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Método y composiciones ¢
& vens |

Esta invencion se reflere a composiciones y métodos para prevenir o reducir la
aparicién de sintomas ce las enfermedades pulmonares, o para tratar o reduclr la gra-
vadad de las snfermedades pulmonares. En particular e reflere a composiciones y
métodas para tratar las enfarmedades pulmonares mediadas por la fosfodiestorasa 4
{(PDE4) por medio de la administracion de un inhibidor de ia PDE4 con un corticostarol-

de anti-inflamatorio.
Antecgdentss de la invancién

La identificacion de nuevos agentes terapéuticos para tratar las enfermedades
pulmonares se hace diticli por 8l hecho de que hay miltiples mediadoras responsables
del desamolio de la enfarmedad. Por elio, parece Improbable que la eliminacién de los
efectos de un (nico mediador pueda tenar un efecto sustancial sobre los trea com-
ponentes del asma crénica. Una altemativa a Ia "solucion gel mediador” es regular la
activided de las células responsables de la patofisiologla de la enfermedad,

Una forma de ello, es slavando los niveles de cAMP (3'.5-monofosfato clclico
de adancsing). Se ha demostrade que &l AMP clclico 68 un segundc mensajere que
madia las respuestas bioldgicas a una emplia serie de hormonas, neurotransmisores y
fdirmacos; [Krebs Endocrinology Proceedings of the 4th Intemational Congreas Ex-
cerpta Medlca, 17-29, 1973]. Cuando el agonista aproplado se une a los receptores
aspecificos de la superficia celular, se activa la adenilato-ciclasa, lo que convieria el
Mg %-ATP en cAMP a una velocidad acelerada. Ei AMP ciclico modula la actividad de
la mayoria, si no de todas, las células que contribuyen a la patofisiologia del asma ex-
trinseca (alérgica). Do esta modo, una elevacién de cAMP podria produtir sfecios be-
neficiosos que incluysn: 1) relajacibn del musculo liso de las vias aéreas, 2) Inhibicion
de la lberacidn del madiador de las colulas cebadas, 3) supresion de la desgranule-
cién de loa nautrdfiios, 4) inhlbicion de ia desgranuiacidn de los basdfilos. y 5) inhibi-
cién de |a activacion de monocitos y macréfagos. Por tanto, (05 compuestos que act-
van |a adenilato-ciclasa o inhiben Ia fosfodiesterasa doben ser efectivos sn la supre-
sién de la activacién Inapropiada del muscuio liso de ias vias aéreas y de una amplia
variedad de células inflamatorias. El princlpal mecanismo calular para la inactivacion
del cAMP es |a hidrdlisis del 3'-fosfodléster unido a una 0 mas isozimas de una familia
de Isozimas a las que se denomina nudladtido-fosfodiesterasas ciclicas (las PDE).

Se ha demostrado que una lsozima diferente nucletdtido-fosfodlesterasa (PDE)

-ciclica, la PDE4, os responsable de la uammpeniacién del cAMP en al muisculo liso

de las vias aéreas y en las células inflamatorias. [Torphy, "Phosphodiesterase
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Isozymes: Potential Targets for Novel Anti-asthmatic Agenis” sn New Drugs for
Asthma, Bames, ed. IBC Technical Services Lid., 1989). La investigacion indica qua la
Inhibicién da esta enzima no sélo produce la relajacién del musculo liso de las vias a6-
reas, sino que tamblén suprime la desgranulacion de las células cabadas, bas6flos y
neutrdfiios junto eon la inhibicién de [a activacion de monocitos y neutrdfilos. Ademas,
los efecios beneficiosos de los inhibldores de la PDE4 se potencian de forma marcada
cuando s¢ eleva la actividad de la adenilato-ciciasa de las clulas diana por medio de
spropiadas hormonas ¢ autncoides, como seria el caso In vivo, Por elio, jos inhibidores
de (@ PDE4 deben ser efectivos an el pulmén, cuando estin elsvados los niveles de
prosiaglariina E2 y prostaciciina (activadoras de ia adenilato-ciclasa). Tales compuas-
tos deben ofracar un método Unico para la famacoterapia del asma bronquial y deben
tener significativas ventalas terapduticas sobre los agentes actualimente en & merca-
do.

En adicién, podria ser Util combinar terapias a la vista del hecho de que la atio-
logia de muchas enfarmedades pulmonares incluye miltiples mediadores, En asta In-
vencitn se presanta la combinacién de un inhibidor de la PDE4 y un corticostercide
ant-inflamatorio, particularments uno adminlstrado por inhalacion, para tratar las enfer-
medades pulmonares. Esta combinacién os pariiculermenta Gtil para tratar le snferme-
dad pulmanar obstructiva ¢rénica (COPD) o asma.

Sumario d¢ ia invencién

En un prii'nar aspecto esta invenclion se refiere a un método para tratar una en-
fermedad pulmonar an un mamifero administrando a un paciente que lo neceslite, una
cantidad efectiva de un inhibidor especifico de la PDE4 y una cantidad efectlva de un
agents antl-Inflamatorio esteroldec, en cuyo método los fdrmacos se sdministran con-
comitantemente juntos o separadaments y secuenclaimente, donde la adminlstracion
sacuencial estd préxima en el iompo o remota en el tlempo.

En un segundo aspacto esta invencién se refiere a un composicion para tratar
una enfermedad puimonar en un mamifero que comprends una cantidad sfectiva de
un inhibidor especifico de la PDE4, una cantidad sfectiva de un agente ant-inflamato-
rio esteroideo y un excipiente farmacéuticaments aceptable.

Rescripcidn detaliadg e |a invencién

La terapia de combinacion contemplada por esta invencién comprende admi-
nistrar un inhibidor de la PDE4 con un agente anti-inflamatorio esteroideo para evitar [a
aparicién de un episodio de una enfermedad pulmonar o para tratar una condicién
existents. Los compueastos se pueden administrar jumos en una forma de dosificacién
Unica o se pueden administrar como dos formulaciones diferentes oue pueden ser la
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. misma o diferants. Como ilustracidn, ambas firmacos s pusden proporcionar separa-

daments como formulaciones orales, ¢ unc puade ester en una praparacién oral y el
otro como un inhalants, o ambos puaden astar preparados an una forma de dosis para
inhalacion, Los frmaccs se puaden administrar al mismo tempo, o se puaden adml-
nistrar praximos en el tismpo © remotos en el iempo, tal como cuando un férmaco se
adminlstra por la mafiaria y el segundo farmeco se administra por 1a noche.

La combinacidn se pueds usar profilicicaments o después de Ia aparicién de
los sintomas. En algunas casos la combinacién (o combinaciones) se puede usar para
evitar la prograsién de una enfarmedad puimonar o para detener la decadencia da una
funcion, tal como la funcién pulmonar.

El inhibidor espacifico da la PDE4 (il en esta Invencion puede ser cualquier
compuasto que s sabe que inhibe ia enzima PDE4 o el que se ha dascublerto que
achia comao un inhibidor de lg PDE4, los cuales son solaments inhibldores de la PDE4,
y no compuestos que inhiben otros miembros de la familia de las PDE ademas de la
PDE4. Generalmente o preflers usar un antagonista de {& PDE4 que tisne una rela-
cidn de ICs de aproximadaments 0,7 o mayor con raspacto & la ICg do |a forma cata-
litica da la PDE4 que 136 une al rolipram con una alta afinidad dividida por la ICsy da la
forma que 58 une al rolipram con una baja afinidad,

Log inhibidoras de la PDE usados para tratar la inflamacién y como broncodila-
tadores, farmacos como ia teofliina y la pentoxifiling, inhiben [as isozimas PDE indiscri-
minadamente en todos los tejldos. Estos compuestos presentan efectos secundarios,
aparentements porque inhiban de forma no selectiva a las 5 clases da isozima PDE en
fodos los tejidos. La erfermedad objetivo pueds ser tratada de forma efectiva por tales
compuestos, pero se pueden prasentar efectos secundarios no deseados que, s| se
pudieran evitar o reducir, podrian aumentar el efecto terapsutico global de aste método
para tratar clertas enfermadades. Por ejemplo, los estudlos clinicos con sl inhibidor se-
lactivo da la PDEA4, el rolipram, qua estaba sisndo dasarmollade como un antidapresivo,
Indican qua tiene actividad psicotrdpica y produce efectos gastrointestinales. por sjem-
plo, pirosis, nausea y emesis,

Para los propdsitos de esta descripcidn, el sitio catalitico de] cAMP que sa une
al rollpram R y S con una baja afinldad se denomina ¢! sitio da unién de "bala afinidad”
(LPDEA4) y la otra forma da este sitio cataiitico qus se une al rolipram con una gita afi-
nidad se denomina &l 3itic de unidn de “"ara afinidad" (HPDE4). Este término "HPDE4"
no debe ser confundico con el témino “"hPDE4" que se usa para Indicar la PDE4 hu-

mana.
Se realizaron sxperimentas inicialas para eslablecar y validar un ensayo de
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union & [3H]-rolipram. Los detalles de este trabsjo se dan en ef Ejempio 1 més ade-
(ante.

Para determinar ¢l tanto |a actividad de unién de alte afinidad como la actividad
de union de baja afinidad rasidian en el mismo producto génico, 8e transformaron las
levaduras por métodos conocidos y se sigul la expresién de la PDE4 recombinante
durants un periodo de farmentacién de 8 horas. El anélisis por transferencia Wesiem
usando un anticuarpa clirigido frente a fa PDE4 indicd que la cantidad de PDE4 expre-
sada gumantd con el tiempo, alcanzando un méximo después de 3 horas de crecl
miento. En adicion, més dal 50 % dal producto inmuncrreactivo estaba en los sobrena-
dantas a alta velocidad (100.000 x g) de los lisados de lavadura, Se hizo seguimiento

de la union a [PHIR-(-}-rofipram y de Ia actividad de is PDE junto con Ia axpresién de la
protaina. La actividad de la PDE4 fue co-axprasada con la activided de union ai roli-
pram, [0 que Indica qua ambas funciones existen en &l mismo producty génico, Simt-
larments a ios resultados con el andlisis de transferencia Westem, =8 encontrd que
méds de! 85 % de la actividad de la PDE capaz de ser inhibida por rolipram y de la act-
vidad de unién a {3H]-rolipram estaba presante an la fracclén sebrenadanta de la leva-
dura.

Globalmente, i&. mayor parte de la PDE4 recombinante expresada an este sis-
tema existe como LPDE4 y solamente una pequeiia fraccién como HPDE4. Conse-
cuentements, la inhibicién de [a actividad catalltica de la PDE4 recombinante refleja
principaimente las acciones de los compuestos sobre la LPDE4. La inhibicién de la
actividad catalitica de la PDE4 se pueds usar por tanto como un indice de la polancla
de los ccmpusestos sobre la LPDE4. La potencia de los compuestoa sobre la HPDE4
86 puede svaluar examinando su capacidad para competir con el [2H]R-rolipram. Para
dasarroliar las SAR para los sillos da union a rollpram tanto los de bala afinidad como
los de aita afinidad, se determinaron las pctencias de los compuestos seleccionados
en dos sistemas de ensayos. Los resultados de los experimentos gue usaron ¢om-
puestos astandar fueron tabulados. Como se esperaba, ciertos compuestos fueron

clsramente més potentes en la competicion con el [3H]-rolipram en el sitic para el cual
el rolipram demosird una unién de aita afinidad an comparacién con el otro sitio, aquel
en ol que el rolipram es un agente de union de baja gfinidad. La comrslacién de SAR
antre la unién de aka afinidad y ia unién de baja afinidad fue escasa y se concluyd que
la SAR para la inhibicidn de la unién de alta afinidad & [3H]}-rolipram fue distinta de la

SAR para la unién al gitio da unién de baja afinidad a rolipram.
Se sabe ahora que hay al menos dos formas de unlén a la PDE4 (hPDE4) re-
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combinanta de los monocitos humanos con las que interactian (os Inhibidores. Una
explicacién para sstas observaciones es que la hPDE4 existe en dos formas dlstintas.
Una sa une con los equivalentes de rofipram y denbufilina con una aita afinidad mien-
tras que la otra se une a estos compuasios con una baja afinidad. Los Inhibidores de la
PDE4 preferidos de uso an asia invencién serén aquelios compuestas que tisnen una
relacion terapéutica beneficiosa, esto es, compuestos que inhiben preferentements la
actividad catalitica dal cAMP donde la enzima esté en la forma que se une al rolipram
con una baja afinidad, con lo que se reducen los efectos secundarios que apsrente-
mants estdn ligados con Ia inhiblcién da la forma que se une al rolipram con una alta
afinidad. Ctra via pars afirmar esto, es que los compuastos prefaridos tendrén una re-
lacién de ICe de aproximadamems 0,1 o mayor con respecto a [a (Cg de ia forma ca-
talitica de la PDE4 que se une al rollpram con una alta afinidad dividida por la 1Cs de
[a forma que se une al rolipram con una bala afinldad.

Un refinamianto posterior de esta estédndar es aquel en que el Inhibidor de la
PDE4 tiena une ralacion de ICs de aproximadamente 0,1 o mayor; dicha relacién es ia
relacién del valor de 1Cs para competir con Ia unién de [2H]R-rofipram 1 nM a una for-
ma de la PDE4 gqus se une &l rolipram con una aita aflnidad sobre sl valor de ICe para
inhibir fa actividad catalitica de la PDE4 de una forma que se une al rolipram con una
baja afinidad usando [JH)-cAMP 1 microM como sustrato. Uina explicacién adicionat de
revisién con este ensayo sé puede encontrar en la solicitud de Estados Unides
08/456274. también en tramitacion, prasentada sl 31 de mayo de 1935, cuyo texto se
incorpora aqui como referencia con la extension en que al texto es necasario para Ia
prictica da esta invencion.

EjJemplos da inhibidores dtiles de ka PDE4 son:

(R{(+)1-(4-bromobencil)-4-[(3-ciclopentiloxi)-4-metoxifenil}-2-pirrolidons:

3-{ciclopentiloxi-4-matoxifenil)-1-(4-N'-[N2-clano-S-metil-isctioureido]bancii}-2-
pirrolidana:

8cido cis-4-clano-4-{3-clclopentiloxl-4-metoxifeni)ciclohexano-1-carboxilico;

cis-{4-ciano-4-(3-ciclopropiimetoxi-4-difiuorometoxifenil)ciciohexan-1-oll;

(R-{+)-[4~(3-ciclopentlioxi-4-metoxifenil)pirrolidin-2-liden]acatate de etilo:

(S'{-)-[4-(3-ciclopentiloxi-4-mstaxifenil)plrrolidin-2-fliden}acetato de etilo,

Los mas preferidos son los Inhibidores da la PDE4 que tisnen una reiacién de
ICs mayor de 0,5 y particularmente aquellos compusstos que tienen una ralacidén ma-
yor de 1,0. Los compusstos preferidos son dcido cls-4-clano-4-(3-clclopentiked-¢-meto-
xifenil)cicichexano-1-carbox(lico, 2-carbometox-4-ciano-4-(3-ciclopropiimetaxi-4-difiuo-
romatoxifenil)ciclohexan-1-ona, y c/s-[4-ciano-4-{3-clclopropilmetoxi-4-difluorometoxifs-
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nil)ciclohaxan-1-ol}; estos son ejamplos de compuestos que se unen prefarentemente
al sitio de unidn de baja afinidad y que tienen una reiacldn de ICs de 0,1 0 mayor.

Los compuastos se Indican en la patents da Estados Unidos 5.562.438 exped!-
da el 3 de septiambre oe 1996. Esta patente y 103 compuestos que describe se incar-
poran aqul en su totalldad como referencia. El compuesto de particular interéds, que 88
describe en la patents de Estados Unidos 5.552.438, es ¢l dcldo cis-4-clano-4-(3-ciclo-
pentiloxi-4-metoxifeniliciclohexano-1-carboxillco y sus sales, ésteres, pro-firmacos o
formas fisicas.

AWD-12-281 de Astra (Hofgen, N. et ai. 15th EFMC Int Symp. Med. Chem.
(Sept 6-10. Edinburgh) 1898, Abst P.98); un derivado de 8-benciladenina denominado
NCS-813 (INSERM); D-4418 das Chirosclence y Schering-Plough; una banzodiacepina
inhibidora ds la PDE4 idsntificada como CI-1018 (PD-168787; Parke-Davis/\MWamer-
Lambeart); un derivado de benzodioxo) de Kyowa Hakko descrito en WO 9816788; V-
11294A de Napp (Landalls, LJ. ¢ al. Eur. Resp. J. [Annu. Cong. Eur. Resp. Soc. (Sapt
19-23, Genava) 1088] 1898, 12 (Suppl. 28): Abst P2383); roflumilast (referencia CAS
No 162401-32-3) y una fialazinona (WO 8847505) de Byk-Guiden; o un compuasto
Identificado como T-440 (Tanabe Seiyaku; Fuji, K. ef al. J Pharmacol Exp Ther, 1998,
284 (1). 182). Cualquiara de estos compuesios o todos elios puaden beneficiarse del
procedimienta descrito aqui.

Los distintos compuesios especificos Indicados antes que no tisnen un nombre
genérico o un hombre comercla! se pusdan preparar por los procedimlantos descritos
on las soiicitudes de patentes de Estados Unidos, también en tramitacion. USSN
862.083 presontada sl 30 de ociubre de 1982; USSN 862,111 presentada el 30 de
octubre de 1882, LSSN 882.030 presentada el 30 de octubre de 1992; y USSN
802.114 presentada al 30 de octubre de 1982 o sus predecasoras o la patents (o pa-
tantes) de Estados Unidos que reivindica la prioridad de una o mds da estas sclicitu-
des. Cada una da estas solicitudes o patentas ralacionadas 38 incorporan aqui como
referencia an su totalidad como s! estuvieran descritas en este documento.

Los agentes astsroides utiles en esta invenclon son corticostercides oraies y
para inhalsclén y sus pro-férmacos que tienen actividad antHnfiamatoria. Ejemplos de
estos asteroides son melil-pradnisolona. prednigona, dexametasona, fluticasona, be-
clometasona, budesonida, flunisolida, furoaio de mometasona, y acetdnido de riamei-
nolona. La matll-pradmigoiona vy la prednisona son formas orales e inyactables de corti-
costercides anti-nflamatorios; estdn disponibles las mismas en numerosas compafias
farmacéutices de marcas y de genéricos. £l diproplonato de baclometasona se comer-
clallza como un aeroso! para inhalacién bajo los nombre Baconase® y Beconase AQ®
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por Glaxo Wellcome. El propionato de fluticasona se comercializa bajo el nombre de
Flonase® por Glaxa Wellcome tamblén. E| aceténido de triamcinolona se comarciallza
por Rhone-Poulenc Rorer bajo el nombre de Nasacort® como una puiverizacdn nasal
y asrosol. La flunisolida se comerciallza como una soluclén nasal bajo el nombre de
Nasalide® y Nasarel™ por Roche Laboratories. La dexametasona se comerciallza co-
mo & sal fosfato de sodio por Medeva Pharmaceuticals, Inc. bajo ol nombre de Dexa-
cort™ Phosphate. El furcato de mometasona se comerciallza como el manchidrate en
una praparacion nasal 2or Schering Corp bajo el nombre de Nasonex®. La budesoni-
da es ofro corticosteride més para iphaiacién usade en ol tratamiento de enfermeda-
des pulmonares. Esld comerclalizade por Astra Pharmaceuticals, L.LP. como un polvo
en un dispositivo de inhalacién bajo el nombrs de Pulmicort Turbohaler®. Todos estos
fdrmacos y preparacionss nagales o formulaciones orales o invectables se pueden én-
contrar en {a edicién de 1859 del Physiclans’ Dask Reference® (PDR), publicado por
Medical Economics Corporation, In¢, de New Jersey, USA y eata disponible an intemet
en la pdgina hitp/Mwww.tomescps.com/AraMain.asp?Mnu=0 y péginas vinculadas. Cor-
ticostaroides adicionales actuaimante en desarrollo y que se pueden usar en asta in-
vancion se indican en |a Tabia |.

Tabla |
Corticosteroides para inhalacion

Férmaco Compafiia Indicacién
Furoato da mometasona Schering-Plough asma

SAR
Rofleponida AsiraZeneca asma
Ciclesonkda Byk-Guiden/ Recordatl asma
Proplonato de butixocon Wamer-Lambert/3M asma/rnitis
‘RPR-108541 Rhone-Poulsnc Rorer asme
ST-128 SSP/Torii asma

Una terapia de <ombinacidn preferida es (a da uno o més compuestos entre de-
xametasona, fluticasona, beciometasona, budesonkia, flunisclida, furoato de mometa-
s0NA, y acetdnido de tfamcinolona administrado con dicklo cis-4-clano-4-(3-ciclopantil-
oxi-4-metodfenil)ciclohexario-1-carboxilico, cilomalast (Ariflo®). Una terapla preferida
es la edministracion concomitante del estarcide como un inhalants y el &cldo en una
forma de desificacién oral, en la que cada firmaco se administra una o dos veces ai
dia. Con respecto al &cido, un comprimido oral de Hberaclén controlada es el mas pre-
farido.

Se contempla que ambos agentes activos deben ser administrados al mismo
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tiampo, o en tiempos muy préximos, Altemativaments, un firmaco se puade tomar por
la mafiana y otro mas tarde a lo largo del dia. O en otra skuacién, un firmaco se pue-
de tomar dos vaces ai dla y el otro una vez ai dia, al mismo tiempo qus el que cores-
ponde & una da las dosis de dos veces al dis, o separadaments. Preferiblements am-
bos férmacos 86 deben tomar juntos al mismo tiempo. .

Los presentss compuestos y sales farmacéuticamente aceptables que son acti-
vos cuando se administran oraiments se puedsn formular como jarabes, comprimidos,
chpsulas, preparaciones de (beracién controlada o comprimides para chupar. Una
formulacidn en jarabs generalments consta de una suspensién o solucién del com-
pussto 0 sal en un exciplents liquido, por ejemplo, etanol, acsite de cacahuate, aceite
de oliva, glicerina o agua con un agente aromatizants o colorante. Cuando la compo-
sicion estd en forma de comprimidos, se pusde usar cualquier excipients farmacéutico
usado rutinariaments para preparar formulacionas sdlidas. Ejempios de tales excipien-
tag Incluyen ostearato de magnesio, fma a/ba, taico, gelatina, goma aribiga, dcldo
estedrico, almidén, lactosa y secarosa. Cuando la composicién estd en forma de cép-
sulas, cualquler método de ancapsulacion rutinara es adecuado, por ejlemplo usando
los exclplentas mencionados antes en cdpsulas de gelatina dura. Cuando la compo-
8icidén estd an forma de capsulas de gelatina blanda, se puede congiderar cualquler
exciplante farmacéutico usado rutinarlaments para praparar dispensiones o suspensio-
nas, por ejempio, gomas acuosas, celuloses, sillcatos o aceitss, y se incorpora en
cépsulas de gelatina blanda.

Las composiciones parenterales tipicaa constan de una solucion o suspension
de un compuesto o sal en un vehiculo estérii acuoso o no acuoso que contiens un
acsits parenteraimente aceptable, por sjemplo polistilenglicol, pollviniiplmolidona, lec-
tina, aceite de cacahuets o acaite de sésamo.

Las compasiclones para inhalacién tipicas estén on la forma de una soluclén,
suspansion o emulsion que sa pueda administrar como un polvo seco en la forma de
un aerosol usando un propelente convencional tal como los hidrocarburos fluorados tal
como fricloroflucrometano.

Preferthlamante, la composicién de (os Inhibidores de ia PDE4 eswl en une for-
ma de dosificacién unitaria tal como comprimidos o cdpsules. Para los esteroldes, se
prefisre una preparaciin de aerosol con dosificacién, un inhalador de polvo seco con
dosificacion o un pulverizador nasal,

El ingradients activo s& puade administrar de 1 a 8 vecss al dla, suficlente pera
presentar la actividad deseada. Preferiblements, ©f ingrediente activo se administra
aproximadamente una vez o dos veces al dia, més praferiblementa dos vecas al dia.
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Los prasantes compuestos son Utiles para el tratsmiento del asma inducida por
@l ejercicio (EIA), s asma inducida por la contaminacion (PIA) y al asma [nducide por
sl frio, tanto en condicicnes cronicas como intsrmitentemente, en anticpacién del esti-

- mulo en cuestion. Preferiblemente, 108 presantas compuestos se usan pars terapia a

largo plazo.
En cuanto a la cantidad de fdrmaco administrado, se cree que los inhibidores

de is PDEA4 sa deben administrar an una cantidad entre 1 y 200 microgramos al dia
por adulto humano, Los esteroldes se puaden adminisirar en conformidad con las ins-

trucclones aprobadas.
lo 1-En de ynié jaste Ipra

Elempio 1A
Se determind cque la PDE4 aislada de os monacttos humanos y fa hPDE

(PDE4 humana recomtinante) existen principaimente an la forma de baja afinidad, Por
tanto, la actividad de los compusstos de ensayo frente a |a forma de ka PDE4 de baja
afinidad se pusde evaiuar usandc ensayos estdndar de la actividad catalitica de la
PDE4 que empisan [SHJcAMP 1 microM como sustrato (Torphy et &l., J. of Biol.
Chem., Vol. 287, No. 3 pp 1768-1804, 1952), .
Como fuante de proteinas se usaron los sobrenadantss a alta velocidad de ce-
rebros de rata y se prepararon los dos enantidmeros de [3H}-ralipram a una actividad
especifica de 25,8 Ci/mmol. Las condiciones esténdar del ensayo se modificaron a
partir dei procadimiento publicado para que fueran identicas a las condiclones de! en-
sayo de la PDE, axcepto para al Uitimo da ioa cAMP: Tris HCI (pH 7,5) 50 mM, MgCls 5
mM, 5-AMP 50 microi y 1 nM de [SH}-rolipram (Torphy ef al., J. of Biol. Chem., Vol.
267, No. 3 pp 1788-1804, 1682). E! snsayo sa realizd durante 1 hora a 30 °C. Se ter-
mind [a reaccién y i ligando unido se sepan de! liganda fibre usarxio un recolector de
células Brandal. La compaticién por el sitio de unién de aita afinidad se evaiud en con-
dicionas que fueron Idénticas a las usadas para maedir la actividad de baja aftlnidad de

la PDE, excepto que [H]cAMP no astuvo presente.
Elempio 18

Medida de ] actividad do s fosfodiesteragg
La actividad de la PDE se ensayd usando un ensayo enzimético con [SHICAMP

SPA o (3H]cGMP SPA camo sa describe por el proveedor (Amersham Life Sciences),
Las reacciones sa lleveron a cabo en placas de 88 pocllios a tempsratura ambien . en
0,1 mi de soluclén tampdn de reaccidn que contlene (concentraciones finales): Tris-

HCI 50 mM. pH 7.5, MgCl; 8,3 mM, EGTA 1,7 mM, [3H]cAMP o [BH]cGMP (sproxime-
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damente 2000 dpm/pm3l), enzima y diferentes concentraciones de los inhibldores. Sa
dejo que se realizara el ansayo durante 1 h y se termind con ia adicién de 50 ul de per-
las SPA de sliicato de lirfo en prasencia de suifato de cinc. Las placas se agharon y se
dejaron estar a temperatura amblente durants 20 min, La formacién del producto radio-
marcado se avaiud por aspactrometria de centelieo.
jon 8 -roll

El ansayo de unién a [3H]R-rolipram se realizé por modificacién del método de
Schneider y colaboradores, véase Nicholson, of &/, Trends Pharmacol. Sel., Vol. 12,
pp. 18-27 (1991) y McHale et al., Moi. Phammacol., Vol. 39, 108-113 (18981). El R-
rolipram se une al sitio catsliico de la PODE4, vease Torphy ef al., Mol. Pharmacal.,

Vol. 38, pp. 3768-384 (1991). Consacusntements, la competicidn por la unién a [3HJR-
rolipram proporciona una confimacion independiente de las potencias del inhibidor de
la PDE4 de ios competidores no marcados. El ensayo se realizd a 30 °C durante 1 h
en 0,5 pl de solucién tampén que contiens (concentraciones finales): Tris-HCI 50 mM,

pH 7,5, MgClz § mM, albimina de suero bovino al 0,05 %, [SHIR-rollpram 2 nM (5.7 x
104 dpm/pmol) y diferentas concantraciones de Inhibidores no radiomarcados. Se paré
la reaccidn por la adicién de 2,5 ml da eclucién tampén de reaccion enfriada en hielo
(sin [3H}-R-rolipram) y filtracién rapida en vecio (Erandel Cell Harvaester) a través de fil-
tros Whatman GF/B que hablan side empapados en poliatilsnimina at 0,3 %. Los filtros
56 lavaron c¢on 7,5 mi adicionales de solucién tampén fria, se secaron, y sa contaron
por espectrometria de centslleo liquido.
Elempio 2
Cllomaiast/carticostarcide inhalado (ICS) en dosis bajas, estudio de intervaio de
dosis

Disafio dol estudlo:

o Este fus un estudio de intervalo de dosis de fase B, alsatorlo, controlado
con placebn, con una duracién de una semana con placebo en simple cie-
g0, una fass de ratamiento en doble cisgo de 6 semanas y una fase da sa-
guimiento de una semana en pacientes con asma suave/maderada.

» Poblaclén del estudio: fueron elagibies pacisntes hombres o mujeres de
odad antre 18 y 70 aflos, con asma ce suave a moderads, que no fueron
adecuadamente controlados con dosis bajas de corticostsroides inhalados
(no superiores a 500 mcg de dipropionato da beciomatasona al dia o equl-
valanta). S requird que los pacientas tivieran un cribado da FEV( (voku-

men espiratorio forzado)} = 50 % y < 80 % del predicho por altura, edad, se-

rs
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xo y raza y una reversibliidad del 12 % o mayor después da la udmlnlstra'-
cién del agonista beta-2. Los pacientas tenian que tener una puntuacién del
sumario de sintomas de 8 0 més en 4 de Jos 7 dias que preceden a la visita
de la linea base para ser distribuidos al azar. £l tamafo de la muestra fue
de 300 pacientes evaluables.

+ El cllomalast se dosifich @ 5 mg, 10 mg y 15 mg dos vaces al dia durante 8
semanas.

* Los sujetos =stuvieron en una mediana de administracién de 500 mcg de
beclometasona equivalente, aunque la dosis media de ICS (corlicostercide
inhalado) fue de 852 mcg.

¢ Punto final primario: camblo desde ia linea base al punto final en el volu-
men espiratorio clinico minimo en 1 segundo (FEV4), cambios en el FEV4

clinico cada semana y durante un periodo de 4 horas después de la primera
dosis de una medicacién en dobie ciego.

« Puntos finales secundarios: uso de madicinas de llbsraclén y sintomas
NOCUMos.

¢ Puntos finales terciarios: capacidad vital forzada (FVC) clinica, plco clinleo
de fiujo espiratorio (PEFR), flujo espiratorio forzado al 25-75 % (FEF2s.75)
y al 75 % (FEF7s), variabilidad domiclllaris del PEFR, PEFR domicillario,

puntuacién del sumario de sintomas.
Criterios de evaivacién
La medida de la eficacia primaria se definié como el cambio desde la linea ba-
8¢ hasta el punto final en el volumen espiratorio forzade clfnico minimo an 1 segundo
(FEV4). Los cambios en &l FEV4 clinico se analizaron tamblén cada semana de la fase

de tratamiento en doble clego y durante un periodo de 4 horas inmediatamenta des-
pués ds la primera dosis de una medicacidn en deble clego. Las variables de la efica-
cla secundaria fueron &l uso dal agonista beta-2 Inhalado/nebulizado y los sintomas
del asma noctumna. Las variables de )a eficacia terclaria fueron la capacldad vital forza-
da (FVC), el plco dlinlco de fiujo espiratorio (PEFR), el flujo espiratorio forzado al 26-75
% (FEF25.75) y al 75 % (FEF7s), la variabilidad domiciliaria del PEFR, el PEFR domi-

ciliario (mafiana y nocha), la puntuacién del sumario de sintomas (una puntuacién con-
junta de{ asma noctuma, matinal y global diuma), el asma matinal, el asma giobal diur-

na, el uso de corticosteroides inhalados, tos, sibilanclas, disnea/opresidn torécica, te-
sas de exacerbacion del asma y las avsluaciones globales hachas por el médico y el

pacients.

N
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Resultados del estudijo:

Ninguna mejora estadistica en el FEV4 minimo en el punto final, andlisis
por ITT, 15 mg de citomalast BID frente al placabo (0,16 [; p=0,062)

La respussta fue dependients de [a dosis para sl FEV4 minimo en sl punto
final, andlisis por ITT.

Una mejora significativa en el FEV4 minimo (0,21 |; p=0,033) si se axcluyen
los pacientes que raclben dosls ds ICS > 500 mcg de beclometasona a la

vez quse 15 mg BID de cliomalast, _
El soporte que confirma a los 15 mg BID de cllomalast incluyd ol FEV4 de 4

horas, 8] PEFR domiciliario, el FEF25.75 Y 188 puntuaciones de svaluacién

global hechas por el médico y el paciente.
Eiemplo 3

Estudio de ¢liomalast/corticostaroide inhalado (ICS) en dosls altas
Disefio dej estudio:

R, DB, PC, DR an pacientas con asma suave/moderada en tratamiento con
2 800 meg da beclometasona. '

Lag dosls de cllomalast® fueron 5, 10 y 15 mg dos vacas a! dia durante 4
samanas.

2 semanas de experimentacion.

Punto fina! primario: FEV ¢ clinico minime.

Puntos finales sacundarios: PEFR matinal, sintomas, variabllidad del PEFR,
PEFR noctumo, PEFR clinico, FEF35. 75, FEF75, uso de madicacién de ii-

beracion.

No se observé ningGn camblo estedisticaments significativo en el FEV4 dli-

nico minimo en ningGn grupo de dosls en el andllsis por ITT.
No sa obseryd ninguna dependencia de la dosis para el punto final primario.
El FEVq mirimo mejord estadisticamente con la administracién de 10 mg

de cilomalas: BID usando el andlisis de medidas repetidas en los pacientes
excluldog en tratamlento con < 800 mcg de ICS (0,16 I; p=0,008)

La dosls da ICS (baclomstasona) astuve en el Intervalo de 100 a 4000 meg
y |a media fus da 1138 mcg .

El soporte que fortalece & los 10 mg BID da cilomalast como la dosis ofecti-
va tamblén se obtuvo de los mesultados numéricamente superiores del
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REIVINDICACIONES

1. Un método para tratar una enfermedad pulmonar administrando & un pa-
ciente que Io nacesite una cantidad efectiva de un inhibidor de la PDE4 y de un cort-
costeroide anti-inflamatorio en forma combinada, separadaments, o separadameante y
secusncialmente donde la administracién secuenclal astd proxima en el tiempo o re-
mota en el iempo, .

2. El método de la reivindicaclon 1, donde el inhibidor de la PDE4 es el écldo
cis-4-clano-4-(3-ciclopentiloxl-4-metoxifenil)ciclohexano-1-carboxilico y el esterolde sa
selecclona del grupo constituldo por dexametasona, fluticasona, beclometasona, bu-
desonida, flunisolida, furoato de mometasona, y acetdnido de triamcinolona.

/5
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RESUMEN DE LA DESCRIPCION
Esta invencion se refiere al tratamiento de enfermedades pulmonares tales co-
ma la anfermedad puimonar obstructiva crénica 0 asma por medio de la administracion
de un Inhibidor de la fosfodieaterasa 4 en combinacién con un corticosteroide anti-
inflamatorio.
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PERINTENDENCIA
Yepeadencias 2029 DIVIGIG DE KIEWAS CREACTONES

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PATENTE DE INVENCION| ] MODELO DE UTILIDAD | ]
o Nombre e idenfificacion del Soficitante [1]
« Nombre @ identificacion del Inventor [1]
o Titulo o nombre de la Invencion []
o Descripcion [1]
o Revindcacones )7 []
e Resumen 5% []
» Comprobants de Page "3 L]
o Poder, cuado proceda [1]
o Copia de la primera solicitud de patent, si relvindica prioridad, sefiaiéndola
expresaments [1]
e Fima del solicitants 0 apoderado ) []
COMPLETA| | INCOMPLETA [ ]

DISERO INDUSTRIAL | }

» Nombre e identificacion del peticionario []
o Nombre e identificacién del inventor o disefiador []
o Indicacion del género de productos para fos cuales debe utillzarse []
" o Rapresantacion grifica [ ]
o Comprobante de pago []
o Poder, cuado proceda (1
o Firma del soficitants o apoderado {]
COMPLETA{ ] INCOMPLETA | }
Firma Responsable
Fecha: . Carrera 13 No. 2700 Piso 5y 10

Conmutador: 334 12 21.2-
Fax: 281 31 25 e-mail: info@sic.gov.co
Santa Fe de Bogotd D.C. - Colombia
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Fecha:_7 _de Noviembre del 2000 .

Se certifica que:

Desde fecha____ 13 de octubre de 1994 .

A~1 folin . N6 al folio . 7
libro de Protocolo NQ 265 , obra el poder

NQ 15.47%9 conferido por ___ SMITHKLINE

BEECHAM _CORPORATION

domiciliado(a) en Filadelfia - Pensilvania.
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al doctor GERMAN .CASTILLO GRAY_v/o ADRIANA
CASTILLO GIBSONE _v/o LUIS FELIPE CASTILLO
G1EBSONE - - .

Revisado_ -
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Conmutador: 334 12 21
Fax: 281 31 25
Santa Fe de Bogota, D.C., Colombla
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES RINTENDENC I A
PRIMER EXAMEN DE FORMA

EXPEDIENTE 00-83427
Practicado el examen Juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Declsion
344 se determiné que esta solicitud de Patente de Invencion:

Si[x ] NOI[ ] NO APLICABLE [ ] Presentd los poderes necesarios en
forma correcta (Decision 344, art. 14-a).

Si[x ] NOI ]} NO APLICABLE[ ] Acreditd, en forma correcta, la
exlistencia y representacion de la persona juridica solicitante
gan. 14-¢ de la Decision 344; literal g) del art. 4 del Decreto

17/04).

SI[x ] NO[ 1] NO APLICABLE [ ] Presentd, en forma comecta, el
comprobante de pago por la tasa de preseniacion establecida
(art. 13+ de la Decision 344 y la Resolucion 02 del 4 de Enero

del 2000)

Si[x ] NOI ] EXTEMPORANEAMENTE [ ] Relvindicé prioridad, dentro del
plazo y de acuerdo con lo previsto en el Articulo 4 del
Convenio de Paris.

Sif 1 NO[x ] NO APLICABLE [ ] Presentd copla, cetiificada su
conformidad por la Administracién que recibié la solicttud de la
c::;‘-, reivindica prioridad, al momento de radicar la solicitud
nacional.

SI[ ] NO[x] NO APLICABLE [ ]Presents la traduccion del capituio
reivindicatorio de la solicitud de la cual se reivindica prioridad
(Art. 4, D-3 Convenio de Parls; Concepto: S de enero de 1999
S.I1C).

SI[ ] NO[x ] CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

OBSERVACIONES JURIDICAS CONVENIO DE PARIS: Debera presentar copla
certificada su conformidad por la Administracion que recibi¢ (a solicitud de la cual relvindica
prioridad, en cualquier momento dentro del plazo de tres (3) meses, contados a partir de
la fecha de deposito de la solicltud posterior. La omision de esta formalidad implicara la
pérdida del deracho de prioridad.

En consecuencia, se conceptia que esta solicitud:

Sif 1 NO[X] Se ajusta a los aspectos FORMALES Indicados en la Decislén
344 y por tanto,
SI[ ] NO[X] Se recomienda PUBLICAR ei extracto cofrespondients.

Bogota, D.C., 7 de Noviembre dei 2000

EXAMINADOR JURIDICO.
202022

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5y 10
Conmutador. 334 12 2]
Fax: 281 31 25
Santa Fe de Bogota, D.C., Colombia
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

CONCEPTO TECNICO
EXPEDIENTE

IPC

PRIMER EXAMEN DE FORMA

1958 .
0O 0B>.42%
AGLK ﬁies I 2s3 _

Practicado el examen de acuerdo a lo aestablecido en el Art. 21 de la Decisi6n 344 se
determiné que esta solicitud de Patente de Invencién:

SI NO[]
SIN NO[]
SI¥ NO[]
SIM NO[]

SIffl NO[]

SI[] NOH

SIM NO[]
SIH NO[]
S NO[]
SIH NOH
SI{ NO[]
SIDf NO[]

Contiene la identificacion correcta del inventor (Art.8, Art.13-a).

Contiene la identificacion correcta del solicitante (Articulo 13-a).
Contiene el resumen con el objeto o finalidad de la invencién en forma
correcta (Art.13-e).

Contiene el titulo o0 nombre de la invencién en forma correcta (Art.13-b).

Contiene la descripcion clara y completa de la invencién (Art.13-c).
Contiene los dibujos correctos (Art.14-c junto con el literal d) dei Art. 4 del
Dto. 117 /94).

Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art.14-c junto con
el Decreto 3464 del 26 de diciembre de 1980).

Contiene una o mds reivindicaciones.

Contiene el extracto y cumple con los requisitos para publicacion (Art.14-c
junto con el literal ¢) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

Contiene el arte final del dibujo caracterfstico y cumple con los requisitos
(Art.14~c junto con el literal ¢) del articulo 4 del Dto. 117 /84).

Contiene |a tarjeta del Archivo Temético {formato P-104] en forma correcta
(Art.14~c junto con el literal b) del artfculo 4 del Dto. 117 /94).

Contiene Ia tarjeta del Archivo de Propietarios [formato P-105] en forma
correcta (Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /84).

SI ) NO [] CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

OBSERVACIONES Y OTROS: SI[] NO |4 ver hoja(s) anexa(s)

Fe de Bogota, D.C.,

EXAMINADOR TECNICO DE PATENTES

2000 202007

22
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONESRINTENDENCIA

EXPEDIENTE 00-83427
AUTO 3829
LA JEFE DE DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
DISPONE:

ARTICULO PRIMERO: Reconocer personeria al doctor GERMAN CASTILLO GRAU como

apoderado de la Sociedad solicitante, en los términos y para los efectos del poder
conferido.

ARTICULO SEGUNDQ: Conforme lo establece el articulo 22 de la Declslon 344 de la

Comision del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo

de treinta (30) dias habiles siguientes a la facha de notificacién del auto, presente

derespufo esta a las observaciones o complements los antecedentes sefialados en el examen
ma.

ARTICULO TERCEROQ: Notificar por estado el presente auto, adviriendo que contra el no
procede recurso alguno en ia via gubemnativa.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE o9t
Dado en Bogotd D.C., a los 28 HO!. 2008

LA JEFE DE LA DIVISI NUEVAS CREACIONES,

ALIX CARME CESPEDES DE VERGEL

NOTIFICADO POR 53
;3 W b
Bogota D.C., n 0 por anotacion en estado de esta misma fecha.

VENCIMIENTO NOTIFICACION ESTADO
SOLICITO PRORROGA TERMINO SI_ NO

VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5y 10
Conmutador: 334 12 2]
Fax: 281 31 25
Santa Fe de Bogot4, D.C., Colombia



