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Traduccidén oficial del inglés por Mar1én Neira Castro, resolucién i;
2117 del Ministerio de Justicia de Colombia.
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APOSTILLA
(Convencién de 1a Haya del 5 de octubre de 1881)
1. Pais '@ Estados Unidos de América
Este documentb Pablico
2. ha sido firmado por peborah Ann Spearman
3. Quien ejerce funcionas de Notario Piblico del Condado de Montgomery
4, Tleva ol sello de Deborah Ann Spearman, Notario Piblico del Estado de
Pensilvania
CERTIFICADD

En Harrisburg, Pensilvania

E1 3 de diciembre de 2002.

Por C. Michael Weaver, Secretario de Estado de Pensilvania

Bajo el No. A 0214797

Gran Sello del Estadec de Pensilvania

10. Firma ilegible de C. Michael Weaver, Secretario de Estado de Pensilvania
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PODER DE REPRESENTACION
Bilinglie inglés - espafiol otorgado a Carlos Reinaldo Olarte y/o

Alvaro Correa Ordofiez. Firmado en King of Prussia, Pensilvania el
22 de noviembre, 2002 por Stephen Venetianer- Vicepresidente de
Patentes farmacéuticas.
CERTIFICACISN NOTARIAL

Bilinglie inglés - espafiol del 22 de noviembre, 2002 certificando
que Stephen Venetianer ajerce funciones de Vicepresidente de
Farmacéuticos de Smithkline Beecham Corporation.

Firmado por Deborah Ann Spearman.

Sello: Deborah Ann Spearman Notario Piblico - Upﬁer Merion Twp.
Condado Montgomery. Sus funciones vencen el 10 de enero, 2004,

Miembro de 1a Asociacién de Notarios de Eensi1vania.

Deborah Ann Spearman.
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MARLEN NEIRA CASTRO
Traductor e Intérprete Oficial
Inglés - Expaiiol - Inglés
Resolucién Na. 2117 del 7 Oct 1987
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RAISBECK, LARA, RODRIGUEZ & RUEDA

y Membezs of the Firm
BAKER & McKENZIE Colombia
| POWER OF ATTORNEY PODER
The undernigned, La abajo firmada,
SMITHKLINE BEECHAM CORPORATION, SMITHKLINE BEECHAM CORPORATION,
i located in domiciliada en
. Philadelphia, Penngylvania 19103 Philadelphia, Pennsylvania 19103
United States of America United States of America
;
declares that it hereby grants to declara por el presente otorgar a
CARLOS REINALDO OLARTE ANIVOR CARLOS REINALDO OLARTE Y/O
ALVARO CORREA ORDONEZ ALVARO CORREA ORDONEZ
& full and sufficient power of ettorney to apply to the proper  poder especial amplio y bastants para recabar de las
national officers and authorities for the issue of: oficinas y sutoridades nacionales que carrespondan, la
obtencidn de:
Patents of Invention, Patents for Utility Models, Industrial Patentes de invencidn, Patentes de Modelo de Utilidad,
Design Registrations, mergers, changes of name, Registro de Diseflos Industriales, fusionss, cambios de

masignments, filing and prosection of oppositions, chenges of nombre, cesiones, presentacién y trdmite de
! address, oposiciones, cambios ds direccién.

to which end it empowers them to take all steps neceasary a cuyo cfecto los faculta para dar ante dichas

before said authorities for the objects stated, to file petitions, autoridades, todos 1os pasos necesarios al objeto
prepare descriptions, make protests, declarations, appeals indicado, elever solicitudes, formular descripciones,
and objections, pay imposts, apply for certifications, receive  protestas, declaraciones, apelaciones y reclamos, oblar
documents and securities, abandon applications and collect  impuestos, solicitar testimonios, recibir documentos y
refunds. To the said mandatoriss sufficient power is granted  valares, desistir y percibir. Se concede a loa

hereby to receive notifications for and on behalf of the expreaados mandatarios poder bastante para recibir
Company, to confer powers on those who are to represent notificaciones a nombre de la compafiia, otorgar

the company judicially and extrajudicially, to answer in poderes a quicnes vayan a representar a la compafiia
court in the matter of ell claims and demands that my be judicial y extrajudicialments, responder en juicio a
presented in connection with the patents, and to do todas las reclamaciones o demandas que por motivo de
everything that may be required, before administrative or 1as patentes se presentaren y hacer cuanto fuere
judicial officers of any class giving them likewise powerto  necesario, ante las autoridades administrativas o
substitute these presents end revoke such substitutions if judiciales de cualquier orden, ddndoles asimismo

necessary. facultad psra sustituir el presente y en caso necesario
revocar dichas sustituciones.
Done and subscribed in King of Prussia, Poonsylvania, Dado y firmado en
U.S.A.
" | On the 22nd day of November 2002. Alos dias del mes de
! B CORFORATION '
BY: - '
Stephen Vonetianer
Vice President

Pharmaccutical Patents




RAISBECK, LARA, RODRIGUEZ & RUEDA

Members of the Firm
BAKER & McKENZIE Colombia
NOTARIAL CERTIFICATION CERTIFICACION NOTARIAL
Onthis  22nd dayof November 2002, Alos dias del mes de de 2002,
the undersigned Notary el suscrito Notario
CERTIFIES DA FE

1. That Stephen Venetianter, of legal age and domiciled in
One Franklin Plaza, Philadelphia, Pennsylvania 19103,
United States of America, set his hand on the foregaing
document.

2. That the grantor is to me personally known and that
he/she has lsgal capacity to execute the instrument.

3. That the grantor has executed the foregoing document as
Vice President, Pharmaceuticals

of the judicial person.

@ + Tha: the judicial person

having its home office in One Franklin Plaza, Philadelphia,
Pennsylvania 19103, United States of America,

is duly organized, has present legal existence and that the
purposes for which the power of attorney is granted are
within the scope of its corporale purposes.

5. That the grantor has in fact referred to the autharity and
that his/her representation is legal

6. That [ have based certifications 3, 4 and 5 above on the
following authentic documents for such purpose exhibited to
me and which I mention specifically, giving their dates and
their origin or source:

S O

Notary Public

1. Que Stephen Venetianer, mayor y domiciliado en
One Franklin Plaza, Philadelphia, Pennsylvania 19103,
United States of America, suscribié de su pufio y letra
el documento que antecede.

2. Que conozco al otargante y que éste tiene capacidad
legal para el otorgamiento.

3. Que ¢l otorgante ha suscrito el referido documento
en su canfcter de Vice President, Pharmaceuticals

de la persona juridica.

4. Que la persona juridica

con sede en One Franklin Plaza, Philadelphia,
Pennsylvania 19103, United States of America,

esti legalmente constituida, que tiene existencia legal
actual y que el acto para el cual se ha ctorgado ol poder

estd comprendido eatre los que constituyen su objeto
social.

5. Que el otorgante tiene efectivamente la
representacin que ostents, y que esta es legitima.

6. Que he basado les certificaciones 3, 4 y 5 anteriores
on los siguientes documentos auténticos que al efecto
se me exhibieron y que menciono especificamente con
expresidn de sus fechas y de su origen o procedencia:

Deborah Ann Spearman, Notary Public
Upeer Merlon WD arceeoin 10, 2004
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USE OF IL-8 RECEPTOR ANTAGONISTS IN THE TREATMENT OF
VIRUS INFECTIONS
FIELD QF INVENTT

This invention relates to the use of IL-8, GROa. GROB, GROy, NAP-2, and

ENA-78 modulators in the treatment of viral infections. _
BACKGROUND OF THE INVENTION

Human rhinovirus (HRV), the most frequent cause of the common cold, is
increasingly associated with more serious sequelae including exacerbations of
asthma, chronic bronchitis, COPD, otitis media, and sinusitis. Recent published
studies in adults and adolescents, using PCR to assist in viral detection, have shown
that up to 50 to 80% of asthma exacerbation's are associated with apper respiratory
tract virus infection, and that rhinovirus is the most common cold virus.

HRYV infects nasal epithelial cells. Recent evidence suggests the virus may
also infect bronchial epithelium. Prodromal cold symptoms are apparent within 24
hours post-infection, peak on days 2 through 5, and resolve wilhin 7 to 14 days.
However, the effects can be more protracted in some individuals. While the virus
may clear, symptoms often persist. Symptoms are believed to arise more from the
host's response to infection, than an acutc cytotoxic effect, since only a small
fraction of upper respiratory epithelial cells are demonstrably infected, and there is
minimal epithelial cell damage. Increased intranasal levels of kinins, IL-1, IL-8, IL-
6, IL-11, and nentrophils are found in normal individuals infected with rhinoviruses.
A correlation between IL-8 concentration in nasal secretions with local
myeloperoxidase level as well as symptom severity has been demonstrated in several
rccent studies. Intranasal concentrations of IL-1 and IL-6 have been correlated with
symptom severity as well. Experimental rhinovirus infection also results in
enhanced immediate and late phase allergic reactions, and in increased infiltration of
T lymphocytes and eoginophils into the lower airways. In atopics and asthmatics,
these effects persist for up to 2 months post-infection. Human bronchial epithelial
cell lines have been shown to produce IL~1, IL-6, IL-8, IL-11 and GM-CSF in
response to rhinovirus infection. Early production of cytokines by rhinovirus-

1
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infected epithelial cells may therefore be responsible for triggering recruitment of
neutrophils, T-cells and activated eosinophils into the upper and lower airways.

Additionally, IL-1, IL-6 and IL-8 are also produced in response to infection
with other respiratory viruses (influenza, respiratory syncytial virus) which can
cause the common cold and associated sequelae.

Many different names have been applied to Interleukin-8 (IL-8), such as
neutrophil attractant/activation protein-1 (NAP-1), monocyte derived neutrophil
chemotactic factor (MDNCF), neutrophil activating factor (NAF), and T-cell
lymphocyte chemotactic factor. Interleukin-8 is a chemoattractant for neutrophils,
basophils, and a subset of T-cells. It is produced by a msjority of nucleated cells
including macrophages, fibroblasts, endothelial and epithelial cells exposed to TNF,
IL-1q, IL-1P or LPS, and by neutrophils themselves when exposed to LPS or
chemotactic factors such as FMLP. M. Baggiolini et al., J. Clin. Invest. 84, 1045
(1989); J. Schroder et al, J. Imypungl. 139, 3474 (1987) and ], Immunol. 144, 2223
(1990) ; Strieter, et al., Science 243, 1467 (1989) and J. Bjol. Chem. 264, 10621
(1989); Cassatella et al., J. Immunol. 748, 3216 (1992).

GROq, GROB, GROy and NAP-2 also belong to the chemokine family.
Like IL-8 these chemokines have also been referred to by different names. For
instance GROG, P, y have been referred to as MGSAq, P and vy respectively
(Melanoma Growth Stimulating Activity), see Richmond et al., J, Cell Physiology
129, 375 (1986) and Chang et al., J. Immunol 148, 451 (1992). All of the
chemokines of the o-family which possess the ELR motif directly preceding the
CXC motif bind to the IL-8 B receptor (CXCR2).

IL-8, GROam, GROB, GROy, NAP-2, and ENA-78 stimulate a number of
functions in vitro. They have all been shown to huve chemoatiractant properties for
neutrophils, while IL.-8 and GROa have demonstrated T-lymphocytes, and
basophilic chemotactic activity. In addition IL-8 can induce histamine release from
basophils from both normal and atopic individuals. GRO-ct and IL~-8 can in addition,
induce lysozomal enzyme reiease and respiratory burst from neutrophils. IL-8 has
alzo been shown to increase the surface expression of Mac-1 (CD11b/CD18) on
neutrophils without de novo protein synthesis.

- 2
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In vitro, IL-8, GROa, GROPB, GROYy and NAP-2 induce neutrophil shape
change, chemotaxis, granule release, and respiratory burst, by binding to and
activating receptors of the seven-transmembrane, G-protein-linked family, in
particular by binding to IL-8 receptors, most notably the IL-8 receptor (CXCR2).
Thomas et al., J, Biol, Chen. 266, 14839 (1991); and Holmes ct al., Science 253,
1278 (1991).

" Two high affinity human IL-8 receptors (77% homology) have been
characterized: [1.-8RA, which binds only IL-8 with high affinity, and IL-8RB, which
has high affinity for IL-8 as well as for GROa, GROB, GROyand NAP-2. See
Holmes et al., supra; Murphy et al., Science 253, 1280 (1991); Lee et al., . Biol,
Chem, 267, 16283 (1992); LaRosa et al., J. Bjol. Chem. 267, 25402 (1992); and
Gayle et al., J, Biol, Cherp, 268, 7283 (1993).

Interference with the biochemical processes of epithelial cells resulting from
virus infection represents a viable new therapeutic target for an 11.-8 receptor
antagonist. The present invention is directed to the novel discovery of treatment of
this therapeutic target.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention provides for a method of treating a chemokine
mediated disease, wherein the chemokine is one which binds to an IL-8 A or B
receptor and which method comprises administering an effective amount of an IL-8
receptor antagonist, or a pharmaccutically acceptable salt thereof. The present
invention further relates to the use of an IL-8 receptor antagonist for the treatment,
including prophylaxis and prevention/reduction of the severity of the undeciying
condition, of a virus infection including but not limited to human rhinovirus,
enteroviruses, coronavirus, influenza virus, parainfluenza virns, respiratory syncytial
virus, and adenovirus, in a human in need thereof, which method comprises
administering to said human an effective amount of an IL-8 receptor antagonist.
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DETATLED DES N OF THE (8)

IL-8 and other cytokines affect a wide variety of cells and tissues and these
cytokines as well as other leukocyte derived cytokines are impaortant and critical
inflamrmatory mediators responsible for the symptoms of many viral mfectmns The
inhibition of these cytokines is of benefit in controlling, reducing and alleviating
many of these symptoms of respiratory viral infection. In addition, the present
invention is directed to the treatment of symptoms cansed by viral infection in a
buman which is caused by the human rhinovirus, other enterovirus, coronavirus,
herpesviruses, influenza virus, parainfluenza virus, respiratory syncytial virus or an
adenovirus. In addition, the present invention is directed to respiratory viral
infections, which exacerbate underlying chronic conditions such as asthma, chronic
bronchitis, chronic obstructive pulmonary disease, otitis media, and sinusitis. It
should also be noted that the respiratory viral infection treated herein may be
associated with a secondary bacterial infection, such as otitis media, sinusitis or
pneumonia.

The present invention will demonstrate that IL-8 receptor antagonists are
useful in the treatment of symptoms essociated with respiratory viral infection and
prevention/reduction of the severity of exacerbations of underlying conditions,
including asthma and otitis media, COPD, sinusitis, chronic bronchitis, etc amongst
others.

Suitable IL-8 inhibitors are well known in the art, and an assay for
determining IL-8 inhibition is also readily available. For instance, see U.S. Patents
5886044,5780483,6005008,5929250, 6015908; 5919776,

U.S.Applications
09/111663,09/125279,09/240354,09/202570,09/202586,09/202569,09/202568,
09/230120,09/230290,09/230952,09/230977,09/23098 1,00/230980,05/242187,
05/341378,09/341382,09/341262,09/463673,09/508039,09/486986,
W099/65310, WO 0012489,WO 0009511, WO 9942464, WO 9942463,

WO 9942461, W000/05216,W095/36069, W099/36070,WO00/06557,
PCT/US99/23776,PCT/US99/29940, U.S. Provisional Applications
60/134728,60/136666,60/136665,60/136717,60/136667,60/139675,

4
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60/139680,60/139678,60/139673,60/140024,60/139677,60/139674,
60/140025,60/145756,60/164350,60/186239,60/186183,60/186182,
60/18B410,60/188243,60/189176,60/189175,60/189848,60/192132,0r
60/196022.

The IL-8 receptor antagonist may also be administered with a secopd
therapeutic agent. The second therapeutic agent may be an antiviral agent such as
ribavirin, amantidine, rimantidine, relenza, tamiflu, BTA 188, RWJ-270210 (BCX-
1812), sICAM-1, tICAMA453, Pleconaril or AG 7088; it may also be an
antihistamine, such as Benadryl, chlorpheneramine and salts thereof,
brompheneramine or salts thereof, etc, a decongestant, such as phenylpropanolamine
and salts thereof, pseudoephedreine or salts thereof; stervids, such as
dexamethasone, prednisone, or prednisolone, etc; various antibiotics, such as the
quinolones, cephalosporing, B-lactamase inhibitors, etc.; anti-inflammatory ageats,
such as CSAIDS, COX-1 or COX-2 inhibitors, ASA, or indomethacin, etc.

DESCRIPTION OF THE FIGURES
Figure | - Inhibition of RV or Gro -betz induced calcium mobilization in human
neutrophils by CXCR2 antagonist X.
Figure II - Inhibition of RV-induced chemotaxis of human neutrophils by CXCR2
antagonist X,
Figure 1IT - RV, groc, grof, and grof -T induced caleium mobilization in
neutrophils.
METHOD OF TREATMENT

The present IL-8 receptor antagonist, or a pharmaceutically acceptable salt
thereof, can be used in the manufacture of a medicine for the prophylactic or
therapeutic treatment of symtoms or sequelae of viral infection in a human, or other
mammal, which is exacerbated or cansed by excessive or unregulated IL-8 cytokine
production by such mammal’s cell, such as but not limited to monocytes and/or
macrophages, or other chemokines which bind to the IL-8 A or B receplor, also
referred to as the type I or type IT receptor.



10

15

20

30

WO 02/03814 PCT/US01/22328 f 6

\

Accordingly, the present invention provides a method of treating a viral
infection, wherein the chemokine is one which binds to an IL-8 A or B receptor and
which method comprises administering an effective amount of a present inhijbitor or
a pharmaceutically acceptable salt thereof. In particular, the chemokines are IL-8,
GROa, GROB, GROY, NAP-2 or ENA-78.

In order to use a present IL-8 receptor antagonist or a pharmaceutically
acceptable salt thereof in therapy, it will normally be formulated into a
pharmaceutical composition in accordance with standard pharmaceutical practice.
This invention, therefore, also relates to a pharmaceutical composition comprising
an effective, non-toxic amount of & present IL-8 receptor antagonist and a
pharmaceutically acceptable carrier or diluent.

The present II-8 receptor antagonists, pharmaceutically acceptable salts
thereof and pharmaceutical compositions incorporating such may conveniently be
administered by any of the routes conventionally used for drug administration, for
inslance, orally, topically, bucolally, parenterally or by inhalation. They may be
administered in conventional dosage forms prepared by combining a present
compound with standard pharmaceutical carriers according to conventional
procedures. They may also be administered in conventional dosages in combination
with a known, second therapeutically active compound. These procedures may
involve mixing, granulating and compressing or dissolving the ingredients as
appropriate to the desired preparation. It will be appreciated that the form and
character of the pharmaceutically acceptable character or diluent is dictated by the
amount of active ingredient with which it is to be combined, the route of
administration and other well-known variables. The carrier(s) must be "acceptable”
in the sense of being compatible with the other ingredients of the formulation and
not deleterious 1o the recipient thereof.

The pharmaceutical carrier smployed may be, for example, either a solid or
liquid. Exemplary of solid carriers are lactose, terra alba, sucrose, talc, gelatin, agar,
pectin, acacia,.magnesium stearate, stearic acid and the like. Exemplary of liquid
carriers are syrup, peanut oil, olive oil, water and the like. Similarly, the camier or
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diluent may include time delay material well known to the art, such as glyceryl
mono-stearate or glyceryl distearate alone or with a wax.

A wide varicty of pharmaceutical forms can be employed. Thus, if a solid
carrier is used, the prepamtion can be tableted, placed in a hard gelatin capsule in
powder or pellet form or in the form of a troche or lozeage. The amount of solid
carrier will vary widely but preferably will be from about 25mg to about 1g. When a
liquid carrier is used, the preparation will be in the form of a syrup, emulsion, soft
gelatin capsule, sterile injectable liquid such as an ampule or nonaqueous liquid
suspension.

The present antagonists may be administered topically, that is by non-
systemic administration. This includes the application of a present compound
externally to the epidermis or the buccal cavity and the instillation of such a
compound into the ear, eye and nose, such that the compound does not significantly
enter the blood stream. In contrast, systemic administration refers to oral,
intravenous, intraperitoncal and intramuscular administration.

Formulations suitable for topical administration include liquid or semi-liquid
preparations suitable for penetration through the skin to the site of inflammation
such as liniments, lotions, creams, ointments or pastes, and drops suitable for
administration to the ear or nose, solutions or suspensions suitable for inhalation.
The active ingredient may comprise, for topical administration, from 0.001% to 10%
w/w, for instance from 1% to 2% by weight of the Formulation. It may however
comprise as much as 10% w/w but preferably will comprise less than 5% w/w, more
preferably from 0.1% to 1% w/w of the Formulation.

Lotions according to the present invention include those suitable for
application to the skin or eye. An eye lotion may comprise a sierile agueous solution
optionally containing a bactericide and may be prepared by methods similar to those
for the preparation of drops. Lotions or liniments for application to the skin may also
include an agent to hasten drying and to cool the skin, such as an alcohol or acetone,
and/or a moisturizer such as glycerol or an oil such es castor oil or arachis oil.

Creams, ointments or pastes according to the present invention are semi-solid
formulations of the active ingredient for external application. They may be made by
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mixing the active ingredient in finely-divided or powdered form, alone or in solution
or suspension in an aqueous or non-aqueons fluid, with the aid of suitable
machinery, with a greasy or non-greasy base. The base may comprise hydrocarbons
such as hard, soft or liquid paraffin, glycerol, beeswax, a metallic soap; a mucilage;
an oil of natural origin such as almond, com, arachis, castor or olive oil; wool fat or
its derivatives or a faity acid such as steric or oleic acid together with an alcohol
such as propylene glycol or a macrogel. The formulation may incorporate any
suitable surface active agent such as an anionic, cationic or non-ionic surfactant such
as a sorbitan ester or a polyoxyethylene derivative thereof. Suspending agents such
as natural gums, cellulose derivatives or inorganic materials such as silicaceous
silicas, and other ingredients such as lanolin, may also be included.

Drops according to the present invention may comprise sterile aqueous or
oily solutions or suspensions and may be prepared by dissolving the active
ingredient in a suitable aqueous solution of a bactericidal and/or fungicidal agent
and/or any other suitable preservative, and preferably including a surface active
agent. The resulting solution may then be clarified by filtration, transferred to a
suitable container which is then sealed and sterilized by autoclaving or maintaining

at 98-100°C for half an hour. Alternatively, the solution may be sterilized by
filtration and transferred to the container by an aseptic technique. Examples of
bactericidal and fungicidal agents suitable for inclusion in the drops are
phenylmercuric nitrate or ncetate (0.002%), benzalkonium chloride (0.01%) and
chlorhexidine acetate (0.01%). Suitable solvents for the preparation of an oily
solution include glycerol, diluted alcohol and propylene glycol.

The present antagonists may be administered parenterally, that is by
intravenous, intramuscular, subcuteneous intranasal, intrarectal, intravaginal or
intraperitoneal administration. The subcutaneous and intramnscular forms of
parenteral administration are generally preferred. Appropriate dosage forms for such
administration may be prepared by conventional techniques. The present
antagonists may also be administered by inhalation that is by intranasal and oral
inbalation administration. Appropriate dosage forms for such administration, such
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as an asrosol formulation or a metered dose inhaler, may be prepared by
conventional techniques.

For all methods of use disclosed herein for the present antagonists the daily
oral dosage regimen will preferahly be from about 0.01 to about 80 mg/kg of total
body weight. The daily parenteral dosage regimen about 0.001 to about 80 mg/kg of
total body weight. The daily topicel dosage regimen will preferably be from 0.1 mg
to 150 mg, administered one to four, preferably two or three times daily. The daily
inhalation dosage regimen will preferably be from about 0.01 mg/kg to about 1
mg/kg per day. It will also be recognized by one of skill in the art that the optimal
quantity and spacing of individual dosages of a present antagonist or a
pharmaceutically acceptable salt thereof will be determined by the nature and extent
of the condition being treated, the form, route and site of administration, and the
particular patient being treated, and that such optimums can be determined by
conventional techniques. It will also be appreciated by one of skill in the art that the
optimal course of treatment, i.c., the number of doses of a present compound or a
pharmaceutically acceptable salt thereof given per day for a defined number of days,
can be ascertained by those skilled in the art using conventional course of treatment
determination tests,

The invention will now be described by reference to the following bi-ological
examples, which are merely illustrative and are not to be construed as a limitation of
the scope of the present invention.

BI ICAL

The IL-8, and GRO-t¢t chemokine inhibitory effects of compounds of the
present invention are determined by the following in vitro assay:
Receptor Binding Assays:

[1251] IL-8 (human recombinant) is obtained from Amersham Corp.,
Arlington Heights, IL, with specific activity 2000 Ci/mmol. GRO- is obtained from
NEN- New England Nuclear. All other chemicals are of analytical grade. High
levels of recombinant human IL-8 type a and B receptors were individually
expressed in Chinese hamster ovary cells as described previously (Holmes, et al.,
Science, 1991, 253, 1278). The Chinese hamster ovary membranes were

9
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homogenized according to a previously described protocol (Haour, et al., ], Biol,
Chem,, 249 pp 2195-2205 (1974)). Except that the homogenijzation buffer is
changed to 10mM Tris-HCL, 1mM MgS04, 0.5mM EDTA (ethylene-diaminetetra-
acetic acid), ImM PMSF (¢-toluenesulphonyl fluoride), 0.5 mg/L Leupeptin, pH
7.5. Membrane protein concentration is determined using Pierce Co. micro-assay kit
using bovine serum albumin as a standard. All assays are performed in a 96-well
micro plate format. Each reaction mixture contains 1251 I1.-8 (0.25 nM) or 1257
GRO-a and 0.5 pg/mL of IL-8Ra or 1.0 pg/mL of IL-8RB membranes in 20 mM
Bis-Trispropane and 0.4 mM Tris HCI buffers, pH 8.0, containing 1.2 mM MgSO4,
0.1 mM EDTA, 25 mM Nz and 0.03% CHAPS. In addition, drug or compound of
interest is added which has been pre-dissolved in DMSO so as to reach a final
concentration of between 0.01nM and 100 uM. The assay is initiated by addition of
125111.-8. After 1 hour at room temperature the plate is harvested using a Tomtee
96-well harvester onto a glass fiber filtermat blocked with 1% polyethylenimine/
0.5% BSA and washed 3 times with 25 mM Na(l, 10, M TrisHCI, 1 mM MgSO4,
0.5 mM EDTA, 0.03 % CHAPS, pH 7.4. The filter is then dried and counted on the
Betaplate liquid scintillation counter. The recombinant IL.-8 Ra, or Type I, receptor
is also referred to herein as the non-permissive receptor and the recombinant I1.-8
RB, or Type 11, receptor is referred to as the permissive receptor.

Chemotaxis Assay : '

The in vitro inhibitory properties of these compounds are determined in the
neutrophil chemotaxis assay as described in Current Protocols in Immunology, vol.
I, Suppl 1, Unit 6.12.3., whose disclosure is incorporated herein by reference in its
entirety. Neutrophils where isolated from human blood as described in Current
Protocols in Immunelogy Vol. I, Suppl 1 Unit 7.23.1, whose disclosure is
incorporated herein by reference in its entirety. The chemoattractants IL-8, GRO-a,
GRO-B, GRO-y and NAP-2 are placed in the bottom chamber of a 48 multiwell
chamber (Neuro Probe, Cabin John, MD) at a concentration between 0.1 and 100
nM. The two chambers are separated by a 5 uM polycarbonate filter. When
compounds of this invention are tested, they are mixed with the cells (0.001 - 1000

10
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nM) just prior to the addition of the cells to the upper chamber. Incubation is

allowed to proceed for between about 45 and 90 min at about 379C in a bumidified
incubator with 5% CO5. At the end of the incubation period, the polycarbonate
membrane is removed and the top side washed, the membrane then stained using the
Diff Quick staining protocol (Baxter Products, McGaw Park, IL, USA). Cells which
have chemotaxed to the chemokine are visually counted using a microscope.
Generully, four ficlds are counted for each sample, these numbers ure averaged to
give the average number of cells which had migrated. Each sample is tested in
triplicate and each compound repeated at lcast four times. To certain cells (positive
controtl cells) no compound is added, these cells represent the maximum chemotactic
response of the cells. In the case where a negative control (unstimulated) is desired,
1o chemokine is added to the bottorn chamber. The difference between the positive
control and the negative control represents the chemotactic activity of the cells. .
Elastase Release Assay:

The compounds of this invention are tested for their ability to prevent Elastasc
release from human neutrophils. Neutrophils are isolated from human blood as
described in Current Protocols in Immunology Vol. I, Suppl 1 Unit 7.23.1. PMNs

0.88 x 106 cells suspended in Ringer's Solution (NaCl 118, KCl 4.56, NaHCO3 25,
KH7PO4 1.03, Glucose 11.1, HEPES 5 mM, pH 7.4) are placed in each well of a 96

well plate in a volume of 50 ul. To this plate is added the test compound (0.001 -
1000 nM) in a volume of 50 ul, Cytochalasin B in & volume of 50 ul (20ug/ml) and

Ringers buffer in a volume of 50 ul. These cells are allowed to warm (37 °C, 5%
CO2, 95% RH) for 5 min before IL-8, GROa, GROB, GROy or NAP-2 at a final
concentration of 0,01 - 1000 nM was added. The reaction is allowed to proceed for
45 min before the 96 well plate is centrifuged (800 xg 5 min.) and 100 ul of the
supernatant removed. This supernatant is added to a second 96 well plate followed
by an artificial elastase substrate (MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-AMC, Nova Biochem,
La Jolla, CA) to a final concentration of 6 ug/mi dissolved in phosphate buffered
saline. Immediately, the plate is placed in a fluorescent 96 well plate reader
(Cytofluor 2350, Millipore, Bedford, MA) and data collected st 3 min intervals

11
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according to the method of Nakajima et al J, Biol. Chem. 254 4027 (1979). The Q’\
amount of Elastage released from the PMNG is calculated by measuring the rate of
MeOSuc-Ala-Als-Pro-Val-AMC degradation.

Rhinovirus Methods:

Cell lines and rhinovirus serotype 39 were purchased from American Type
Culture Collection (ATCC). BEAS-2B cells were cultured according to instructions
provided by ATCC using BEGM (bronchial epithelial growth media) purchased
from Clonetics Corp. HELA cell cultures, used for detection and titration of virus,
were maintained in Eagle’s minimum essential media containing 10% fetal calf
serum, 2mM l-glutamine, and 10 mM HEPES buffer (MEM).

A modification of the method reported by Subauste et al., Supra, for in vitro
infection of human bronchial epithelial cells with rhinovirus was used in these
studies. BEAS-2B cells (2x105/well) were cultured in collagen-coated wells for 24
hours prior to infection with rhinovirus. Rhinovirus serotype 39 was added to cell
cultures for one hour incubation at 34°C after which inoculum was replaced with
fresh media and cultures were incubated for an additional 72 hours at 34°C.
SuMw collected at 72 hours post-infection were assayed for cytokine protein
concentration by ELISA using commercielly available kits (R&D Systems). Virus
yield was also determined from culture supcrmatants using & microtitration assay in
HELA cell cultures (Subauste et al., supra 1995). In cultures treated with IL-8
inhibitors, drug was added 30 minutes prior to infection. Stocks of compounds were
prepared in DMSO (10 mM drug) and stored at -20°C.

For detection of IL-8R inhibition, cultures were incubated in basal media
without growth factors and additives to reduce endogenous levels of activated IL-8.
Supematants were harvested at varions time points after addition of rhinovirus and
concentiated. Concentrates were fractionated on Superose 6 columns. Supernatants
were concetrated >50 fold using an Amicon concetrater with 5,000 mol. wt. cat off.
A singel injection (0.5 ml) was applied to a Superose 6 size fractionation column
which was eluted at a singel flow rate (0.2 ml/min). 0.5 ml fractions were collaceted

12
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and assayed for Ca2+ mobilizing activity in freshly isolated human PMN loaded
with FURA-2.

Results:

Characterization of chemokines produced from RV infected BEAS-2B human
epithelial cells.

Under resting conditions buman BEAS-2B human epithelial cells produced
small quantities of at least three known human chemokines, Groa, IL-8 and ENA-
78. When these cells are infected with rhinovirus production of the three ELR
chemokines increases 6.6 — 20 fold above resting conditions (Table 1).

Table 1. Production of ELR chemokines from BEAS-2B epithelial cells under
resting and infected conditions (n = 6).

Treatment Groa (pg/ml) IL-8 (pg/ml) ENA-78 (pg/ml)
Control 1568 + 402 143 £ 86 164 133
HRV-39 12135 £ 3599 2870 + 645 1083 + 194

When HRV-39 infected epithelial cell supernatant is subject to size exclusion
fractionation over a superose 6 column it results in a single peak of Ca2" mobilizing
ectivity when assayed using human neutrophils (Figure III) or a cell line transfected
with either the CXCR1 or CXCR2 receptor. The mobilization of Ca2' in the
neutrophil occurs in the same fractions as the elution of the chemokines IL-8, ENA-
78 and Groo.

To determine if other chemokines are produced from HRV-39 infected
BEAS-2B for which we do not have ELISA kits, BEAS-2B supernatant was assayed
against other freshly isolated human peripheral cells which express a variety of
chemokine receptors including CCR1, CCR2, CCR3 and CCRS. When the above
active fractions derived from the BEAS-2B epithelial cells were assayed for Ca2"
mobilization using Fura-2 loaded eosinophils or peripheral blood mononuclear cells

13
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(PBLs) none of the fractions mobilized Ca2". This indicates that chemokines besides ,\/5
IL-8, Groo and ENA-78 are not present at significant concentrations to promote
Ca2" mobilization.

To determine the potential for other PMN activating chemokines and for the

possibility that IL-8 will activate the PMNs via CXCR2 we have determined the
ability of IL.-8 receptor antagonists to inhibit Ca2’ mobilization induced by grof,
coocentrated BEAS-2B supematant or active fractions derived from a superose 6
column separation in Fura-2 loaded PMN3. As can be seen from figure I, compound
-X dose dependently and completely inhibited RV concentrated supernatant and
fractions containing the chemokines from a superose 6 columa with IC50s between

1.7 and 2 nM. This ICsq is similar to the IC5q derived with Grof alone, (ICS0 = S

" 1M) and indicates that all of the Ca2" mobilizing activity contained in the

concentrate or fractions is working through the CXCR2 receptor.

To determine if the RV supernatant works solely through the CXCR2
receptor, we determined that rank comrelation of a number of selective CXCR2
antagonist for there ability to inhibit Ca2' mobilization induced by concentrated RV
supernatant and Grof. There is an excellent rank correlation for a divergent set of
CXCR2 antagonist and their ability to inhibit Ca2" mobilization induced by RV and
Grob, indicating that RV supernatent Ca2” mobilizing activity works solely throngh
the CXCR2 receptor on PMNs.

Inhibition of PMN chemotaxis was also determined inboth the concentrated
and fractionated RV sample. Chemotaxis was inhibited by specific CXCR2
antagonists as shown in Figure II.

These results demonstrate that BEAS-2B cells produce a variety of ELR
chemokines which act through the CXCR2 receptar and which can be blocked by
selective CXCR2 antagonist, Although I8 is present in the supernatant it also is
blocked completely by the CXCR2 entagonist. This is improbably do to its low
level compared with Groo. )

All publications, including but not limited to patents and patent applications,
cited in this specification are harein incorporated by reference as if each individual

14
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publication were specifically and individually indicated to be incorporated by
reference herein as though fully set forth.

The above description fully discloses the invention including preferred
embodiments thereof. Modifications and improvements of the embodimeats
specifically disclosed herein are within the scope of the following claims. Without
further elaboration, it is believed that one skilled in the are can, using the preceding
description, utilize the present invention to its fullest extent. Therefore the
Examples herein are to be construed as merely illustrative and not & limitation of the
scope of the present invention in any way. The embodimeats of the invention in
which an exclusive property ar privilege is claimed are defined as follows.
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What is Claimed Is:

1. A method of treating symptomology of the common cold as caused by
human rhinovirus, other enterovirus, herpesvirus, coronavirus, influenza virus,
perainfluenza virus, respiratory syncytial virus, or adenovirus infection in a human
in need thereof which method comprises administering to said human an effective
amount of an I1.-8 receptor antagonist.

2. The method according to claim ! wherein the respiratory viral infection
exacerbates asthma,

3. The method according to Claim 1 wherein the respiratory viral infection
exacerbates chronic bronchitis.

4. The method according to Claim 1 wherein the respiratory viral infection
exacerbates chronic obstructive pulmonary disease.

3. The method according to Claim 1 wherein the respiratory viral infection

exacerbates otitis media.

6. The method according to Claim 1 wherein the respiratory viral infection
exacerbates sinusgitis.

7. The method according to Claim 1 wherein the respiratory viral infection is
associated with a second bacterial infection, such as otitis media, sinusitis or

pneumonia.

8. Thcmnthodaocomdingtomyoneofclaimslto'TwhemintheI[fBrweptor
antagonist is administered with a second therapeutic agent.

16
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9. The method according to Claim 1 wherein the second therapeutic agent is
selected from the group consisting of an antiviral agent, an antihistamine, a
decongestant, & steroid, an antibiotic, and an anti-inflammatory agent.

10.  The method according to any one of claims 1-9 wherein the therapeutic agent
is administered orally, bucolally, topically (intranasally) or via inhalation (acrosol) ,
or both topically and via inhalation.

11.  The method according to claim 10 wherein the compound is administered
with a second therapeutic agent.

12.  The method according to claim 11 wherein the second therapeutic agent is
selected from the group consisting of an antiviral agent; an antihistamine; &
decongestant; a steroid; an antibiotic, and an anti-inflammatory agent.

13.  The method according to claim 1 wherein the IL-8 receptor antagonist is
selccted from a compound disclosed in:

U.S. Patent 5886044,5780483,6005008,5929250, 6015908; or 5919776,
U.S.Application
09/111663,09/125279,09/240354,09/202570,09/202586,09/202569,09/202568,09/23
0120,09/230290,09/230952,09/230977,09/230981,09/230980,09/242187,09/341378,
09/341382,09/341262,09/463673,09/508039, or 09/486986,

W099/65310, WO 0012489,WO 0009511,WO 9942464, WO 9942463,

WO 9942461,W000/05216,W099/36069,W099/36070,0r WO00/06557,
PCT/US99/23776,0r PCT/US99/29940, U.S. Provisional Application
60/134728,60/136666,60/136665,60/136717,60/136667,60/139675,
60/139680,60/139678,60/139673,60/140024,60/139677,60/139674,
60/140025,60/145756,60/164350,60/186239,60/186183,60/186182,
60/188410,60/188243,60/189176,60/189175,60/189848,60/192132,0r

60/196022.

17
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P51157

USO DE ANTAGONISTAS DE LOS RECEPTORES DE I1L-8 EN EL
TRATAMIENTO DE INFECCIONES VIRALES

CAMPO DEL INVENTO

Este invento se relaciona con el uso de moduladores de IL-8, GROc., GROP,
GROy, NAP-2, y ENA-78 en el tratamiento de infecciones virales.

FUNDAMENTO DEL INVENTO

El rinovirus humano (HRYV), la causa mas frecuente de resfriado comiin, estd
crecientemente asociado con secuelas mas serias incluyendo exacerbaciones de asma,
bronquitis cronica, COPD, ofitis media, y sinusitis. Estudios recientes publicados en
adultos y adolescentes, utilizando PCR para asistir en deteccién viral, han mostrado que
entre 50 y 80% de las exacerbaciones de asma estéin asociadas con infeccién viral de
vias aéreas altas, y que el rinovirus es el virus de resfriado mis comiin.

El HRY infecta las células epiteliales nasales. Evidencia reciente indica que el
virus también puede infectar el epitelio bronquial. Los sintomas prodrémicos de
resfriado son manifiestos dentro de las 24 horas después de infeccién, se vuelven muy
aparentes en los dias 2 a 5, y se resuelven a los dias 7 a 14, Sin embargo, los efectos
pueden ser més duraderos en algunos individuos. Mientras el virus puede desaparecer,
los sintomas a menudo persisten. Se cree que los sintomas provienen més de la
respuesta del hospedero a la infeccién, que del efecto citotéxico agudo, puesto que
solamente una pequefia fraccién de las células epiteliales respiratorias superiores son
demostrablemente infectadas, y hay dafio celular epitelial minimo. Niveles aumentados
intranasales de quininas, I[L.-1, IL-8, IL-6, IL-11, y neutréfilos son encontrados en
individuos normales infectados con el rinovirus. Una correlacién entre la concentracién
de IL-8 y secreciones nasales con nivel de mieloperoxidasa local asf como también la
severidad de los sintomas ha sido demostrada en varios estudios recientes. Las
concentraciones intranasales de IL-1 y IL-6 han sido correlacionadas con la severidad
de los sintomas también. La infeccién de rinovirus experimental también resulta en
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reacciones alérgicas de fase inmediata y tardia, y en infiltracién aumentada de
linfocitos-T y eosinéfilos en vias aéreas bajas. En atdpicos y asméticos, estos efectos
persisten hasta dos meses después de la infeccidn. Se ha demostrado que las lineas
celulares epiteliales bronquiales humanas producen IL-1, IL-6, IL-8, [L-11 y GM-CSF
en respuesta a infeccidén por rinovirus. La produccién temprana de quimioquinas
mediante células epiteliales infectadas por rinovirus por lo tanto puede ser responsable
de activar el reclutamiento de neutréfilos, células-T, y eosinéfilos activados en las vias
aéreas altas y bajas.

Adicionalmente, IL-1, IL-6 y IL-8 también son producidos en respuesta a la
infeccidén con otros virus respiratorios (influenza, virus cincitial respiratorio) el cual
puede producir el resfriado comiin y las secuelas asociadas.

Varios nombres diferentes han sido utilizados para la Interleucina-8 (IL-8), tales
como atrayente de neutréfilos/ proteina-1 de activacién (NAP-1), factor quimiotictico
de neutréfilos monocito-derivado (MDNCF), factor activador de neutréfilos (NAF),
factor quimiotiictico de linfocitos T. La interleucina-8 es un quimioatrayente para
neutrdfilos, baséfilos, y un subgrupo de células-T. Es producido por una mayoria de
células nucleadas incluyendo macréfagos, fibroblastos, células endoteliales y epiteliales
expuestas a TNF, IL-1 a, IL-1P o LPS, y los neutréfilos mismos cuando son expuestos
a LPS o factores quimioticticos tales como FMLP. M. Baggiolini, J. Clin, Invest, 84,
1045 (1989); J. Schroder J. Immunol. /39, 3474 (1987) y 1. Immunol. 144, 2223 (1990);
Strieter, Science 243, 1467 (1989) y J. Biol. Chem. 264, 10621 (1989); Cassatella, J.
Inmmunol. 748, 3216 (1992).

Groa, GROB, GROy y NAP-2 también pertenecen a la familia de las
quimioquinas. Como la IL-8, estas quimioquinas también han sido conocidas con
diferentes nombres. Por ejemplo GROa, B, y han sido conocidas como MGSAaq, B,y ¥
respectivamente (Actividad de Estimulacién de Crecimiento de Melanoma), ver
Richmond, J. Cell Physiology 129, 375 (1986) y Chang, J.Immunol 148, 451 (1992).
Todas las quimioquinas de la familia-a que poseen el motivo ELR directamente antes
del motivo CXC se unen al receptor IL-8 B (CXCR2).

La IL-8, GROq, GROB, GROy, NAP-2, y ENA-78 estimulan un nimero de
funciones in vitro. Todas han demostrado tener propiedades quimioatrayentes para
neutréfilos, mientras IL-8 y GROa han demostrado atraer linfocitos-T, y actividad
quimiotéctica basofilica. Ademés la IL-8 puede inducir la liberacién de histamina de
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baséfilos en individuos tanto normales como atdpicos. GRO-a ¢ IL-8 pueden ademis,
inducir liberacién de enzimas lisosomales y explosién respiratoria de neutréfilos. La IL-
8 también ha demostrado aumentar la expresion de superficie de Mac-1 (CD11b/CD18)
sobre neutrdfilos sin sintesis proteica de novo.

In vitro, IL-8, GROa, GROPB, GROy y NAP-2 inducen un cambio de forma de
neutréfilos, quimiotaxis, liberacién de grinulos, y explosion respiratoria, por unién y
activacion de receptores de la familia proteina G-unida de siete transmembranas, en
particular por unidn a receptores de [L-8, més notablemente el receptor de IL-8
(CXCR2). Thomas, J. Biol. Chem. 266, 14839 (1991); y Holmes, Science 253, 1278
(1991).

Dos receptores de IL-8 humano de alta afinidad (homologia del 77%) han sido
caracterizados: IL-8RA, el cual se une solamente al IL-8 con alta afinidad, y [L-8RB, el
cual tiene alta afinidad para IL-8 asi como también para GROa, GROB, GROy y NAP-
2, Ver Holmes, supra; Murhy, Science k253, 1280 (1991); Lee, J. Biol. Chem. 267,

16283 (1992): La Rosa J. Biol. Chem. 267 25402 (1992); y Gayle, J. Biol. Chem. 268,
7283 (1993).

La interferencia con los procesos bioquimicos de células epiteliales que resulta
de la infeccién viral representa un blanco terapéutico nuevo viable para un antagonista
del receptor de 1a IL-8. El presente invento estd dirigido al descubrimiento novedoso de
tratamiento de este blanco terapéutico.

RESUMEN DE LA INVENTO

El presente invento suministra un método para tratar una enfermedad mediada
por quimioquinas, en donde la quimioquina es tal que se une aun receptor AoBdela
IL-8 y cuyo método comprende la administracién de una cantidad efectiva de un
antagonista del receptor de 1a IL-8, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
El presente invento ademds se relaciona con el uso de un antagonista del receptor de la
IL-8 para el tratamiento, incluyendo profilaxis y prevencién/reduccion de la severidad
de 1a condicidn subyacente, de una infeccién viral incluyendo pero sin limitar al
rinovirus humano, enterovirus, coronavirus, virus de influenza, virus de parainfluenza,
virus cincitial respimatorio, y adenovirus, en un humano en necesidad del mismo, cuyo
método comprende la administracién a dicho humano de una cantidad efectiva de un
antagonista del receptor de la IL-8.
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DESCRIPCION DETALLADA DEL INVENTO

La IL-8 y otras quimioquinas afectan una amplia variedad de células y tejidos y
estas quimioquinas asi como otras quimioquinas derivadas de leucocitos son
mediadores inflamatorios importantes y criticos responsables de los sintomas de muchas
infecciones virales. La inhibicién de estas quimioquinas es de beneficio para controlar,
reducir y aliviar muchos de estos sintomas de infecciones virales respiratorias. Ademas,
el presente invento esté dirigido al tratamiento de sintomas producidos por infeccion
viral en un humano la cual es producida por el rinovirus humano, otro enterovirus,
coronavirus, herpesvirus, virus de influenza, virus de parainfluenza, virus cincitial
respiratorio o un adenovirus. Ademis, €l presente invento estd dirigido a infecciones
virales respiratorias, que exacerban condiciones crénicas subyacentes tales como asma,
bronquitis cronica, infeccién pulmonar obstructiva cronica, otitis media, y sinusitis. Se
debe anotar también que la infeccién viral respiratoria tratada en la presente puede estar
asociada con la infeccién bacteriana secundaria, tal como otitis media, sinusitis o
neumonia.

El presente invento demostrard que los antagonistas de los receptores de IL-8
son 1itiles en ¢l tratamiento de sintomas asociados con infeccién viral respiratoria y
prevencién/reduccién de 1a severidad de exacerbaciones de las condiciones subyacentes,
incluyendo asma y otitis media, COPD, sinugitis, bronquitis crénica, etc entre otras.

Los inhibidores apropiados de IL-8 son bien conocidos en el estado de la
técnica, y un ensayo para determinar la inhibicién de IL-8 también es ficilmente
disponible. Por ¢jemplo, ver patentes U.S. 5886044,5780483,6005008,5929250,
6015908; 5919776, solicitudes U.S.
09/111663,09/125279,09/240354,09/202570,09/202586,09/202569,09/202568,
09/230120,09/230290,09/230952,09/230977,09/230981,09/230980,09/242187,
09/341378,09/341382,09/341262,09/463673,09/508039,09/486986,

W099/65310, WO 0012489,WO 0009511,WO 9942464,WO 9942463,
WO 9942461, W000/05216,W(099/36069,W(099/36070,WO00/06557,
PCT/US99/23776,PCT/US99/29940, Solicitudes Provisionales U.S.
60/134728,60/136666,60/136665,60/136717,60/136667,60/139675,
60/139680,60/139678,60/139673,60/140024,60/139677,60/139674,
60/140025,60/145756,60/164350,60/186239,60/186183,60/186182,
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60/188410,60/188243,60/189176,60/189175,60/189848,60/192132,0
60/196022.

El antagonista del receptor de IL-8 también puede ser administrado con un
segundo agente terapéutico. El segundo agente terapéutico puede ser un agente antiviral
tal como ribavirina, amantidina, rimantidina, relenza, tamiflu, BTA 188, RWI1-270210
(BCX-1812), SICAM-1, tICAM453, Pleconaril o AG 8088; también puede ser una
antihistamina, tal como Benadril, clorfeneramina y sales de la misma, etc,
bromfeneramina o sales de la misma, etc, un descongestionante, tal como
fenilpropanolamina y sales de la misma, pseudoefedrina y sales de la misma; esteroides,
tales como dexametasona, prednisona, o prednisolona, etc; varios antibidticos, tales
como las quinolonas, inhibidores de P-lactamasa, etc.; agentes anti-inflamatorios, tales
como inhibidores de CSAIDS, COX-1 o COX-2, ASA, o indometacina, etc.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura I- Inhibicion del desplazamiento de calcio inducido por RV 0 Gro- beta en
neutréfilos humanos por el X antagonista de CXCR2.

Figura II- inhibicién de quimiotaxis inducida por RV de neutréfilos humanos por el
antagonista X de CXCR2.

Figura [II - desplazamiento de calcio en neutréfilos inducido por RV, groa, groB, y
grop-T.

METODO DE TRATAMIENTO

El presente antagonista del receptor de IL-8, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, puede ser utilizado en la fabricacién de una medicina para el
tratamiento profiléctico o terapéutico de sintomas o secuelas de infeccién viral en un
humano, u otro mamifero, los cuales son exacerbados o causados por la produccién
excesiva o no regulada de la quimioquina IL-8 por células de tal mamifero, tales como
pero sin limitar 8 monocitos y/o macréfagos, u otras quimioquinas las cuales se unen al
receptor A 6 B de IL-8, también conocido como receptor tipo I o tipo II.
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Por consiguiente, el presente invento suministra un método para tratar una fb
infeccién viral, en donde 1a quimioquina es aquella que se une a un receptor A o B de
IL-8 y cuyo método comprende la administracién de una cantidad efectiva de un
inhibidor presente o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En particular, las
quimioquinas son IL-8, GROw, GROp, GROy, NAP-2 0 ENA-78.

Con el objeto de utilizar un antagonista actual del receptor de IL-8 o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo en terapia, éste normalmente serd formulado en
una composicién farmacéutica segin la prictica farmacéutica esténdar. Por lo tanto, este
invento también se relaciona con una composicién farmacéutica que comprende una
cantidad efectiva no toxica de un antagonista actual del receptor de IL-8 y un vehiculo o
diluyente farmacéuticamente aceptable.

Los antagonistas actuales de receptores de IL-8, sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos y composiciones farmacéuticas que incorporan estos pueden
convenientemente ser administrados mediante cualquiera de las rutas
convencionalmente utilizadas para administracién de drogas, por ejemplo, oral, tépica,
parenteral o mediante inhalacién. Pueden ser administrados en formas de dosificacién
convencional preparadas mediante combinacién de un compuesto actual con vehiculos
farmacéuticos estindares segiin procedimientos convencionales. También pueden ser
administrados en dosis convencionales en combinacién con un segundo compuesto
terapéuticamente activo conocido. Estos procedimientos pueden involucrar mezclado,
granulacién y compresién o disolucién de los ingredientes segiin sea apropiado para la
preparacién deseada. Se apreciani que la forma y caricter del vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable es dictada por la cantidad de ingrediente activo con la cual
va a ser combinado, la ruta de administracién y otras variables bien conocidas. El
vehiculo debe ser "aceptable” en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes
de la formulacion y no perjudicial pam el receptor mismo.

El vehiculo farmacéutico empleado puede ser, por ejemplo, un sélido o liquido.
Ejemplos de vehiculos sélidos son lactosa, yeso, sacarosa, talco, gelatina, agar, pectina,
acacia, estearato de magnesio, dcido estedrico y similares. Ejemplos de vehiculos
liquidos son jarabe, aceite de cacahuate, aceite de oliva, agua y similares. De manera
similar, el vehiculo o diluyente puede incluir material retardante bien conocido en el
estado Ia técnica, tal como monoestearato de glicerilo o distearato de glicerilo solo o
CON Una cera.

Se puede emplear una amplia variedad de formas farmacéuticas. Asi, si se utiliza
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un vehiculo sé6lido, 1a preparacién puede ser en forma de tabletas, colocada en una
cipsula de gelatina dura en forma de polvo o pelets o en forma de una gragea o pastilla.
La cantidad de vehiculo sélido variard ampliamente pero preferiblemente estaré entre
25mg y 1g aproximadamente. Cuando se utiliza un vehiculo liquido, la preparacién
estard en forma de un jarabe, emulsién, cdpsula de gelatina suave, liquido inyectable
estéril tal como una ampolla o suspension liquida no acuosa.

Los actuales antagonistas pueden ser administrados topicamente, es decir
mediante administracién no sistémica. Esto incluye la aplicacién de un compuesto
actual externamente a la epidermis o la cavidad bucal y la instilacién de tal compuesto
en el oido, 0jo y nariz, de manera tal que el compuesto no entre significativamente en el
torrente sanguineo. En contraste, la administracién sistémica se refiere a administracién
oral, e intravenosa, intraperitoneal e intramuscular.

Las formulaciones apropiadas para administracion tépica incluyen preparaciones
liquidas o semi-liquidas apropiadas para penetracion a través de la piel hacia el sitio de
inflamacién tales como linimentos, lociones, cremas, ungilentos o pastas, y gotas
apropiadas para administracion al oido o nariz, soluciones o suspensiones apropiadas
para inhalacién. El ingrediente activo puede comprender, para administracién tdpica,
entre 0.001% y 10% por peso, por ejemplo entre 1 y 2% por peso de la formulacién. Sin
embargo éste puede comprender tanto como 10% por peso pero preferiblemente
comprenderd menos de 5% por peso, més preferiblemente entre 0.1% y 1% por peso de
la formulacién.

Las lociones segiin el presente invento incluyen aquellas apropiadas para
aplicacién a la piel u ojos. Una solucién para ojos puede comprender una solucién
acuosa estéril opcionalmente conteniendo un bactericida y puede ser preparada
mediante métodos similares a aquellos para preparacién de gotas. Las lociones o
linimentos para aplicacién a la piel también pueden incluir un agente para acelerar el
secado y para refrescar la piel, tal como un alcohol o acetona, y/o un humectante tal
como glicerol o un aceite tal como aceite de ricino o aceite de ajonjoli.

Cremas, ungllentos o pastas segiin el presente invento son formulaciones semi
sélidas del ingrediente activo para aplicacién externa. Se pueden preparar mezclando el
ingrediente activo en forma de polvo o finamente dividido, sdlo o en solucién o
suspensién en un fluido acuoso o no acuoso, con la ayuda de maquinaria apropiada, con
una base grasosa o no grasosa. La base puede comprender hidrocarburos tales como

perafina dura, suave o liquida, glicerol, cera de abejas, un jabén metélico; un mucilago;
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un aceite de origen natural tal como aceite de almendm, maiz, ajonjoli, ricino u oliva;
lanolina o sus derivados o un écido graso tal como dcido estérico u oléico junto con un
alcohol tal como glicol de propileno o un macrogel. La formulacién puede incorporar
cualquier agente tensoactivo apropiado tal como un surfactante anidnico, catiénico o no-
idnico tal como un éster de sorbitén o un derivado de polioxietileno del mismo. Agentes
de suspensién tales como gomas naturales, derivados de celulosa o materiales
inorgAnicos tales como silices siliciceos, y otros ingredientes tales como lanolina,
también pueden ser incluidos.

Gotas seglin el presente invento pueden comprender soluciones o suspensiones
acuosas o aceitosas estériles pueden ser preparadas disolviendo el ingrediente activo en
una solucién acuosa apropiada de un agente bactericida y/o fungicida y/o cualquier otro
preservativo apropiado, y preferiblemente incluyendo un agente tensoactivo. La
solucion resultante puede luego ser aclarada mediante filtracién, transferida a un
recipiente apropiado el cual es luego sellado y esterilizado en autoclave por filtracién y
transferida al recipiente mediante una técnica aséptica. Ejemplos de agentes bactericidas
y fungicidas apropiados para inclusién en las gotas son acetato o nitrato fenilmercirico
{0.002%), cloruro de benzaconio, (0.01%), y acetato de clorhexidina (0.01%). Solventes
apropiados para la preparacién de una solucién aceitosa incluyen glicerol, alcohol
diluido y glicol de propileno.

Los actuales antagonistas pueden ser administrados parenteralmente, es decir
mediante administracién intravenosa, intramuscular, subcuténea, intranasal, intrarectal,
intravaginal o intraperitoneal. Las formas subcuténea e intramuscular de administracién
parenteral generalmente son preferidas. Formas de dosificacion apropiadas para tal
administracién pueden ser preparadas mediente técnicas convencionales. Los actuales
antagonistas también pueden ser administrados mediante inhalacién es decir mediante
administracién intranasal e inhalacién oral. Formas apropiadas de dosificacién para tal
administracién, tal como una formulacién de aerosol o un inhalador de dosis medida,
pueden ser preparadas mediante técnicas convencionales.

Para todos los métodos de uso divulgados en la presente para los actuales
antagonistas el régimen de dosificacion oral diaria preferiblemente estari entre
aproximadamente 0.01 y 80 mg/kg del peso total del cuerpo. El régimen de dosificacién
parenteral diario preferiblemente estard entre 0.001 y aproximadamente 80 mg/kg del
peso total del cuerpo. El régimen de dosificacién tdpica diario preferiblemente estard
entre 0.1 mg y 150 mg, administrado entre uno y cuatro, preferiblemente entre dos y
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tres veces al dia. El régimen de dosificacién de inhalacién diario preferiblemente estard
entre 0.01 mg/kg y aproximadamente 1 mg/kg por dia. También serd reconocido por
alguien de habilidad en el estado de 1a técnica que la cantidad optima y espaciado entre
dosis individuales de un antagonista actual o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo serd determinado por la naturaleza y medida de la condicién tratada, la forma,
ruta y sitio de administracién, el paciente particular tratado, y que tales 6ptimos pueden
ser determinados mediante técnicas convencionales. También seré apreciado por alguien
con habilidad en el estado de la técnica que el curso éptimo de tratamiento, es decir, el
nimero de dosis de un compuesto actual o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo dado por dia durante un nimero definido de dias, puede ser indagado por
aquellos con habilidad en el estado de 1a técnica utilizando pruebas convencionales de
determinacion de curso de tratamiento.

El invento seré ahora descrito como referencia a los siguientes ejemplos
biolégicos, los cuales son meramente ilustrativos y no van a ser interpretados como una
limitacién del alcance del presente invento.

EJEMPLOS BIOLOGICOS

Los efectos inhibitorios de las quimioquinas IL-8 y GRO-a de los compuestos
del presente invento son determinados mediante el siguiente ensayo in vitro:
Ensayos de Unién de Receptores:

La ['ZI]IL-8 (recombinante humano) es obtenida en Amersham Corp., Arlington
Heights, IL, con una actividad especifica de 2000 Ci/mmol. La GRO-a es obtenida en
NEN - New England Nuclear. Todos los otros quimicos son de calidad analftica. Altos
niveles de receptores tipo a y B de la IL-8 recombinante humana fueron expresados en
células de ovario de hamster chino tal como de describi6 anteriormente (Holmes, et al.,
Science, 1991, 253, 1278). Las membranas de ovarios de hamster chino fueron
homogenizadas segin un protocolo previamente descrito (Haour, ef al., J. Biol.. Chem.
249 pp 2195-2205 (1974)). Con la excepcién que el buffer de homogenizacién es
cambiado a 10mM Tris-HCL, ImM MgSO,, 0.5mM EDTA (4cido
etilendiaminatetracético), 1mM PMSF (fluoruro de a-toluenosulfonilo), 0.5 mg/L
Leupeptina, pH 7.5. La concentracién de la proteina de membrana es determinada
utilizando un equipo de micro-ensayo Pierce Co. usando seroalbiimina bovina como un
estindar. Todos los ensayos son realizados en un formato de microplaca de 96 pozos.
Cada mezcla de reaccién contiene '*°I IL-8 (0.25 nM) 6 '¥1 GRO-a y 0.5 pg/ml de
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membranas de 1L.-8Ra 6 1.0 pg/ml de membranas de IL-8Rp en buffers de 20 mM Bis-
Trispropano y 0.4 mM Tris HC], pH 8.0, los cuales contienen 1.2 mM MgSQ,, 0.1 mM
EDTA, 25 mM NA y 0.03% CHAPS. Adicionalmente, el firmaco o compuesto de
interés es afiadido el cual ha sido previamente disuelto en DMSO para asf alcanzar una
concentracién final de 0.01 nM hasta 100 uM. El ensayo es iniciado al afadir ‘2] IL-8.
Luego de una hora a temperatura ambiente, la placa es cosechada usando un cosechador
de 96 pozos marca Tomtec sobre un filtermat (placa de filtracién) de fibra de vidrio con
polietilenimina al 1%/ BSA al 0.5% y lavado 3 veces con 25 mM NaCl, 10 mM de
TrisHCI, ImM de MgSO,, 0.5 mM EDTA, 0.03% CHAPS, pH 7.4. El filtro es luego
secado y contado en un contador de centelleo liquido Betaplate. El receptor de IL-8Ra,
6 Tipo |, también se le conoce en la presente como el receptor no permisivo y el
receptor de IL-8RP, 6 Tipo II, es conocido como el receptor permisivo.

Ensayo de Quimiotaxis:

Las propiedades inhibitorias in vitro de estos compuestos son determinados en el
ensayo de quimiotaxis de neutréfilos tal como se describe en Protocolos Actuales en
Inmunologia, Volumen I, Suppl. 1, Unidad 6.12.3., cuya divulgacién estd incorporada
en la presente como referencia en su totalidad. Los neutréfilos fueron aislados a partir
de sangre humana tal como se describe en Protocolos Actuales en Inmunologia,
Volumen I, Suppl. 1, Unidad 7.23.1., cuya divulgacién estd incorporada en la presente
como referencia en su totalidad. Los quimioatrayentes IL-8, GRO-a, GRO-B, GRO-y y
NAP-2 son colocados en 1a cdmara inferior de una cdmara miiltiple de 48 pozos (Neuro
Probe, Cabin John, MD) a una concentracién entre 0.1 y 100 nM. Las dos cimaras
estén separadas por un filtro de policarbonato de 5 uM. Al probar compuestos de este
invento, ellos son mezclados con las células (0.001-1000 nM) justo antes de la adicién
de las células a 1a chmara superior. Se permite proceder con la incubacion por 45
minutos hasta 90 minutos a una temperatura de aproximadamente 37°C en un incubador
imedo con 5% CO;. Al finalizar el periodo de incubacién, la membrana de
policarbonato es retirada y el lado superior s lavado; luego la membrana es tefiida
usando el protocolo de tefiido Dic Quick (Baxter Products, McGaw Park, IL, USA).
Las célulag que se hayan desplazado (quimiotaxis) hacia la quimioquina son
visualmente contados usando un microscopio. Generalmente, cuatro campos son
contados para cada muestra, estos niimeros son promediados para dar e! nimero
promedio de células que hayan migrado. Cada muestra es probada en triplicado y cada
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compuesto es repetido por lo menos cuatro veces. A ciertas células (células de control
positivo), no se les afiade compuesto, estas células representan la méxima respuesta
quimiotdctica de las células. En el caso donde se desee un control negativo (no
estimulado), no se afiade ninguna quimioquina a la cémara inferior. La diferencia entre
el control positivo y el control negativo representa la actividad quimiotictica de las
células.

Ensayo de Liberacién de Elastasa:

Los compuestos de este invento son probados para medir su capacidad de
prevenir la liberacion de elastasa a partir de neutréfilos humanos. Los neutréfilos son
aislados a partir de sangre humana tal como se describe en Protocolos Actuales en
Inmunologia, Volumen I, Suppl. 1, Unidad 7.23.1. 0.88 x 10® células PMN
(polimorfonucleares) son suspendidas en Solucién Ringer (NaCl 118, KCl 4.56,
NaHCO; 25, KH,PO4 1.03, Glucosa 11.1, HEPES 5 Mm, pH 7.4) y colocadas en cada
pozo de una placa de 96 pozos en un volumen de 50 ul. A esta placa se le aflade el
compuesto de prueba (0.001 - 1000 nM) en un volumen de 50 ul, Citochalasina B en un
volumen de 50ul (20 ug/ml) y buffer Ringer en un volumen de 50 ul. Se permite que
estas células se calienten (37°C, 5% CO., 95% RH) por 5 minutos antes de afiadir [L-8,
GRO-a, GRO-B, GRO-y 6 NAP-2 a una concentracién final de 0.01-1000 nM. Se
permite que la reaccién avance por 45 minutos antes de centrifugar la placa de 96 pozos
(800 xg 5 minutos) y luego 100 ul del sobrenadante de removido. Este sobrenadante es
ailadido a una segunda placa de 96 pozos luego de un substrato de elastasa artificial
(MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-AMC, Nova Biochem, La Jolla, CA) a una concentracién
final de 6 ug/ml disuelto en solucién salina amortiguada con fosfato. Inmediatamente,
1a placa es colocada en un lector fluorescente de placa de 96 pozos (Cytofluor 2350,
Millipore, Bedford, MA) y los datos son recolectados a intervalos de 3 minutos segyin el
método de Nakajima et al,, J. Biol. Chem., 254 4027 (1979). La cantidad de Elastasa
liberada a partir de los PMNSs es calculada al medir la tasa de degradacién de MeOSuc-
Ala-Als-Pro-Val-AMC.

Métodos para Rinovirus:

Lineas celulares y rinovirus serotipo 39 fueron adquiridos en American Type
Culture Collection (ATCC). Las células BEAS-2B fueron cultivadas segyin Ias
instrucciones suministradas por ATCC usando BEGM (medio de crecimiento epitelial
bronquial) adquirido en Clonetics Corp. Los cultivos celulares HELA, usados para
deteccién y titulacién del virus, fueron mantenidos en medios esenciales minimos Eagle
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que contenia suero fetal de temera al 10%, 2 mM de I-glutamina, y 10 mM de buffer
HEPES (MEM).

Una modificacién del método reportado por Subauste et &l., Supra, para
infeccion in vitro de células epiteliales bronquiales humanas con rinovirus fue utilizado
en estos estudios . Las células BEAS-2B (2x10°/pozo) fueron cultivadas en pozos
revestidos con coligeno por 24 horas antes de infectarse con rinovirus. El rinovirus
serotipo 39 fue afiadido a los cultivos celulares por una hora en incubacién a 34°C
después de lo cual el inéculo fue reemplazado con medio fresco y los cultivos fueron
incubados por otras 72 horas a 34°C. Los sobrenadantes recolectados a las 72 horas
después de la infeccién fueron evaluados para medir la concentracion proteica de
quimioquina mediante ELISA usando equipos comercialmente disponibles (R&D
Systems). El rendimiento viral también fue determinado a partir de los sobrenadantes
de los cultivos usando un ensayo de microtitulacién en cultivos celulares HELA
(Subauste et al., supra 1995). En los cultivos que fueron cultivados con inhibidores de
[L-8, se afiadié droga 30 minutos antes de realizar la infeccién. Se prepararon
concentrados de compuestos en DMSO (10 mM droga) y se almacend a -20°C.

Para detectar inhibicién de IL-8R, los cultivos fueron incubados en medios
basales sin factores de crecimiento y aditivos para reducir los niveles endégenos del IL-
8 activado. Los sobrenadantes fueron cosechados en diferentes puntos de tiempo
después de la adicién del rinovirus y luego concentrados. Los concentrados fueron
fraccionados en columnas Superose 6. Los sobrenadantes fueron concentrados més de
50 veces usando un concentrador Amicon con restriccién a 5,000 de peso molecular.
Una \inica inyeccién (0.5 ml) fue aplicada a una columna de fraccionamiento Superose
6 la cual fue eluida a una tasa de flujo tinica (0.2 ml/minuto). Las fracciones de 0.5 ml
fueron recolectadas y evaluadas para medir actividad de movilidad de Ca?* en PMN's
hurnanos aislados con poca antelacién con FURA-2.

Resultados:

Caracterizacidn de las quimioguinas producidas a partir de células epiteliales
humanas BEAS-2B infectadas con rinovirus.

Bajo condiciones de descanso, las células epiteliales humanas BEAS-2B
produjeron pequefias cantidades de por lo menos tres quimioquinas conocidas, Groa,
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IL-8, y ENA-78. Cuando estns células estin infectadas con el rinovirus, 1a produccién
de las quimioquinas ELR se aumenta entre 6.6 y 20 veces por encima de condiciones en
descanso (Tabla 1).

Tabla 1. Produccién de quimioquinas ELR a partir de células epiteliales BEAS-2B bajo
condiciones en descanso e infectadas (n=6).

Tratamiento Groa (pg/ml) 1L-8 (pg/ml) ENA-78 (pg/ml)
Control 1568 + 402 143 £ 86 164 £33
Rinovirus Humano - | 12135 + 3599 2870 + 645 1083 + 194

39

Cuando el sobrenadante de células epiteliales infectadas por el HRV-39 (rinovirus
humano) es sometido a un fraccionamiento por exclusién de tamafio sobre una columna
superose 6, resulta en un iinico pico de actividad movil de Ca?* al evaluarse utilizando
neutrdfilos humanos (Figura III) o una linea celular transfectada con el receptor CXCRI
6 CXCR2. La movilizacién de Ca®" en el neutréfilo ocurre en las mismas fracciones
como la elusién de las quimioquinas IL-8, ENA-78 y Groa.

Para determinar si otras quimioquinas son producidas a partir de BEAS-2B
infectadas con HRV-39 para lo cual no existe equipos ELISA, el sobrenadante BEAS-
2B fue evaluado comparando con otras células periféricas humanas aisladas con poca
antelaci6n, las cuales expresaron una variedad de receptores de quimioquinas
incluyendo CCR1, CCR2, CCR3, y CCRS. Cunndc; las anteriores fracciones activas
derivadas de las células epitcliales BEAS-2B fueron evaluadas para medir el
desplazamiento de Ca** usando eosinéfilos cargados con Fure-2 o células
mononucleares de sangre periférica (PBL, por su sigla en inglés), ninguna de las
fracciones desplazé el Ca?*, Esto indica que las quimioquinas, excepto IL-8, ENA-78 y
Groa, no estin presentes en concentraciones significantes para fomentar el
desplazamiento de Ca®".

Para determinar el potencial de otras quimioquinas PMN activadoras y para la
posibilidad de que IL-8 active los PMNs via CXCR2, hemos determinado la capacidad
de los antagonistas de receptores de IL-8 en inhibir el desplazamiento de Ca** inducido
por Grop, sobrenadante de BEAS-2B concentrado, o fracciones activas derivadas de
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una separacién de columna superose 6 en PMNs cargados con Fura-2. Como s¢ puede
observar en la Figura 1, la dosis del compuesto X de manera dependiente y completa
inhibié el sobrenadante concentrado de rinovirus y fracciones que contengan las
quimioquinas a partir de una columna superose 6 con valores ICsq entre 1.7 y 2 nM.
Este valor ICsp es similar al ICsp derivado con Grop por si solo, (IC=5 nM) ¢ indica que
toda la actividad desplazadora de Ca®* comprendida en las fracciones o concentrado esté
trabajando a través de receptor CXCR2.

Para determinar si el sobrenadante del RV solamente trabaja a través del
receptor CXCR2, nosotros determinamos que 1a correlacién de rango de un niimero de
antagonistas selectivos de CXCR2 existe por su capacidad de inhibir €l desplazamiento
de Ca®", inducido por un sobrenadante de RV concentrado y Grop. Existe una excelente
correlacién de rango para un conjunto divergente de antagonistas CXCR2 y sus
habilidades de inhibir el desplazamiento del Ca?* inducido por el RV y Grop, indicando
asf que la actividad desplazadora de Ca?* del sobrenadante de RV trabaja solamente a
través del receptor CXCR2 en polimorfonucleares.

La inhibicién de la quimiotaxis de los PMNs también fue determinado, tanto en
la muestra RV fraccionada como la concentrada. La quimiotaxis fue inhibida mediante
antagonistas del CXCR2 especificos tal como se muestra en la Figura II.

Estos resultados demuestran que las células BEAS-2B producen una variedad de
quimioquinas ELR que actiian a través del receptor CXCR2 y que pueden ser
bloqueadas mediante un antagonista del CXCR2 selectivo. Aunque el IL-8 estd
presente en el sobrenadante, también queda completamente bloqueado por el
antagonista CXCR2. Esto es inverosimil debido a su bajo nivel comparado con Groa..

Todas las publicaciones, incluyendo pero no limitindose a patentes y solicitudes
de patentes, citadas en esta especificacién, estdn en la presente incorporadas como
referencia.

La anterior descripcion divulga totalmente el invento incluyendo realizaciones
preferidas del mismo. Las modificaciones y mejoras de las realizaciones
especificamente divulgadas en la presente estdn dentro del alcance de las siguientes
reivindicaciones. Sin mds por afiadir, se estima que aquel con destrezas en el estado de
la técnica, usando la anterior descripcion, podré utilizar el presente invento hasta su
méxima expresién. Por lo tanto, los Ejemplos en la presente deben ser considerados

como meramente ilustrativos y no como limitacién del alcance del presente de ninguna
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manera. Las realizaciones del invento en donde una propiedad o privilegio exclusivo es

reivindicado, se definen de la siguiente manera.
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REIVINDICACIONES: 06

1. Un método para tratar la sintomatologia del resfriado comin causada por
rinovirus humano, otros enterovirus, herpes virus, coronavirus, virus de la influenza,
virus de la parainfluenza, virus sincitial respiratorio, o infeccién por adenovirus en un
humano, en necesidad del tal tratamiento; el método comprende administrar a dicho
humano una cantidad efectiva de un antagonista del receptor de la IL-8.

2, El método segiin la reivindicacién 1 en donde la infeccién viral respiratoria
exacerba el asma,

3. El método segiin la reivindicacién 1 en donde la infeccidn viral respiratoria
exacerba 1a bronquitis crénica.

4, El método segtin la reivindicacién 1 en donde la infeccién viral respiratoria
exacerba la EPOC (enfermedad pulmonar obstructiva crénica.)

5. El método segiin la reivindicacién 1 en donde 1a infeccién viral respiratoria
exacerba la otitis media.

6. El método segiin la reivindicacién 1 en donde la infeccidn viral respiratoria

exacerba la sinusitis.

7. El método segiin la reivindicacién 1 en donde la infeccidn viral respiratoria estié
asociada con una infeccién bacteriana u-ecundaria, tales como la otitis media, la sinusitis,

o la neumonia.

8. El método segin cualquiera de las reivindicaciones 1-7 en donde el antagonista
del receptor IL-8 es administrado con un segundo agente terapéutico.

9. El método segiin la Reivindicacién 1 en donde el segundo agente terapéutico es

seleccionado a partir del grupo que consiste de un agente antiviral, un antihistaminico,
un descongestionante, un esteroide, un antibidtico, y un agente anti-inflamatorio.
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10.  El método segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde el agente DQ(O
terapéutico es administrado por via oral, tépica (intranasal), o por inhalaci6n (aerosol), o
por via tanto tépica como por inhalacién.

11.  El método segun la Reivindicacidn 10 en donde el compuesto es administrado
con un segundo agente terapéutico.

12.  El método segin Ia Reivindicacién 11 en donde el segundo agente terapéutico es
seleccionado a partir del grupo que consiste de un agente antiviral, un antihistaminico,
un descongestionante, un esteroide, un antibidtico, y un agente anti-inflamatorio.

13.  El método segiin la Reivindicacidn 1 en donde el antagonista del receptor de -lL-
8 es seleccionado a partir de un compuesto divulgado en:

patentes U.S. 5886044,5780483,6005008,5929250, 6015908; 5919776, solicitudes U.S.
09/111663,09/125279,09/240354,09/202570,09/202586,09/202569,09/202568,
09/230120,09/230290,09/230952,09/230977,09/230981,09/230980,09/2421 87,
09/341378,09/341382,09/341262,09/463673,09/508039,09/486986,

W099/65310, WO 0012489,WO 0009511,WO 9942464,WQO 9942463,

WO 9942461,W000/05216,W(099/36069,W099/36070, WO0/06557,
PCT/US99/23776,PCT, N89§R9940, Solicitudes Provisionales U.S.
60/134728,60/136666,60/136665,60/136717,60/136667,60/139675,
60/139680,60/139678,60/139673,60/140024,60/139677,60/139674,
60/140025,60/145756,60/164350,60/186239,60/186183,60/186182,
60/188410,60/188243,60/189176,60/189175,60/189848,60/192132,0

60/196022.
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RESUMEN DE LA DIVULGACION

El presente invento estd relacionado con el uso novedoso de un antagonista del
5  receptor de IL-8 para el tratamiento de infecciones virales humanas y la exacerbacién de

los sintomas asociados con tales infecciones.
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FIGURE II (INHIBICION DE LA QUIMIOTAXIS)
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FIGURA III
(Desplazamiento de calclo inducido por rinovirus, groa, grop, y grof-T en
neutréfilos)
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PATENTE DE INVENCION MODELO DE UTILIDAD () ()

- Indicacién de que se solicita la concesién de una patante. () (™ .

- Datos de identificacién del solicitante o de la persona que se presentalasolictud () (¥) '

- Descripcién de la invencién. () (;J

- Dibujos de ver estos pertinentes. () (7)

- Comprobante de Pago de [as tasas establecidas.

c.PLETA () INCOMPLETA ( ) (x)

DISENO INDUSTRIAL { ) 2r.

- Incicacién de quo se soBcita ol registro de Diseflo Industrial () () ’

- Datos de |dentificacién del solicitante 0 de la personaquepresenta ( ) {) ;‘::

- lasolicitud. '

- Representacién grifica y fotogrifica del Disefio Industrial o muestra del W
Matertal que Incorpora el disefio. () { ) B
Comprobante de pago de las tasas establecidas () () .
COMPLETA () INCOMPLETA () ()

ESQUEMADETRAZADO ( ) \

- cacion de que solicita el registro de un Esquema de trazado. () { )" iy

- de [dentificacién del solcitante o de la persona que presenta -
La solicitud. - () ()

Representacién grifica del eaquema de frazado {) { ) -
Comprobante de pago de las tasas establecidas. () () - ir
COMPLETA () INCOMPLETA () () v
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
2020
Bogots, D.C.,
Doctor: Oficlo N° 07729
Carlos R. Olarte
Apoderado
Smithkiine Beacham Corporation
ASUNTO: Radicacién N°® 03-3341
Solicitud intemnacional PCTAUSO01/22328
Fecha Inicio fass nacional 1802/2003
Tramite o1
Evento an
Actuacién 430
Follos 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el el articulo 38 de la Decisién 488 de la Comnisin
de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Coaperacidn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Regiamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comerclo, s6 le comunica que:

0 La solciud no contiene la copia del documento en que consta la cesidn del deracho a la patente del inventor al
solicitarte 0 a su causants. (Art. 26-k) Decision 486).

En cumplimianto de lo diapuesto por el articulo 39 de la Declaidn 488, %o le requiers para que dentro del término de
dos maeses siguientes a la fecha de notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y perderd su
prelacién.

Notifiquese ol presents oficlo conforme a lo dispuesto en ol numeral 5.2, lteral e), del capitulo quinto del thuo
primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.
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