteina heterogénea A18 [hnRNP A18]) de
una enfermedad de un animal homeotermo, donde la enfermedad esta seleccionada del

grupo compuesto por infartos de miocardio, resucitacion cardiopulmonar, ictus hemorragico,

11
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encefalopatia isquémica neonatal, asfixia perinatal, pérdida de audicion residual en
implantes cocleares, isquemia aguda, lesiones de la médula espinal, retraso del desarrollo
de enfermedades neurodegenerativas crénicas, traumatismos cerebrales y oculares,

obesidad, diabetes y sindrome metabdlico.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Modificaciéon de los niveles de CIRP en la linea celular R28 por el tratamiento con
algunas moléculas identificadas en el cribado inicial (barras grises) a 37°C. Como controles
se incluyen células sin tratar a 37°C (barra blanca) y a 32°C (barra negra). La B-actina se

utilizé como control de carga.

Figura 2. Expresién relativa de la proteina CIRP en células tratadas con los compuestos de
férmula (1) comparados con el control sin tratamiento (barra blanca). Las barras representan
la media y la desviacion estandar de 8 muestras independientes. Todos estos tratamientos

se hicieron a 37°C.

Figura 3. Expresion relativa de la proteina CIRP en células tratadas con los compuestos de
férmula (I) comparados con el control sin tratamiento (barras gris palido y blanca). Las
barras representan la media y la desviaciéon estandar de 8 muestras independientes. Todos

estos tratamientos se hicieron a 37°C.

Figura 4. Western blot para CIRP (19 kDa) en extractos proteicos de distintos 6rganos de la
rata, obtenidos 4 dias después de la inyeccion intraperitoneal de ZR17-2 o vehiculo

(control). La B-actina o la B-tubulina se utilizaron como controles de carga.

Figura 5. Western blot para CIRP de extractos proteicos de la retina de la rata obtenidos 2 y
4 dias después de la inyeccién intravitrea de la molécula ZR17-2 (T) o de vehiculo (V). Se
aprecia un claro aumento de la expresiéon de CIRP en las retinas de las ratas tratadas con la
molécula ZR17-2 (T) en comparacion con las retinas inyectadas con vehiculo (V). La actina

se utilizé como control de carga.

Figura 6. Expresion relativa, medida mediante qRT-PCR, de 5 genes marcadores del
proceso de “oscurecimiento” de la grasa blanca en ratones tratados con vehiculo (control) o
con la molécula ZR17-2, 3 dias después del tratamiento. Todos los datos fueron

relativizados con los valores de expresiéon de 18S.

12
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DESCRIPCION DE MODOS DE REALIZACION

Ejemplo 1. Identificacion de compuestos que se unen a CIRP utilizando un sistema

computacional in silico.

La estructura tridimensional de la forma apo de la proteina CIRP ha sido establecida
mediante resonancia magnética y esta depositada en el PDB (Protein Data Bank) con el
cédigo 1X5S (http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1X5S). Dado que
CIRP necesita estar unido a un RNA mensajero para realizar su funcion, se estudio la
estructura de otra proteina similar, CUGBP1, unida a RNA y se extrapolaron los datos para
construir un modelo tridimensional de CIRP unido a una cadena de RNA. Este modelo se
utilizoé para realizar un cribado virtual de alto rendimiento (high throughput virtual screening)
usando como ligandos 1621 compuestos. Se eligieron distintos compuestos que fueron

ensayados en el resto de ejemplos.

Ejemplo 2. Los compuestos activan la expresion de CIRP a temperatura normal en una linea

celular.

Se utilizaron células inmortalizadas de retina de rata, R28. En estas células la expresion de
CIRP se regula exponiéndolas a temperaturas mas bajas (Larrayoz et al. 2016). Las células
fueron tratadas con varias moléculas e incubadas durante 4 dias a 37°C. Al final de este
periodo, se extrajeron las proteinas y se cuantificaron mediante la técnica de Western blot,
de manera idéntica a como se ha publicado (Larrayoz et al. 2016). Como controles se
utilizaron células sin tratar cultivadas a 37°C (normotermia) 6 a 32°C (hipotermia). Como
control de carga se utilizd un anticuerpo que reconoce la B-actina. La Figura 1 recoge los
resultados obtenidos para 9 compuestos. Se puede ver claramente como la expresion de
CIRP aumenta alrededor de un 50% cuando las células se exponen a temperaturas mas
bajas. Por otro lado, hay una serie de moléculas que aumentan la expresiéon de CIRP por
encima de los valores control a 37°C e incluso por encima de los valores conseguidos a
32°C (Figura 1). Estas moléculas son las moléculas representadas abajo, denominadas
moléculas 48443, 121182, 168184, ZR17-2 y SD4.

13
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Ejemplo 3. Estudio de la actividad de compuestos especificos

5  Se realizé el mismo ensayo que el descrito en el experimento 2 con compuestos de férmula
() y compuestos de formula (II). Los resultados obtenidos para varios compuestos de
férmula (I) se muestran en la Figura 3 y para compuestos de formula (1) en la Figura 2. Los

compuestos representados mas abajo han elevado significativamente la expresién de CIRP.
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Ejemplo 4. Aumento de expresién de CIRP in vivo.

Se obtuvieron permisos éticos y de manejo de animales. Se inyecté la molécula ZR17-2 en
ratas a una concentracion de 20 nmols/Kg. En un primer momento se inyectdé la molécula
por via intraperitoneal y se analizaron los distintos tejidos 2 y 4 dias después de la inyeccion.
Mediante la técnica de Western blot, descrita en el ejemplo 2, se comprobé la elevacion de
la expresion de CIRP en un numero de tejidos tales como el ovario, el testiculo, el utero, el
corazén, el pancreas y la grasa (Figura 4). Otros 6rganos, sin embargo, no presentan
elevaciones de CIRP sugiriendo una preferencia de estas moléculas por érganos concretos
0 una biodistribucién compleja. La imagen proporcionada por el corazén nos permite
ahondar en el posible mecanismo de acciéon por el que las moléculas identificadas en este
estudio hacen que se eleve la expresion de CIRP. En este érgano se ve como el tejido sin
tratar presenta una banda positiva para CIRP de tamafo inferior al esperado para esta
molécula (19 kDa) que puede representar productos de degradaciéon de CIRP. Sin embargo,
en el corazon tratado con ZR17-2 se ve cdmo esta banda disminuye en intensidad mientras
que aparece la banda esperada de 19 kDa, sugiriendo que la molécula de pequefio tamano,
al unirse a CIRP, bloquea un sitio de corte por proteasas y, por lo tanto, prolonga la vida
media de CIRP.

15
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En los tejidos que estan protegidos por una barrera fisiolégica tales como el sistema
nervioso central (corteza, cerebelo) y la retina, no se vieron aumentos en la expresion de
CIRP (Figura 4). Para comprobar si se trataba de un efecto de barrera, se inyectaron 4 pul de
la molécula ZR17-2 en el humor vitreo de la rata y se estudio la expresion de CIRP después
de 2 o0 4 dias de tratamiento. Como se puede ver en la Figura 5 la retina experimentd un

aumento muy intenso de expresion para CIRP.

Ejemplo 5. Cambio del fenotipo de la grasa blanca hacia el de la grasa beige.

La grasa blanca es la principal causante de la obesidad ya que no es facil movilizar los
lipidos almacenados en sus células, mientras que la grasa parda tiene la funcion de generar
calor a partir de los lipidos acumulados. Ademas, un aumento considerable de la grasa
blanca puede generar resistencia a la insulina debido a un estado de inflamacién subclinica
cronica (Kuryszko et al. 2016). Se ha comprobado que, en ciertas condiciones o0 en
respuesta a ciertos tratamientos, algunas células de la grasa blanca pueden pasar a
comportarse como la grasa parda originando lo que se ha dado en conocer como grasa
beige (Wang y Yang 2016). Existe una serie de marcadores moleculares que son indicativos
de esta transformacion (Garcia et al. 2016). Por otro lado se ha comprobado que la
activacion de la grasa beige es beneficiosa para reducir la resistencia a la insulina y mejorar
el metabolismo glucidico (Luo et al. 2016). Hoy en dia los esfuerzos de toda la comunidad
cientifica que estudia el metabolismo se centran en descubrir nuevas y eficaces técnicas
capaces de “oscurecer” los adipocitos, ya que esta transformacion llevaria a la pérdida de
peso y la prevencion de las consecuencias de la obesidad (Aldiss et al. 2017;Marzetti et al.
2016).

El compuesto ZR17-2 ha aumentado la expresion de CIRP en la grasa blanca (Figura 4). Se
evaluaron los efectos del tratamiento sobre los marcadores de “oscurecimiento” de la grasa.
Para ello, se inyectaron 3 ratones con vehiculo y otros 3 con la molécula ZR17-2 (a 20
nanomoles/Kg) y 3 dias después se extrajo RNA a partir de la grasa epididimal. El RNA se
retrotranscribi® a cDNA y se realizaron andlisis de PCR a tiempo real con cebadores
especificos para los genes: Tbx1, cidea, UCP1, PRDM16 y Cox8b. Todos los valores fueron
relativizados dividiendo por la expresion del gen de referencia 18S. La Figura 6 recoge la
expresion relativa de estos genes en los ratones control y en los que fueron tratados con
ZR17-2. La mayor induccion se produjo para el gen UCP1, que aumentd unas 1000 veces

sobre los valores basales. UCP1 es la proteina mas importante en la cascada de la
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termogénesis en la grasa parda y el mejor marcador del “oscurecimiento” de la grasa blanca
(Bonet et al. 2017).
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REIVINDICACIONES

Uso de un compuesto seleccionado del grupo compuesto por un compuesto de féormula

(M

R2

Ks
NTXN
ALY
HoN NN\
R1

y R? es -COOH o0 -COOMe,

un compuesto de férmula (11)

RS

N

donde R? es hidroxilo,
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R* y R® estan independientemente seleccionados del grupo compuesto por halégeno,
alquilo C4-Cg y CF3

y compuestos de férmula

HO

en la fabricacion de un medicamento util para el tratamiento por activacion de la
expresion de la proteina CIRP (ribonucleoproteina heterogénea A18 [hnRNP A18]) de
una enfermedad de un animal homeotermo, donde la enfermedad esta seleccionada del
grupo compuesto por infartos de miocardio, resucitacién cardiopulmonar, ictus
hemorragico, encefalopatia isquémica neonatal, asfixia perinatal, pérdida de audicion
residual en implantes cocleares, isquemia aguda, lesiones de la médula espinal, retraso
del desarrollo de enfermedades neurodegenerativas cronicas, traumatismos cerebrales y
oculares, obesidad, diabetes y sindrome metabdlico.

Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el compuesto de formula (1) esta

seleccionado del grupo compuesto por
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3. Uso segun la reivindicacién 1, caracterizado por que el compuesto de férmula (ll) esta

seleccionado del grupo compuesto por

OH
CFy, (=
f N"N"N
HO
HO\
4 )
.:"_'.‘-'«IN
F. X NN
HO™ 7
OH
/
A
—/

4. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que el animal
homeotermo es un humano.

5. Uso segun la reivindicacion 4, caracterizado por que el animal homeotermo es un animal
doméstico o animal de granja.

6. Una composicién que comprende un compuesto seleccionado del grupo compuesto por

un compuesto de férmula (1)
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RZ
ks
NN
/lt\>
HN" N N\
R1

donde R’ esta seleccionado del grupo compuesto por -CH,-fenilo y CH,-fenilo-OMe,

y R? es -COOH o0 -COOMe,

un compuesto de férmula (11)

RS

R o

R5

donde R? es hidroxilo,
R* y R® estan independientemente seleccionados del grupo compuesto por halégeno,

anuiIo C1-Ce Yy CF3

y compuestos de formula
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H

IZ +

O
H
Haz
N
+

[

K

H:N

.o

junto con excipientes farmacéuticamente aceptables.

Uso de la composicién segun la reivindicacion 6 en la fabricacion de un medicamento util
para el tratamiento por activacion de la expresion de la proteina CIRP
(ribonucleoproteina heterogénea A18 [hnRNP A18]) de una enfermedad de un animal
homeotermo, donde la enfermedad esta seleccionada del grupo compuesto por infartos
de miocardio, resucitacion cardiopulmonar, ictus hemorragico, encefalopatia isquémica
neonatal, asfixia perinatal, pérdida de audicion residual en implantes cocleares, isquemia
aguda, lesiones de la médula espinal, retraso del desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas cronicas, traumatismos cerebrales y oculares, obesidad, diabetes y

sindrome metabdlico.
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Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-7 Sl
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Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-7 Sl
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 201730249

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en
consideracién para la realizacion de esta opinion.
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DO1 MASLYK, MACIEJ et al .ARKIVOC, Vol. iii, Paginas 54-71, 2010
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pharmaceutical chemistry United States May 1962. Vol. 91,
Paginas 558 - 588, ISSN 0095-9065 (Print), <DOI:
pubmed:14056392>

D03 DEMKOWICZ, Sebastian et al. The Royal Society of 2013
Chemistry,Vol.3,Paginas3697-3706,
<DO0I:10.1039/c3ra00122a>

D04 PAGLIAI FRANCESCA et al. Journal of Medicinal 26.01.2006
Chemistry Vol. 49, N° 2, Paginas 467-470, ISSN 0022-
2623(print) ISSN:1520-4804(electronic), <DOI:do0i:10.1021/
jm051118z>

D05 KOEHLER M G et al..Archives of biochemistry 01.10.1988
and biophysics, 19881001 Academic Press, US.

Vol. 266, N° 1, Paginas 152 - 161, ISSN 0003-9861, <DOI:
d0i:10.1016/0003-9861(88)90245-7>
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2. Declaracion motivada segun l0s articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20
de marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La presente solicitud se refiere al uso de compuestos de férmulas I, II, Ill, IV y V en la fabricacién de un medicamento (til
para el tratamiento por activaciéon de la expresién de la proteina CIRP (ribonucleoproteina heterogénea A18) de una
enfermedad de un animal homeotermo. Asi mismo se reivindica la composicion farmacéutica que comprende dichos
compuestos.

Los documentos D1 y D2 se refieren a la sintesis de compuestos derivados de purinas, todos ellos con estructuras
semejantes a las del compuesto de formula | de la reivindicacion 1 (ver compuestos 7 y 8 del esquema 1 del documento D1
y ver compuesto X, pagina 563 y tabla V del documento D2). Los compuestos del documento D1 tienen actividad como
inhibidores de CK2 y los del documento D2 como inhibidores de adenocarcinoma in vivo.

El documento D3 se refiere a la sintesis de compuestos 1,2,3 triazoles sustituidos por 1,4 difenilos y su uso como agonistas
del receptor estrégeno beta. En la figura 2 el compuesto 2a y el compuesto 3b son exactamente los mismos compuestos de
férmula Il de la reivindicacion 3 cuando los radicales R4 y R5 son CF3 y OH o F y OH. Asimismo los compuestos 2c, 2d, 3c
y 3d de la figura 2 entran dentro de la definicion de la féormula Il de la reivindicacion 1.

El documento D4 se refiere a compuestos derivados del resveratrol y modificados con la introduccién de un grupo triazol
(ver figura 1). Estos compuestos entran dentro del &mbito del compuesto de formula Il de la reivindicacion 1 mejorando las
propiedades citotdxicas y antiproliferativas del resveratrol.

Los documentos D5 y D6 se refieren al compuesto derivado de triazina que se reivindica en las reivindicaciones 1y 6 de la
solicitud. El compuesto 17 de la tabla | (documento D6) y el compuesto 10 de la tabla | (documento D7) son exactamente el
compuesto reivindicado. Se cita su actividad como inhibidores de la Leishmania dihidrofolato reductasa.

Por lo tanto, si bien algunos de los compuestos incluidos en las reivindicaciones de la solicitud son conocidos en el estado
de la técnica, la actividad farmacoldgica reivindicada no se encuentra recogida en ninguno de los documentos citados ni
deriva de ninguna combinacion relevante de los mismos.
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Por lo tanto, a la vista de los documentos citados, las reivindicaciones 1-7 de la presente solicitud tienen novedad y actividad
inventiva segun los articulos 6.1y 8.1 de la L.P.
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