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ANEX S

Comprobante de pago de Ia tasa de presentacién de la solicitud.

Documento que acredita la existenda y representacidn legal cuando e solicitante sea persona juridica.
Poderes, sl fuere el caso.

Documento de ceslén del Interventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud Internacional. (Resumen, descripcién, relvindicadones, dibujos).

Traducclén de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripdén, relvindicaciones, dibujos).

Copla del examen preliminar Internacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen Preliminar
(IPEA).

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

De ser ol caso, documentn que acredite Ia {icencia o autorizacidn de uso de conocimientos tradidonales de las
comunidades Indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bloldgico.
Arte final 12 x 12.

De ser el caso, Informadon sobre otras solicitudes de patente o thtulos obtenidos en el extranjera por el mismo
titular o su causante, relacionadas parcial o totaimente con Ia Invenclén de esta solicdtud.

De ser el caso, modificaclones efectuadas a la solicitud Intermacional.
Otros. Bisqueda Internacional
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Solicito la concesién de la patente,
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""I Traduccidén oficial del Ingiés por Marlén Neira Castro, resolucién
2117 del Ministerio de Justicia de Colombia

APOSTILLA EN PODER DE REPRESENTACION DE
PFIZER INC.
Bilingle inglés- espafiol otorgadeo en Nueva York, Estados Unidos el 14 de julio
de 2003 y firmado por J, Trevor Lumb, Vipepresidente de Pfizer Products Inc.
CERTIFICACION NOTARIAL
Bilingie inglés- espafiol, el 14 de julio de 2003 el suscrito notarioc Kenneth
Greenwood certifica que J. Trevor Lumb, domiciliado en Nueva York ejercia
funciones de Asistente General Consejero de Patentes 1a Compafifa Pfizer Inc., con
sede on Nueva York, Nueva York, Estados Unidoas,
Firma del notario: Kenneth Greenwoﬁd
Sellc notarial: certificado, verificado y autenticado en Ta Localidad de Egham
en Surra;y. 14 julio, 2003 por el Notario Kenneth Greenwood-Horne Engall & Freemsan

Sello Notario PGblico en alto relieve rojo.
APOSTILLA

REINO UNIDO DE GRAN BRETARA E IRLANDA DEL NORTE
1. Pais :Reino Unido de Gran Bretafla e Irlanda del Norte
Este documento Piblico
2. ha sido firmado por K. &reenwood
3. ejerce funciones de Notario PGblice
4. Lleva el sello de dicho Notario PGblico
CERTIFICADO
in Londres 6. E1 17 de julio de 2003
for el Secretarfo de Estado Principal de su Majestad para _Asuntos
ixteriores y de la mancomunidad
0. 6210434
Sello del Secretario de Estado Principal de su Majestad para Asuntos
exteriores y de la mancomunidad
';E::;F rma de R. Bawden - Por Secretario de Estado

M illisklllltﬂ sé 132 o0 u0 pafs qus o es parte de la convencifn de 1a Haya del 5 de octubre 1081, debe
presaotarge ea seccitn coasslar de 1a wisidn que reprasenta el pais.

Es traduccidn fia) de) inglds, con copia archivo para confrontacide. Bogotd 25 de julio-2008. Iirlumliy - ! (_,

MARLEN NEIRA

ﬁududmralManuthﬁduI
Inglés - Espaniol - Inglés

Rasoluclén N 2117 Jc1 o~ . o= -,



OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI, LTDA.
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER — TORRE C
CaLLE 100 No. BASS Fiso 10
BoOGOTA, COLOMBIA
TELEFHONE: +57-1 8386200
Fax: +57-1 6388201

www.olarferalsbeck.com
Power of Attorney Poder
The underaigned, El suscrito,
Pfizer Inc.
somiciled i o iciliado

235 East 42™ Street, New York, NY 10017 USA

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte, J. Ian Raisbeck and Ana
Maria Frieri foll and sufficient Power of
Attorney to fils, prosecute, obtain, defend and
enforce any and all of the company’s Patents,
Utility Models and Indostrial Designs in the
Republic of Colombis, to which end it empowers
them to take all stepa necessary before any
administrative or judicial authority of any class for
the objects atated, to file petitions, appeals, replies
end oppositions, pay taxes and annnities, request
testimonies, receive docoments and securities,
abandon spplications and collect refunds, Sufficient
power is hereby gmnied to receive notifications on
bahalf of the Compurry, to confer powers on those
who are to represent the company judicially and
extrajudicislly, to answer in court in the matter of all
claims and demands that may be presented in
likewise power to substitute these presents and

por medio del presente otorga a Carlos R
Olarte, J. Ian Raisbeck y Ana Maria
Frierl poder especial, amplio y suficiente para
presentar, tramgiter, obtener, defender y hacer
respetar todas y cusiquiers de Patentey, Modalos
de Utilidad y Disefios Industriales de Ia
compaitia en ls Repéblica de Colombin, & cuyo
efiecio loa faculta para dar todos los pasos
necesarios ante enalquier aotoridad sdministrative
o;udmuldeeulqmcr;mdnplnamphtm
lo encomendado, elevar solicitudes, apelaciones,
tupuumyupounmu,puummy
axmalidades, solicitar tegtimonios, recihix
documentos y valares, desistir y percibir. Se
concede poder bastante para recibir notificaciones
a nomibre de Is compafifa, otorger poderes &
quienss vayan a representer a la compafiia fudiciat
y extrajudicialmente, responder en juicio a todas
las reclamaciones o demandes que por motivo de
1o encomendado se presentaren, déndoles
asimizmo facoltad para sustituir ¢! presente y
revocsr dichay sustituciones.

echa: July 14, 2003

untry/Ciudad, Pafs: New York, USA
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OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI, LTDA.
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WoRLD TRADE CENTER— TORREC
CaLLE 100 No. BASS5 Pso 10
BoeoTA, COLOMBIA
TELEPHONE: +57-1 6388200
Fax: +57-1 6386201

www.olarteralsbeck.com
Notarial Certification Certificacién Notarial
On thia date, En egta fecha,
July 14, 2003
The i Notary Puoblic certifies: ¢l Noterio Pdblico suscrito certifica:
1. Thst < » Thoral £ rnf 1. Que
J. Trevor Lumb

of legal age and domiciled in mayar de edad y domicilisdo

En ol , /AA New York
msnedlheﬁnelomgdncm muscribid ¢l documenin que antecede.
2. That the grautor has exccuted the foregoing 2. Quo el otorgante ha suscrito el refizido
document us Asgistant General Patent Counsel  documento en su cariicter de
of Pfizer Inc. de
3, That Pfizer Inc., 4. Quo
having its principal place of business located in con sede principal ubicada en
New York, New York, U.S.A.

is duly incorporated, is currently in existence, and
that the purposes for which the Power of Attomoy is
granted aro within the scope of ifs corpamie
puIposes.

4. That the grantor has the euntharity to execute the

Power of Attomney and that his/her representation is
legal.

5. The foundation for my certificationy contained in
points 2, 3 and 4 was the exhibition of the following
T document(s):

FULER

legal vigenis y que los propdsitos para log cuales
sa otorga el poder se encuentra dentro de los que
comprenden su objeto social.

4. Qus el otargante tiene la representacién parn
muacribir el poder, y que ésta es legitima,

5. H fundumento ds mis certificaciones
contenidas en los puntos 2, 3 y 4 fue 1a oxhibicién
de loa (del) riguiente(s) docomento(s) auténtico(s):
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APOSTILLE
(Hagoe Convention of S October 1961 / Convention de La Hisye du 5 octobrs 1961)
UNITED KINGDOM OF GREAT ERITAIN AND NORTHERN IRELAND
Country: United Kingdom of Great Britain and Northern Freland
Pryx: Roymmae-Uni do Grande-Bretagne et S'Irianda éi Nord
This public docoment / Le préwent scts poblic
Has been signed by K Greenwood

& &ab signd pur
Actlng in the capacity of Notary Publle
agissant en qoalivé de
Bewrs the seal/siempaf ~ The Bald Notary Pubile
et revitn dn scemvtimbre de
Cartifled/Altegté
ot Landon/k Londres 6. tefle 17 July 2003

by Har Majesty's Frincipel Secretury of State for Forelgn and Commonwesith Affhin /
par lo Bocréenire d"Bigt Princips] de Sa Majessé s Affhires Etrangires et du Commouweakh,

Nuznbes/som No G210434

10 Signature R Bewden

Far ke Sasretwy of S - Ponr it Sutrissive d"Cant

be presented 10 the consular section of the miasion representing thet courtiry.
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CESION

Por contraprestacién valiosa pagada a nosotros por PFIZER LIMITED.,
sociedad constituida en virtud de las leyes del Inglaterra cuya direccion
postal completa es Ramsgate Road, Sindwich, Kent CT13 9NJ, Reino
Unido, por el presente vendemos y traspasamos a la citada PFIZER
LIMITED, todo nuestro derecho, titulo e interés en y sobre nuestro
invento de una nueva y ftil mejora en COMBINACION FARMACEUTICA,
en cuanto respecta a la Replblica de Colombia, tal como se indica y
describe plenamente en la especificacién y por el presente autorizamos y
solicitamos al Comisionado de Patentes de Colombia expedir dicha
patente a nombre de la citada PFIZER LIMITED, de conformidad con esta

Cesion.

En fe de lo cual, firmamos de nuestro pufio y letra,

(Fdo) Michael Yeadon

Lugar, fecha y firma — Michael Yeadon

Sandwich, Kent, England — 30 Septiembre 2002

Certificado, verificado y autenticado
En la ciudad de Egham en Surrey

A los 30 dias del mes de octubre de 2002
(Fdo) Kenneth Greenwood
KENNETH GREENWOOD

NOTARIO PUBLICO (Adherido, sello notarial)
HORNE ENGALL AND FREEMAN



APOSTILLA

(Convencioén de la Haya del 5 de Octubre de 1961)

1. Pais: Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norte
Este es documento piblico

2.  Ha sido firmado por K. Greenwood

3.  Actuando en calidad de Notario Pablico

4, Lleva el sello/estampilla de  El antedicho Notario Pfiblico

Certificado

5. EnLondres 6.  El 30 de Octubre de 2002

7. Por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para Asuntos
Exteriores y de la Mancomunidad.

8. Namero  G048466

9.  Sello/Estampilla 10. Firma

(Sello de la Oficina de (Fdo) S. O'Donoghue

Asuntos Exteriores y de la Por el secretario de Estado.

Mancomunidad
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CESION

Por contraprestacién valiosa pagada a nosotros por PFIZER INC,
sociedad constituida en virtud de las leyes del Estado de Delaware,
Estados Unidos de América, cuya direccién postal completa es 235 East
42nd Street, NewYork, New Cork 10017, Estados Unidos de América, por
el presente vendemos y traspasamos a la citada PFIZER INC, todo
nuestro derecho, titulo e interés en y sobre nuestro invento de una nueva
y Gtil mejora en COMBINACION FARMACEUTICA, en cuanto respecta a la
Repiblica de Colombia, tal como se indica y describe plenamente en la
especificacibn y por el presente autorizamos y solicitamos al
Comisionado de Patentes de Colombia expedir dicha patente a nombre de

la citada PFIZER INC, de conformidad con esta Cesion.

En fe de lo cual, firmamos de nuestro pufio y letra,

PFIZER LIMITED

(Fdo) David J. Wood

Lugar, fecha y firma - DAVID J. WOOD Director Departamento de Patentes UK

Sandwich, Kent, England - 24 Octubre 2002

Certificado, verificado y autenticado
En la ciudad de Egham en Surrey

A los 30 dias del mes de octubre de 2002
(Fdo) Kenneth Greenwood
KENNETH GREENWOOD

NOTARIO PUBLICO (Adherido, sello notarial)
HORNE ENGALL AND FREEMAN



APOSTILLA

(Convencién de la Haya del § de Octubre de 1961)

2.  Pals: Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norte
Este es documento publico

2.  Ha sido firmado por K. Greenwood

3.  Actuando en calidad de Notario Pablico

4. Lleva el sello/estampilla de  El antedicho Notario Pfiblico

Certificado

5. En Londres 6. El 30 de Octubre de 2002

7. Por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para Asuntos
Exteriores y de la Mancomunidad.

8. Namero  GO048467

9,  Sello/Estampilla 10. Firma

(Sello de la Oficina de (Fdo) S. O'Donoghue

Asuntos Exteriores y de ia

Por el secretario de Estado.

Mancomunidad

10
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ASSIGNMENT

For valuable consideration paid to me (us) by PFIZER LIMITED a corporation organized under the laws of
England whase full post office address is Ramsgate Road, Sandwich, Kent CT13 9NJ, United Kingdom, I
(we) do hereby sell and assign to the said PFIZER LIMITED, all my (our) right, title and interest in and to
my (our) invention for a new and uscful Improvement in PHARMACEUTICAL COMBINATION =o far as
the Republic of Colombia is concerned, as fully sct forth and described in the specification, and I (we) do hereby

suthorize and request the Commissioner of Patents of Colombia to issue said patent to the said PFIZER

LIMITED in accordance with this assignment.

In witmess whereof ] (we) have hereunto set my %ﬁt

Place, date and signature - Michael Yeadon
Sandwich, Kent, England — 30 September 2002




APOSTILLE
(Hague Convention of 5 October 1961 / Convention de La Heye dy 5 octobre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
" Comuy: United Kingdom of Great Britain and Northern Ircland
,;,' 9. Royaume-Uni de Grande-Bretagne et d’[rfunde du Nord
AY
t This public document / Le prégent acte public

- 128 been signed by K Greeawood
it ¢0d gignd par

Acting in Ihc capacity of Notary Pablle
ngisseet on qualité de

l3#ma the scal/stampof  The Sald Notary Publle
el rovidu du scesatimbre de

Centified/Attesté
ol Londow/ Londres 6. thefle 30 October 2002

by ¥t bS.\jesty's Principal Secretary of State for Foreign and Commonwealth Affnirs /
_ par ke Sccridaire d'Etat Principal de Sa Majesté mux Affaires Etrungives ot du Commameveaith.

Mumber/sous No G048466
Stamp: 10. Signatre: S O’Donoghue

- &

For the Sucrewsry of Sinte / Posr s Sacviesive d"Ext

If this document i3 to be used in a country which is not party to the Hagne Convention of 5 October 1961,
it should be presented to the consular scetion of the mission representing that country.
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ASSIGNMENT

For valuable consideration paid to me (us} by PFIZER INC.,, a corporation organized under the laws of the
State of Delaware, United States of America of 235 East 42nd Street, New York, New Yark 10017, United
States of America, I (we) do hereby sell and assign to the said PFIZER INC., all my (our) right, title and
interest in and to my (our) invention for a new and useful Improvement in

PHARMACEUTICAL COMBINATION

30 far as the Republic of Colombia is concerncd, as fully set forth and described in the specification, and I (we)
do hereby authorize and request the Commissioner of Patents of Colombig to issue said patent to the said

PFIZER INC. in accordance with this assignment.

In witness whereof 1 {we) have hereunto set my (our) hand(s) this

PFIZER LIMITED

Sandwich, Kent, England - 24 October 2002

:,),G‘-k,\_S—J

Place, date and signature - DAVID J. WOOD, EXECUTIVE DIRECTOR, UK PATENT DEFARTMENT




APOSTILLE
(Hague Convention of 5 October 1961 / Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
1. Cowntry: United Kingdom of Great Britain and Northem Ircland
Pays: Roysume-Uni de Grande-Bretagne et d'Irlande du Nord
This public document / Le présent acte public

2.  Has been signed by K Greenwood

a été nigné par
3. Acting in the capacityof Notary Publle

agissant en qualité de
4. DBeansthesealstampof  The Sald Notary Publle

est revitu du scesutimbre de

Ceatificd/Attesté

5. o London/h Londres 6. the/le 30 October 2002

7. by Her Majesty's Principal Secretary of State for Foreign end Commonwealth Affairs /
par le Secrétaire d"Etat Principal de Sa Majesié mux Affaires Etrangires et du Commonwealth,

5. Numberfsous No G048467

¢ Stamp: 10. Signature: S. O'Donoghue

- =2

For Sm Sacroiwy of Siaie / Powr Is Secrissive &'Kist

If this document is to be used in & country which is not party to the Hagne Conrvention of 3 October 1961,
it should be presented to the consular section of the mission representing that country.
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLESH ED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (P(T)

(19) World Intellectual Property Orgunization
Inlcmational Burcan

(43) international Publication Dute
12 June 2003 (12.06.2003)

PCT

| O T 3D A A MR B

{10) International Publication Number

WO 03/047578 Al

AGIK 31744,

(51) International Patent Clussification™
45K0. AGLP | 100

(21) International Application Number:  PCI/IRO2/04922

{22) International Filing Date:
22 November 2002 (221121412}

{25) Filing Language: Bnglish

(26) Publication Language: English

{30) Priority Dain:

0129395.0 7 December 200] (07.12.2001) GB

(71) Applicant (for GB only): PFIZER LIMITED |GB/GB):
Ramugate Road, Sundwich, Kent CT13 9NJ (GB).

(71) Applicant (for all designated States except GB, US):
PFIZER INC. |US/US|: 235 Eag1 42nd Sireel, New York,
NY 10017 (US).

{72) Inventor; and

(75) laventor/Applicant (for US only): YEADON, Michael
|GBAGB|; Plizer Qlubnl Rescarch and Development,
Ramsgate Roud, Sandwich, Kent CT13 9NJ (GB).

(714) Agents: LUMB, J., Trevor; cfv Simpson, Alison
Urguhari-Dykes & Lond. 30 Wetheek Streel, London WG
BER v al. ((iB).

{41) Designated States (national): AIL AG. Al AM. AT, AU,
AZ BA. BB, BG, BR. BY, BZ,CA, CIL.CN.CO, CR, ClJ,
C7- DI DK, DM, DZ, liC, BIL IS, 1. GR. GD, GIL Gll.
GM. HR, I, ID, L., TN, IS, JP, KE;, KG. K. KR, K LC,
LK, LR, LS. LT, LU, LV. MA, MD. MG, MK. MN. MW,
MX. MZ NO, NZ. OM. P11. PL, PT, RO, RU. SC. SD. S,
SG, Sl, 8K, SL, TJ, TM, TN, TR, TT. TZ, UA, UG, US,
UZ. VN, YU, ZA. ZM, 7W.

{M) Designated States (regional)s ARIPO micnt ((G11. GM.
KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ TZ. UG, ZM. ZW),
urasian patent (AM, AZ, BY, KG, KZ. MD. RU, T). M,
Buropcan patent (AT. BE, BG, C11, CY. CZ. DL DK, BE.
LIS, I, FR, GB, GR, Il IT, LU, MC, NI, PT, SE. 8K,
TR), OAPI patent (BF, B), CF, CG, CI, CM. GA, GN. GQ,
GW, ML, MR, NL, SN. TD, TG).

Published:
with international search report

For two-lcticr codes and other abbreviations. refer to the “Guid-
ance Notes on Codes and Abbreviations” appearing ai the begin-
ning of each regular issue of the PCT Gazerte.

{54) Title: COMBINATION OI? A SELECTIVE PDE4 INHIBITOR AND AN ADRUNERGIC BIITA-2 RECHEPTOR AGONIST

o {57) Abstract: The present invention rclaiek to a combinativn of a scleelive PDIM inhibilor. as defined herein, and sn adrencrgic
552 receplor agonist for simuitsneous, sequential or scparuie adminisiration by the inhaled roule in the treatment of #n phsinuctive

=

airways or other inflammatury discase.,
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WO 03/047578 PCT/IBO2/ud922 k E

1
\6
COMBINATION OF A SELECTIVE PDE4 INHIBITOR AND AN ADRENERGIC BETA-2 RECEPTOR
AGONIST

The present invention relates to an inhaled combination of a selective PDE4
inhibitor and an adrenergic f2 receptor agonist, to pharmaceutical compositions,
5 including devices for administering, and to the uses of such a combination.

A combination of a selective PDE4 inhibitor and an adrenergic 2 receptor
agonist is useful in the treatment of obstructive airways and other inflammatory
diseases, particularly the obstructive airways diseases asthma, chronic

10 obstructive pulmonary disease (COPD) and other obetructive airways diseases
exacerbated by heightened bronchlal reflexes, inflammation, bronchial hyper-
reactivity and bronchospasm. The combination Is especially useful in the
treatment of COPD.

15 Examples of particular diseases that may be treated with the present invention
include the respiratory diseases asthma, acute respiratory disiress syndrome,
chronic pulmonary Inflammatory disease, bronchitis, chronic bronchitis, chronlc
obstructive puimonary (airway) disease and silicosis and diseagas of the Immune
system such as allerglc rhinltis and chronic sinusitis.

20 '

The 3',5'-cyclic nucleotide phosphodiesterases (PDEs) comprise a large class of
aenzymes divided into at least eleven different families which are structurally,
biochemically and pharmacologically distinct from one another. The enzymes
within each family are commonly referred to as isoenzymes, or isozymes. A total

25 of more than fifteen gene products is included within this class, and further
diversity results from differential splicing and pést-translatlonal processing of
those gene products. The present invention I8 primatily concemned with the four
gene products of the fourth family of PDEs, ie., PDE4A, PDE4B, PDE4C, and
PDE4D. These enzymes are collectively referred to as being isoforms or

30 subtypes of the PDE4 Isoenzyme family (PDE4s).

PDE4s are characterized by selective, high affinity hydrolytic degradation of the
second messenger cyclic nucleotide, adenosine 3',5-cyclic monophosphate



WO 037578

10

15

20

25

30

(cAMP), and by sensitivity to inhibition by rolipram. A number of selective
inhibitors of the PDE4s have been discovered in recent years, and beneficial
phamacological effects resulting from that inhibition have been shown in a
variely of disease models: see, e.g., Torphy et al., Environ. Health Perspect. 102
Suppl. 10, 79-84, 1984; Duplantier et al, J. Med. Chem. 39 120-125, 1996;
Schneider et al., Pharmacol. Biochem. Behav. §0 211-217, 1995; Banner and
Page, Br. J. Pharmacol. 114 93-98, 1995; Bamette et al., J. Pharmacol. Exp.
Ther. 273 674-679, 1995, Wright et al. “Differential /in vivo and in vitro
bronchorelaxant activities of CP-B0633, a selective phosphodiesterase 4
Inhibitor,” Gan. J. Physiol. Pharmacol. 75 1001-1008, 1997; Manabe et al. “Anti-
inflammatory and bronchodiiator properties of KF18514, a phosphodiesterase 4
and 1 Inhiblor,” Eur. J. Pharmacol. 332 97-107, 1997; and Ukita et al. “Novel,
potent, and selective phosphodiesterase-4 Inhibliors as antlasthmatic agents:
synthesis and blological activites of a seres of 1-pyridylnaphthalene
derivatives,” J. Med. Cham. 42 1088-1099, 1999.

Adrenergic p receptors occur in the sympathetic nervous system. There are at
least two types. Adrenergic 1 receptors are found in the heart and play a major
role in regulating heart rate via the action of the agonists epinephrine and
norepinephrine. Adrenergic 2 receptors are present on a number of cell types
in the lung (e.g. airway smooth muscle cells, epithelial cells, and a variety of
inflammatory cells) and adrenergic $2 receptor agonists are effective
bronchodilators, causing the relaxation of airway smooth muscle.
Sympathomimelic amines have a long history of use In the treatment of chronic
airway diseases characterised by partially reversible airway namowing such as
COPD and asthma and were first used as bronchodilators in the form of
intravenous epinephrine. Later, inhaled pB-adrenergic agents such as
isoprenaline were used which were relatively non-selective for A2 over B1
receptors and thus caused tachycardia at effective bronchodilator doses. More
recently, inhaled p-adrenerglc agents such as salbutamol have besn used which
are more selective for the fi2 receptor but short-acting. Inhaled p-adrenergic
agents formoterol, N-{2-hydroxy-5-(1-hydroxy-2-((2-(4-methoxyphenyl)-1-

PCT/IBU2AI4Y22 l; .
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methylethyl)amino)-ethyl)phe_nyl]fonnamide, and salmeterol are both selective for
the B2 receptor and iong-acting.

It has now been surprisingly found that a combinations of particular selective
PDE4 inhibitors and adrenergic 2 receptor agonists offer significant benefits in
the treatment of obstructive airways and other inflammatory diseases over
treatment with either agent alone and over other known combinations. The
advantage of the combination is {o provide optimal control of airway calibre
through the mechanism most appropriate to the disease pathology, namely
adrenergic $2 receptor agonism, together with effective suppression of
inappropriate inflammation. In this way, symptoms of the disease are controlled
by correcting inappropriate airway neural reflexes which drive cough, mucus
production and dyspnea. By administering a comblnation of an adrenargic fi2
receptor agonist and a selective PDE4 Inhibitor via the Inhaled route, the
benefits of each class are realised without the unwanted peripheral effects.
Further, the particular combinations of the invention result In unexpected
synergy, producing greater efficacy than maximally tolerated doses of either
class of ageht used alonse.

The invention therstore provides an inhaled combination of (a) a selective PDE4
inhibitor of the formula (1)

R’ 1
H1ﬂ \
N I N'N .
\.<}l_l{| s

or a pharmaceutically acceptable salt or solvate thereof, wherein:

PCT/NBO2/14922 l
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R' is H, (Ci-Cg) alkyl, (Cy-Ce) alkoxy, (C,-C.) alkenyl, phenyt, -N(CH,)s,
{C+Cs) cycloalkyl, (C3-Cg) cycloalkyl(C-Cs) alkyl or (C.-Cg) acyl, wherein the
alkyl, phenyl or alkenyl groups may be substituted with up o two -OH,
(C4-Ca) alkyl, or -CF3 groups or up to three halogens;

R? and R® are each independently selected from the group consisting of H,
(C1-C1q) alkyl, (Cy-C;) alkoxy(Cy-G;) alkyl, (C2-Cis) alkenyl, (Ca-C;) cycloalkyl,
(Cs-C;) cycloalkyl(C,-C,) alkyl, a saturated or unsaturated
(C+G;) heterocyclic{CH,), group wherein n is 0, 1 or 2, containing as the
heteroatom one or two of the group consisting of oxygen, sulfur, sulfonyi,
nitrogen and NR* where R* is H or (C,-C,) alkyl; or a group of the Formula (li):

I‘J\{L \dn‘).

(n
wherein a is an integer from 1t0 5; band care 0 or 1; R® is H, -OH, (C+-C;) alkyl,

(Cx-Cs) alkenyl, (C1-Cs) alkoxy, (Cs-Ce) cycloalkoxy, halogen, -CF3, -COsR®,
-CONR®*R’, -NR°R’, -NO;, or -SO:NR'R’ wherein R® end R’ are each
independently H, or (C1-Cy) alkyl; Z is -O-, -S-, -SOx, -CO- or -N(R%)- whereln R®
is H or (C1-C,) alkyl; and Y is (C,-Cg) alkyiene or (Cz-Cs) alkenylene optionally
substituted with up to two (C,-C;) alkyl or (C5-C;) cycloalkyl groups; wherein each
of the alkyl, alkenyl, cycloalkyl, alkoxyalkyl or heterocyclic groupe may be
substituted with 1 to 14, preferably 1 to 5, (C,-C;) alkyl, CF3, or halo groups; and

R* and R™ are each Independently selected from the group consisting of H,
(Cy-Cy) alkyl, (Cy-Cs) alkoxy, (Cy-Cip) aryl and (CeCio) aryloxy;

and (b) an adrenergic B2 receptor agonist.
Further, the invention provides an Inhaled combination of a selective PDE4

inhibitor of the formula (I), as defined above, and an adrenerglc f2 receptor
agonist for use as a medicament.

4.

Hq
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Further, the invention provides an inhaled combination of a selective PDE4
inhibitor of the formula (1), as defined above, and an adrenergic B2 receplor
agonist for simultaneous, sequential or separate administration in the treatment
of an obstructive airways or other inflammatory disease.

Further, the invention provides a pharmaceutical composition oompﬁéing a -

salective PDE4 inhlbltor of the formula (1), as defined above, an adrenergic p2
recaptor agonist and a pharmaceutically acceptable excipient, diluent or carrier,
for administration by the inhaled route in the treatment of an obstructive airways
or other inflammatory disease.

Further, the invention provides the use of a selectiva PDE4 inhibltor of the
formula (1), as defined above, or an adrenergic p2 receptor agonist in the
manufacture of a medicament for simultaneous, sequential or separate
administration of both agents by the inhaled route in the treatment of an
obstructive airways or other inflam'matory disease,

Further, the Invention provides a method of treating of an obstructive alrways or
other inflammatory disease comprising administering simultaneously,
sequentially or separately, by the inhaled route, to a mammal In need of such
treatrnent, an effective amount of a selective PDE4 inhibitor of the formula (1), as
defined above, and an adrenergic 2 receptor agonist.

Further, the invention provides an inhalation davice for simultaneous, sequential
or separate administration of a selective PDE4 inhibitor of the formula (l), as
defined above, and an adrenergic B2 receptor ag.mlst in the treatment of an
obstructive airways or other Inflammatory disease.

A selective PDE4 inhibitor is one that has a greater affinity for the PDE4
isoenzyme than all other known PDE isoenzymes. Preferably, the affinity of a
salective PDE4 inhibltor according to the invention is at least 106 fold greater for
the PDE4 isoenzyme as compared with its affinity for the other PDE isoenzymes.

O
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Preferred compounds of the formula (1) inciude those wherein R’ is methyl, ethyl
or isopropy! and those wherein R’ is (C:-Ca) alkyl, (CxCe) alkenyl, (Cs~C7)
cydoalkyl, (Cs-G;)cydoalkyl{C,-Cg)alkyl or phenyl optionally susbtituted with 1 or
2 of the group consisting of H, -OH, (C,-C;) aikyl, (C-Cs) alkenyl, (C,-C;) alkoxy,
halogen, trifluoromethyl, -CO,R®, -CONR®R’, -NR®R’, -NO, or -SO,NR°R’
wherein R® and R are each independently H or (C,-C,) alkyl.

Preferred individual compounds of the formula (1) Include:
9-cyclopentyl-5,8-dihydro-7-ethyl-3-phenyl-8H-pyrazolo[3,4-c}-1,2 4-triazolo{4,3-
ojpyridine;
8-cyclopenyl-5,6-dihydro-7-ethyl-3-(furan-2-yl)-9H-pyrazolo[3,4-c}-1,2,4-
triazolo[4,3-a]pyridine;

 9-cyolopentyl-5,6-dihydro-7-sthyl-8-(2-pyridyl)-8H-pyrazolo[3,4-cH1,2,4-

trinzolo{4,3-a]pyridine;’
9-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-ethyl-3-(4-pyridyl)-8H-pyrazolo[3,4-c}-1,2,4-
triazolo[4,3-apyridine;
8-cyclapenty!-5,8-dihydro-7-ethyl-3-(3-thienyl}-9H-pyrazolo[3,4-c}-1,2,4-
triazolo[4,3-opyridine;
3-benzyl-9-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-ethyl-9H-pyrazolo[3,4-c}- 1,2 4-triazolo[4,3-
ajpyridine;
8-cyclopentyl-5,8-dihydro-7-ethyl-3-propyl-8H-pyrazolo[3,4-c}-1,2,4-triazolo]4,3-
a]pyridine;

3,8-dicyclopentyl-5,6-dihydro-7-ethyl-9H-pyrazolo[3,4-¢]- 1,2,4-triazolo{4, 8-
ajpyridine;
9-cyclopenty!-5,6-dihydro-7-ethyl-3-(1-methyicyclohex-1-yl)-8H-pyrazolo[3,4-c}-
1,2,4-trlazolo[4,3-a]pyridine;

3-(isrt-butyl)-98-cyclopentyl-5,8-dihydro- 7-ethyl-8H-pyrazolo[3,4-c]-1,2,4-
trtazolo[4,3-ajpyridine;
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9-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-ethyt-3-(2-methylphenyl)-9H-pyrazolof3,4-c}-1,2,4-
triazolo[4,3-a]pyridine;

9-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-ethy|-3-(2—metho:iyphenyl)-9H—pyrazolo[3,4-c}-1 2,4~
triazolof4,3-a]pyridine;

8-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-ethyi-3-(thien-2-yl)-9H-pyrazolo[3,4-c]1,2,4-
triazolo[4,3-ajpyridine;

3-(2-chlorophenyl)-9-cyclopentyi-5,6-dihydro-7-ethyl-9H-pyrazolo[3,4-c]-1,2,4-
triazolo[4,3-]pyridine;

9-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-ethyl-3-(2-iodophenyl)}-9H-pyrazolo[3,4-¢]-1,2,4-
triazolo[4,3-«]pyridine;

9-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-ethyl-3-(2-trifluoromethyiphenyl)-9 H-pyrazolo[3,4~c]-
1,2,4-triazolo[4,3-c]pyridine; and
5,8-dihydro-7-ethyl-9-(4-fluorophenyl)-3-(1-methylicyclohex-1-yl)-9H-pyrazolo[3,4-
d-1,2,4-triazolo[4,3-«]pyridine;

and the phamacsutically accepiable salts and solvates thereof.

Particularly preferred compounds of the formula (1) include 8-cyclopentyi-5,6-
dihydro-7-ethyl-3-(2-thienyl)-9 H-pyrazolo[3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3-ajpyridine and
9-cyclopentyi-5,6-dlhydro-7-ethyi-3-(lerf-butyl)-9 H-pyrazolo[3,4-c]-1,2 4-
trazolo[4,3-a]pyridine and the pharmaceutically acceptable salts and solvates
thereof.

The synthesis of compounds of the formula (1) is described in WO-A-86/39408.

Preferably, an adrenergic 2 receptor agonist used in a combination according to
the Invention is a selective adrenergic B2 receptor agonist, i.e. has a greater
affinity for the adrenergic f2 receptor than all other known adrenergic p
receptors. Preferably, the affinity of such a selective adrenergic B2 receptor
agonist is at least 100 fold greater for the adrenergic g2 receptor as compared
with its affinity for the other adrenergic fi receptors.
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Preferered adrenergic P2 receptor agonists for use in the invention include
salmeterol, formoterol and the pharmaceutically acceptable salts and solvates
thereof.

Particularly preferred combinations include:
9-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-ethyl-3-(2-thienyl)-8 H-pyrazolo[3,4-c}-1,2,4~
triazolo{4,3-alpyridine, or a pharmaceutically acceptable salt or solvate thereof,
and salmeterol, or a pharmaceutically acceptable salt or solvate theraof;
g-cyclopentyl-5,8-dihydro-7-athyi-3-(2-thienyl)-9 H-pyrazolo[3,4-c}-1,2,4-
triazolo[4,3-a)pyridine, or a pharmaceutically acceptabile salt or solvate thereof,
and formoterol, or a pharmacseutically acceptable salt or solvate thereof;
8-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-ethyl-3-(fert-butyl)-8 H-pyrazolo[3,4-c]-1,2 4~
triazolo[4,3-a)pyridine, or a pharmacseutically acceptable salt or solvate thereof,
and salmeterol, or a pharmaceutically acceptable salt or solvate thereof; and
g-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-ethyl-3-{teri-buityl)-9H-pyrazolo[3,4-c}-1,2, 4~
triazolof4,3-alpyridine, or a phammaceutically acceptable salt or solvate thereof,
and formoterol, or a pharmaceutically acceptable salt or solvate thereof.

A selective PDE4 inhibltor or an adrenergic f2 receptor agonist used in
accordance with the invention may optionally be utilised in the form of a
pharmacsutically acceptable salt or solvate. Such a salt may be an acid addition
or a hase salt.

Suitable acld addition salts are formed from acids which form non-toxic salts and
examples are the hydrochioride, hydrobromide, hydrolodide, sulphate,
bisulphate, nitrate, phosphate, hydrogen phosphate, acetate, maleate, fumarate,
lactate, 1arirate, citrate, pluconate, Ssuccinate, saccharats, benzoate,
methanesulphonate, ethanesulphonate, benzenesulphonate,
p-ioluenesulphonate and pamoate salts.

Suitable base saits are formed from bases which form non-toxic salts and
examples are the sodium, potassium, aluminium, calcium, magnesium, zinc and
diethanolamine salts.

g

29
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For a review on suitable salts see Berge et al, J. Pharm. Sci., 66, 1-19, 1977.

The pharmaceutically acceptabie solvates of the selective PDE4 inhibitors and
adrenergic B2 receptor agonists used in accordance with the invention, or saits
thereof, include the hydrates thereof.

The selective PDE4 inhibitors and adrenergic B2 receptor agonists of the
invention may exist in one or more polymorphic forms.

The selective PDE4 inhibitors and adrenergic f2 receptor agonists of the
invention (henceforth, ‘compounds of the invention') may contain one or more
asymmefric carbon atoms and therefore exists in iwo or more sterecisomeric
foorms (e.g. R,R' formoterol is a preferred embodiment). Where such a
compound contains an alkeny! or alkenylene group, clsftrans (or Z/E) isomerism
may also occur. The present invention includes these individual sterecisomers
of the compounds of the invention and, where appropriate, the individual
tautomeric forms thereof, together with mixtures thereof.

Saparation of diastereolsomers or cis and frans isomers may be achieved by
conventional techniques, e.g. by fractional crystallisation, chromatography or
H.P.L.C. of a sterecisomeric mixture of a compound of the invention or a suitable
salt or derivative thereof. An individual enantiomer of a8 compound of the
invention may also be prepared from a corresponding optically pure intermediate
or by resolution, such as by H.P.L.C. of the corresponding racemate using a
suitable chiral support or by fractional erystalllsaﬁon of the diasterecisomeric
salts formed by reaction of the corresponding racemate with a suitable optically
active acld or base, as appropriate.

The present invention also Includes all suitable isotopic variations of a
compound of the invantion or a pharmaceutically acceptable salt thereof. An
isotoplc variation of a compound of the invention or a pharmaceutically
accaptable salt thereof is defined as one In which at least one atom is replaced

PCT/1BU2/04922 %
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by an atom having the same atomic number but an atomic mass differant from
the atomic mass usually found in nature. Examples of isotopes that can be
incorporated into compounds of the invention and pharmaceutically acceptable
salts thereof include isotopes of hydrogen, carbon, nitrogen, oxygén,
5 phosphorus, sulphur, fluorine and chiorine such as ?H, °H, *C, ", ™N, 70, "0,

Sip ®p %*g "t and ®Cl, respectively. Certaln isotopic varations of the
compounds of the invention and pharmaceutically acceptable salis thereof, for
example, those in which a radloactive isotope such as ®H or 'C is incorporated,
are useful in drug and/or substrate tissue distribution studies. Tritiated, i.e., *H,

10 and carbon-14, le., '*C, lsotopes are particularly preferred for thelr ease of
preparation and detectabllity. Further, substituion with isotopes such as
deuterium, l.e, ?H, may afford certain therapeulic advantages resulting from
greater metabolic stabllity, for example, Increased /n vivo half-life or reduced
dosage requirements and hence may be preferred in some circumstances.

15 '
The types of diseasses that may be treated using the combinations of the present
invention include, but are not limited to, asthma, chronic or acute
bronchoconstriction, chronic bronchitis, small airways obstruction, emphysema,
chronic obstructive pulmonary disease (COPD), COPD that has chronlc

20 bronchitis, pulmonary emphysema or dyspnea associated therewith and COPD
that is characterised by irreversible, progressive airways obstruction.

Asthma
One of the most important respiratory diseases treaiable with the combinations
25 of therapeutic agents of the present Invention Is asthma, a chronic, increasingly
common disorder encountered woridwida and 'd'laracteﬂzed by Intermittent
reversible airway obstruction, alrway hyper-responsiveness and inflammation.
The cause of asthma has yet to be determined, but the most common
pathological expression of asthma is inflammation of the alrways, which may be
30 signiflcant even in the alrways of patients with mild asthma. This Inflammation
drives reflex airway events resulling in plasma protsin exh’avésaﬁon, dyspnea
and bronchoconstriction. Based on bronchial biopsy and lavage studles it has
been clearly shown that asthma Involves Infiltration by mast cells, sosinophlls,
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and T-lymphocytes into a patient's airways. Bronchoalveolar lavage (BAL) in
atopic asthmatics shows activation of interieukin (IL)-3, IL4, IL-5 and
granulocyte/macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) that suggests the
presence of a T-helper 2 (Th-2)-like T-¢csll population.

The combinations of therapeutic agents of the present invention are useful in the
treatment of atopic and non-atopic asthma. The term “atopy” refers to a genetic
predisposition toward the development of type | (immediate) hypersensitivity
reactions against common environmental antigens. The most common dlinical
manifestation is allergic rhinitis, while bronchial asthma, atopic dermatitis, and
food allergy occur less frequently. Accordingly, the expression “atopic asthma”
as used hersin is intended to be synonymous with “allergic asthma®, ie.,
bronchial asthma which is an allergic manifestation in a sensitized person. The
term “non-atopic asthma” as used herein is intended to refer to all other asthmas,
especially essential or "true” asthma, which is provoked by a variaty of factors,
including vigorous exercise, itrritant particles, psychologic stresses, efc.

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD)

The combinations of therapeutic agents of the present Invention are stili further
useful In the treatment of COPD or COAD including chronic bronchitls,
pulmonary emphysema or dyspnea assoclated therewith. COPD is
characterized by poorly reversible, progressive airways obstruction. Chronic
bronchitis is associated with hyperpiasia and hypertrophy of the mucus secreting
glands of the submucosa In the large cartllaginous airways. Goblet cell
hyperplasia, mucosal and submucosal inflammatory cell Inflitration, edema,
fibrosis, mucus plugs and increased smooth muscle are all found in the terminal
and respiratory bronchioles. The small airways are known to be a major site of
alrway obstruction. Emphysema is characterized by destruction of the alveolar
wall and loss of lung elasticity. A number of risk factors have also been
identifled as linked to the Incldence of COPD. The link belween tobacco
smoking and COPD is well established. Other risk factors include exposure to
coal dust and various genetic factors. See Sandford et al., “Genetic risk factors
for chronic obstructive pulmonary disease,” Eur. Raspir. J. 10 1380-1391, 1997.
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The incidence of COPD is increasing and it represents a significant economic
burden on the populations of the industrialized nations. COPD also presents
itself clinically with a wide range of variation from simple chronic bronchitis
without disability to patients in a severely disabled state with chronic respiratory
failure.

COPD is characterized by inflammation of the airways, as Is the case with
asthma, but the inflammatory cells that have been found in the bronchoalveolar
lavage fluid and sputum of patients are neutrophils and macrophages rather than
eosinophlls. Elevated levels of inflammatory medlatore are also found in COPD
patients, including IL-8, LT8,, and TNF-q, and the surface epithelium and sub-
apithelium of the bronchi of such patients has been found to be infiltrated by T-
lymphocytes and macro;;hages. Symptomatic relief for COPD patients can be
provided by the use of f-agonist and anticholinergic bronchodilators, but the
progress of the disease remalns unaltered. COPD has been treated using
theophytline, but without much success, due In part to its propensity to produce
unwanted effects. Steroids have also falled to hold out much promise as
satisfactory treatment agents in COPD as they are relatively ineffective as anti-
inflammatory agents.

Accordingly, the use of the combinations of therapeutic agents of the present
Invention to treat COPD and its related and iIncluded obstructed airways
diseases, represents a significant advance In the art. The present invention Is
not limited 1o any particular mode of action or any hypothesis as to the way in
which the desired therapeutic objectives have been obtalned by utilizing the
combinations of therapeutic agents of the present Invention,

Bronchitis and Bronchiectasis

In accordance with the particular and diverse inhibitory activities described
above that are possessed by the combinations of therapeutic agents of the
present inventlon, they are useful in the treatment of bronchiltis of whatever type,
etiology, or pathogenesis, including, e.g., acute bronchitis which has a short but
severe course and Is caused by exposure to cold, breathing of irritant

=5
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substances, or an acute infection; catarrhal bronchitis which is a form of acute
bronchitis with a profuse mucopurulent discharge; chronic bronchitis which is a
long-continued form of bronchitis with a more or less marked tendency to
recurrence after stages of quiescence, due to repsated attacks of acute
bronchitis or chronic general diseases, characterized by attacks of coughing, by
expectoration either scanty or profuse, and by secondary changes in the lung
tissue; dry bronchitis which is characterized by a scanty secretion of tough
sputum; infectious asthmatic bronchitis which is a syndrome marked by the
development of symptoms of bronchospasm following respiratory tract infectione
in persons with asthma; productive bronchitis which is bronchitis associated with
a productive cough.

The effectiveness of the combinations of therapeutic agents of the prasent
invention to treat atopic asthma or non-atopic asthma, COPD or other chronic
inflammatory airways diseases may be demonstrated by the use of a number of
different models known in the art including the models described below.

Bronchodilator Activity - cAMP is involved not only in smooth muscle relaxation,
but also exerts an overall inhibitory influence on alrway smooth muscle
proliteration, both of which may result from elevation of cAMP by the PDE4
component of the invention. Airway smooth muscle hypertrophy and hyperplasia
can be modulated by cAMP, and these conditions are common morphological
features of chronic asthma. )

Bronchospasmolvtic Activity /n VEErp - The ability of the combinations of
therapeutic agents of the present invention to cause relaxation of guinea-pig
tracheal smooth muscie Is demonstrated in the following test procedure. Guinea-
pigs (350-500 g) are killed with sodium pentothal (100 mg/kg i.p.). The trachea
is dissected and a section 2-3 cm in length is exclsed. The trachea s transected
in the transverse plane at altemate cartilage plates so as to give rings of tissue
3-5 mm In depth. The proximal and distal rings are discarded. Individual rings
are mounted vertically on stainless steei supports, one of which is fixed at the
base of an organ bath, while the other is attached 1o an isometric transducer.

PCT/IBI2/04922 % 2‘6
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The rings are bathed in Krebs solution (composition tM: NaHCO; 25; NaCl 113;
KCl 4.7; MgSO,7H,0 1.2; KH,PO, 1.2; CaCl, 2.5; glucose 11.7) at 37°C and
gassed with O/CO, (85:5, v/iv). Rings prepared in this manner are contracted by
field stimulation. To ascertaln spasmolytic activity, test combinations of
therapeutic agents of the present invention are dissolved in physlological saline
and added in Increasing quantities to the organ bath at 5m intervals to provide a
cumulative concentration-effect curve.

in the above test model, combinations of therapeutic agents of the present
invention generally inhibit field stimulated contraction of guinea-pig tracheat ring
preparations at concentrations in the range of from 0.001 to 1.0 uM.

Ozone-induced brofichial hypesreactivity model The abillty of combinations of

therapeutic agents of the present invention to prevent increased responsiveness
of the alrways o noxious stimull, aiso known as bronchial hypemeactivity, is
demonsirated in the determination of the effects of these agents on activity of
lung responsiveness in guinea-pigs. Aduit guinea-pigs (300-600g) are pretreated
and prepared according fo the method Yeadon et al, 1992, Pulm. Pharmacology,
5, 101-112. Responsiveness of the airways to a variety of stimull are monitored
at basal state and after various interventions which result in changes in
pulmonary mechanics. Test articles were administered i.t. or by aerosol at
various times prior to challenge. Ozone pretreatment In control animals resulted
in a 3-100x increase in lung responsiveness which was dose-relatedly blocked
by combinations of the therapeutic agents of the invention.

in the above test model the combinations of therapettic agents of the present
invention generally exhibit anti-inflammatory activity at dosages in the range of
from 0.001 to 0.3 mg/kg i.t..

Relaxation of Human Bronchus - Samples of human lungs dissected during
surgery for cancer are obtained within 3 days after removal. Small bronchi (inner

diameter = 2 to 5 mm) are excised, cut into segments and placed in 2 mi liquid
nitrogen storage ampoules fllled with fetal calf serum (FCS) containing 1.8M

PCT/IBA2/114922 ﬁ
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dimethylsulfoxide (DMSO) and 0.1M sucrose as cryoprotecting agents. The
ampoules are placed in a polystyrol box {11 x 11 x 22 cm) and slowly frozen ata
mean cooling rate of about 0.6°C/m in a freezer maintained at -70°C. After 3-15h
the ampouies are transterred into liquid nitrogen (-186°C) where they are stored
until use. Before use the tissues are exposed for 30-60m to -70°C before being
thawed within 2.5m by placing the ampoules in a 37°C water bath. Thereafter
the bronchial segments are n"naed by placing them in a dish containing Krebs-
Henseleit solution (uM: NaCl 118, KCl 4.7. MgSQ, 1.2, CaCla 1.2, KHpP0, 1.2,
NaHCO; 25, glucose 11, EDTA 0.03) at 37°C, cut into rings and suspended in 10
ml organ baths for isometric tenslon recording under a preload of about 1g.
Further increasas in tenslon are induced via the application of field stimulation,
which Is known to induce activation of nerves In the alrway sample and generate
tenslon via release of acetyicholine and other neurally derived mediators.
Concentration-response curves are produced by cumulative additions, each
concentration belng added when the maximum effect has been produced by the
previous concentration. Papaverine (300 pM) is added at the end of the
concentration response curve to induce complete relaxation of the bronchial
rings. This effect is taken as 100% relaxation.

In the above test model the comblinations of therapeutic agents of the present
invention generally produce-concentration-related relaxation of human bronchus
ring preparations at concentrations In the range of from 0.001 to 1.0 uM with
preferred embodiments being active at concentrations In the range of from 5.0
niM to 500 nM.

Suppression of Capsaicin-inducad Bronchoconstriction - Male Dunkin-Hartley
guinea-pigs (400-800g) having free access to food and water prior to the
experiment, are anaesthetized with sodium phenobarbital (100 mg/kg 1.p. [intra
peritoneal]). Animals, maintained at 37°C with a heated pad, controlled by a
rectal thermometer, are ventilated via a tracheal cannula (about 8 mi/kg, 1 Hz)
with a mixture of air and oxygen (45:55 v/v). Ventilation is monitored at the
trachea by a pneumotachograph connected to a differential pressure transducer
in line with the respiratory pump. Pressure éhanges within the ﬂ'mrax are
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monitored directly via an intrathoracic cannula, using a differential pressure
transducer so that the pressure difference between the trachea and thorax can
be measured and displayed. From these measurements of air-flow and
transpulmonary pressure, both airway resistance (R, cmH;0//s) and compliance
(Cdsy) are calculated with a digital electronle respiratory analvzer for each
respiratory cycle. Biood pressure and heart rate are recorded from the carotid
artery using & pressurs transducer.

When values for basal resistance and compliance are stable, an acute episode
of bronchoconstriction is induced by an Iintravenous bolus of capsaicin.
Capsaicin Is dissolved in 100% ethanol and diuted with phosphate buffered
sallne. Test combinations of therapeutic agents of the present Invention are
administered when the response to capsailcin I8 stable, which I8 calculated to be
after 2-3 such administrations at 10 min Intervals. Reversal of
bronchoconstriction Is assessed over 1-8 h following either Intratracheal or
intraduodenal Instillation or intravenous bolus injection. Bronchospasmolytic
activity is expreased as a % Inhiblion of the initial, meximal resistance (Fp)
following the Infusion of capsaicin. EDx values represent the dose which
causes a 50% reduction of the increase In resistance induced by capsalcin.
Duration of action Is defined as the ime in minutes where bronchoconstriction is
reduced by 50% or more. Effects on blood prassure (BP) and heart rate (HR)
are characterized by EDy, valuee; le., the doses which reduce BP or HR by 20%
measured 5m after administration.

in the above test model the combinations of therapeutic agents of the present
Invention generally exhibit bronchodilator activity at dosages In the range of from
0.001 to 0.1 mg/kg /L [Intra tracheal). Further, the comblination delivered it
exhibits an at least additive inhibltory effect on bronchospasm, with each
component alone being able to Inhibit more than 50% of the observed control
response.

LPS-Induced L.ung Neutrophilia - The recruitment to and activation of neutrophils
in the lungs Is considered an Important pathological feature in COPD and in
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severe asthma. Consequently, inhibition of either or both of these endpoints in
animals provides supportive evidence of the utility of the present invention.

Male Wistar-Albino rats (150-250g) or male Dunkin-Hartley guinea-pigs (400-
600q) are pretreated with the test articles alone or in combination by inhalation
or intratracheal {i.1.) instillation under brief general anaesthesia. After 1-24h after
compound administration, animals are challenged with an inhaletion aerosol of
bacterial liopolysaccharide {LPS) sufficient to induce over the subsequent 1-24h
of & pronounced lung neutrophilia. The neutrophilia is assessed by celt counting
in bronchlal washings or by determination of neutrophil products in lung
washings or tissue. In this teet system, the therapeutic agents of the present
invention generally exhibit anti-Inflammatory activity at doses ranging from
0.0001 to 0.1 mg/kg L.t. Unexpectedly, the combination delivered i.t. exerts at
least an additive effect on inflammation, despite the fact that one of the
components does not on lts own exert a significant anti-inflammatory effect.
Further, equivalent ant-inflammatory effects of a high dose of one of the
components can be observed with lower doses when used In combination as in
this invention, thus minimising systemic unwanted effects.

Allergic quinea-pig Assay - A test for evaluating the therapeutic impact of the
combinations of therapeutic agents of the present invention on the symptom of

dyspnea and bronchspasm j.e., difficult or labored breathing and increased lung
resistance, and on the symptom of inflammation, ie. lung neutrophilia and
eosinophilia, utillzes Dunkin-Hartley guinea-pigs (400-600 g body weight).

The egg albumin (EA), grade V, crystallized and lyophilized, aluminum
hydroxide, and mepyramine maleate used in this test are commercially available.
The challenge and subsequent respiratory readings are camied out In a clear
plastic box with intemal dimensions of 10x6x4 inches. The head and body
sections of the box are separable. in use the two are held firnly together by
clamps, and an airtight seal between the chambers is maintained by a soft
rubber gasket. Through the centre of the head end of the chamber a nebulizer is
inserted via an airtight seal and each end of the box aiso has an outiet. A
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pneumotachograph is inserted into one end of the box and is coupled to a
volumetric pressure transducer which is then connected to a dynograph through
appropriate couplers. Whiie aerosolizing the antigen, the outlets are open and
the pneumotachograph is isolated from the chamber. The outlets are then closed
and the pneumotachagraph and the chamber are connected during the recording
of the respiratory pattems. For challenge, 2 ml of a 3% solution of antigen In
saline is placed in each nebulizer and the aeroso! is generated with air from a
small diaphragm pump operating at 10 psi and a flow rate of 8 I/m.

Guinea-pigs are senaitized by injecting subcutaneously and i.p. 1 ml of a
suspension containing 1 mg EA and 200 mg aluminum hydroxide in saline. They

are used between days 12 and 24 post-sensitization. In order to eliminate the -

histamine component of the response, guinea-pigs are pretreated i.p. 30min prior
to aerosol challenge with 2mg/kg of mepyarmine. Guinea-pigs are then exposed
to an asrosol of 3% EA In saline for exactly 1m, then respiratory profiles are
recorded for a further 30m. Subsequently, lung inflammation Is determined post
mortern over a period of 1-48h. The duration of continuous dyspnea is measured
from the respiratory recordings.

Test comblnations of therapeutic agents of the present invention are generally
administered I.t. or by aerosol 0.5-4h prior to challenge. The combinations of
compounds are elther dissolved in saline or biocompatible solvenis. The activity
of the compounds is determined on the basis of their ability to decrease the
magnitude and duration of symptoms of dyspnea and broncospasm and/or
magnitude of lung inflammation in comparison to a group of vehicle-treated
controla. Tests of the combinations of therapeutic agents of the present
invention are evaluated over a series of doses and an EDy, I8 derived that Is
defined as the dose {(mg/kg) which will inhibit the duration of symptoms by 50%.

Anti-infiammatory Activity The antl-inflammatory activity of the combinations of
therapeutic agents of the present Invention is demonstrated by the inhibition of
eosinophil or neutrophil activation. In this assay blood samples (50ml) are
collected from non-atopic volunteers with eosinophil numbers ranging between
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0.06 and 0.47 x 10° L'. Venous blood is collected into centrifuge tubes
containing 5 m! trisodium citrate (3.8%, pH 7.4).

The anticoagulated blood Is diluted (1:1, v:v) with phosphate-buffered saline
(PBS, containing neither calcium nor magnesium) and is layered onto 15 ml
isotonic Percoll (density 1.082 - 1.085 g/mt, pH 7.4), in a 50 ml centrifuge tube.
Following centrifugation (30 minutes, 1000 x g, 20°C), mononuclear cells at the
plasma/Percoll interface are aspirated carefully and discarded.

The neutrophil/feosinophil/erythrocyte pellet (ca. 6§ ml by volume) is gently
resuspended in 35 ml of Isotonic ammonium chloride solution (NH,Cl, 155mM:
KHCO,3, 10mM; EDTA. 0.1mM; 0-4°C). After 15-min, cells are washed twice (10
min, 400 x g, 4°C) in PBS confaining fetsat calf serum (2%, FCS).

A magnetic coll separation system Is used to separate sosinophils and
neutrophlia. This system iIs able to separate cells In suspension according to
surface markers, and comprises a permanent magnet, into which is placed a
column that includes a magnetizable steel mairix. Prior to use, the column Is
equillbrated with PBS/FCS for 1 hour and then flushed with ice-cold PBS/FCS on
a ratrograde basis via a 20 ml syringe. A 21G hypodermic needle Is attached to
the base of the column and 1-2 mi of ice cold buffer are ailowed to efflux through
the needle.

Following centrifugation of granulocytes, supematant i aspirated and cells are
gently resuspended with 100W magnetic partlc_las (anti-CD18 monocional
antibody, conjugated o superparamagnetic  pariicles). The
eosinophll/neutrophil/anti-CD18 magnetic particie mixture is incubated on lce for
40 minutes and then diluted to 5 ml with Ice-cold PBS/FCS. The cell suspenslon
is slowly introduced Into the top of the column and the tap is opened to allow the
cells to move slowly into the steel matrix. The column is then washed with
PBS/FCS (35mi) which is carefully added to the top of the column so as not to
disturb the magnetically labeled neutrophils already trapped in the steel matrix.
Non-labeled sosinophils are collected in a 50ml centrifuge tube and washed (10
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minutes, 400 x g, 4°C). The resulting pellet is resuspended in 5 ml Hank's
balanced salt solution (HBSS) so that cell numbers and purity can be assessed
prior to use. The separation column is removed from the magnet and the
neutrophil fraction is eluted. The column is then washed with PBS (50ml) and
ethanol (absolute) and stored at 4°C.

Total celis are counted with a micro cell counter. One drop of lysogenic solution
is added to the sample, which after 30s Is recounted to assess contamination
with erythrocytes. Cytospin smears are prepared on a Shandon Cytospin 2
cytospinner (100 p samples, 3 minutes, 500 rpm). These preparations are
stained and differential cell counts are determined by light microscopy,
examining at least 500 cells. Cell viabllity is assessed by exclusion of trypan
blue.

Eosinophils or neutrophils are diluted in HBSS and pipetted into 96 well
microtiter plates (MTF) at 1-10 x 10? cells/well. Each well contains a 200 ul
sample comprising: 100 w cell suspension; 50 w HBSS; 10 ! lucigenin; 20 ul
activation stimulus; and 20 pul test compound.

The samples are incubated with test compound or vehicle for 10m prior to
addition of an activation stimulus fMLP (1-10 M) or C5a (1-100nM) dissolved in
dimethylsulfoxide and thereafter diluted in buffer, such that the highest soivent
concentration used is 1% (at 100 uM test compound). MTPs are agitated to
facilitate mixing of the cells and medium, and the MTP is placed into a
luminometer. Total chemiluminescence and the temporal profile of each well is
measured simultaneously over 20m and the results expressed as arbitrary units,
or as a percentage of fMLP-induced chemlluminescence in the absence of test
compound. Results are fitted to the Hill equation and ICg values are calculeted
automatically.

The combinations of therapeutic agents of the presert invention are generally_
active in the above test method at concentrations in the range of from 0.0001uM
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to 0.5 uM, with preferred embodiments being active at concentrations in the
range of from 0.1 nM o 100 nM.

The anti-inflammatory activity of the combinations of therapeutic agents of the
present invention is additionally demonstrated by the Inhibition of plasma
extravasation Info rat airways. In this assay tracheal tissue !s taken and the
extent of plasma leakage determined. This assay relates equally to other chronic
inflammatory diseases of the airways including but not limited to COPD and
accordingly is not recapltulated in that section.

Wistar albino rats (150-200g) or Dunkin-Hartley guinsa-pigs (450-800g) are
anaesthetised with sodium pentobarbltone and venous and arterial cannulae
Installed. Evans Blue dye to bind plasma proteins Is administered Lv. (30mg/kg).
After 10mins the test agents are administered Lt and 1Omins later capsaicin
administered I.v. (3ug/kg). 30mins later, tracheal tissue Is removed, extracted
ovemight into formamide and absorbance read at 820nm. In some experiments
the order of dosing was reversed such that the compounds were administered
before the Evans Biue and inflammatory stimulus.

In the above test mode! In the above test model the combinations of therapeutic
agents of the presemt invention generally exhibit anti-inflammatory activity at
dosages In the range of from 0.001 to 0.1 mg/kg it

From the above it may be seen that the combinations of therapeutic agents of
the present invention are useful for the treatment of inflammatory or obstructive
alrways disaases or ather conditions involving airways obstruction. In particular
they are useful for the treatment of bronchlal asthma.

in view of their anti-inflammatory aclivity and their influence on airways hyper-
reactivity, the combinations of therapeutic agents of the present invention are
useful for the treatment, in particular prophylactic treatment, of obstructive or
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inflammatory airways diseases. Thus, by continued and regular administration
over prolonged periods of time the combinations of compounds of the present
invention are useful in providing advance protection against the recurrence of
bronchoconstriction or other symptomatic attack consequential to obstructive or
inflammatory airways diseases. The combinations af Eompounds of the present
invention are also useful for the control, amelioration or reversal of the basal
status of such diseases.

Having regard to their bronchodilator activity the combinations of therapeutic
agents of the present invention are useful as bronchodilators, e.g., in the
treatment of chronic or acute bronchoconstriction, and for the symptomatic
treatment of obstructive or inflammatory airways diseases.

Obsiructive or Inflammatory airways diseases to which the present Invention
apbiles include asthmia; pneumoconiosis; chronic eosinophilic pneumonia;
chronic obstructive airways or pulmonary disease (COAD or COPD); and adult
respiratory distress syndrome (ARDS), as well as exacerbation of alrways hyper-
reactivity consequent to other drug therapy, e.g., aspirin or B-agonist therapy.

The selective PDE4 inhibitors and adrenergic B2 receptor agonists of the present
invention can be administered alone or in comblnation but will generally be
administered in admixiure with a sultable phamaceutical exclpient, diluent or
carmier.

The selective PDE4 inhibitors and adrenergic p2 receptor agonists of the present
invention are preferably administered by inhalation and are conveniently
delivered in the form of a dry powder (elther alone or as a mixture, for example a
mixture with lactose) from a dry powder inhaler or an aerosol spray presentation
from a pressurised contalner, pump, spray, atomiser (preferably an atomiser
using elactrohydrodynamics to produce a fine mist) or nebuliser, with or without
the use of a suitable propellant, e.g. dichlorodifluoromethane,
trichlorofiucromethans, dichlorotetrafluorosthane, a hydrofiuoroatkane such as
1,1,1,2-tetrafluoroethane (HFA 134A [trade mark]) or 1,1,1,2,3,3,3
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heptafiuoropropane (HFA 227EA [trade mark]), carbon dioxide, a further
perfluorinated hydrocarbon such as Perflubron (irade mark) or other suitable
gas. In the case of a pressurised aerosol, the dosage unit may be determined by
providing a valve to deliver a metered amount. The pressurised container,
pump, spray, atomiser or nebuliser may contain a solution or suspension of the
active compound, e.g. using a mixture of ethanol (optionally, aqueous ethanol) or
a suitable agent for dispersing, solubilising or extending release and the
propellant as the solvent, which may additionally contain a lubricant, e.g.
sorbitan trioleate. Capsules, blisters and cartridges (made, for example, from
gelatin or HPMC) for use in an Inhaler or Insufflator may be formulated to contain
a powder mix of the compound of the invention, a suitable powder base such as
lactose or starch and a performance modifier such as I-leucine, mannitol or
magnesium stearate.

Prior to use in a dry powder formulation or suspension formuiation for inhalation
the compound of the invention will be micronised to a size sultable for delivery by
inhalation (typically considered as fess than 5 microns). Micronisation could be
achieved by a range of methods, for example spiral jet milling, fluid bed Jet
milling or use of supercritical fiuld crystallisation.

A sultable soluion formulation for use in an atomiser using
electrohydrodynamics to produce a flne mist may contain from 1ug to 10mg of
the compound of the invention per actuation and the actuation volume may vary
from 1 to 100p. A typical formujation may comprise a compound of the Invention,
propylene glycol, sterfle water, ethanol and sodium chloride. Altemative solvents
may be used in place of propylene glycol, for exa:hple glycerol or polyethylene
glycol.

Aerosol or dry powder formulations are preferably arranged so that each metered
dose or “puff” contains from 1 to 4000 ug of a compound of the (nvention for
dallvery to the patient The overall daily dose with an aerosol wifl be [n the range
of from ipg fo 20mg which may be administered in a single dose or, more
usually, in divided doses throughout the day.

3
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The preferred ratio, by weight (w/w), of selective PDE4 inhibitor:adrenergic f2
receptor agonist used will depend on the particular combination being examined.
This is due to differences in the potency of individual compounds. The physician

5 in any event will determine the actual dosage of each compound which will be
most suitable for any individual patient and it wiii vary with the age, weight and
response of the particular patient.

It is to be appreclated that all references herein to treatment include curative,
10 palliative and prophylactic treatment.
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Test data - Inhibition of elastase release from isolated human neutrophils

Venous blood (90 mi) from healthy human volunteers of either sex was collected
into 10ml 3.8% (w/v) sodium citrate, and 8ml aliquots were dispensed into 15mi
polypropylene centrifuge tubes each containing 4ml of 6% dextran (average
Molecular Weight 148,000) in Hanks Balanced Salt Solution (HBSS). The
dextran/blood was mixed gently by inversion and left to stand at room
temperature for 45 minutes to allow erythrocyte sedimentation. Aliquots of 16ml
from the leukocyte-rich supematant were overlaid on 1Oml Ficoll-Hypaque
cushions in 50ml polypropylene centrifuge tubes and the tubes centrifuged at
400g for 35mins at 21°C. The plasma, mononuclear cell layer and Ficoll were
removed leaving the granulocyte-rich pellst. The pellets were Inltially re-
suspended In 10ml ice-cold distilied water for 45 seconds to lyse contaminating
red blood cells, followed by the addition of 10ml of ice-cold double concentrated
phoaphate buffered saline (PBS) solution to each tube to restore osmolarity, The
suspensions were re-centrifuged at 200g for 10min at 4°C to generate neutrophil
peliets. The supernatants were removed and the pellets gently resuspended in a
total volume of 10ml ice-cold HBSS using a Pasteur pipette. A differential white
cell count was performed on the resufting neutrophil suspension using a
Beckman Coulter Ac. T5 haematology analyser and the cells stored on ice until
assay. Immediately prior to assay, aliquots of the neutrophil suspension wa_rg\ .
removed and dliuted to a count of 4x10° neutrophils/ml ice-cold HBSS containing

2U/ml adenosine deaminase.

Inhibition of fMLP induced elastase release was performed using a 180yl assay
volume in 96-wel! polystyrene microtiter plates. Elastase release was assayed by
measuring the rate of cleavage of the synthetic substrate MeOSuc-Ala-Ala-Pro-
Val-pNA. For measurement of elastase release, assay wells contained 8ul of
100pg/ml cytochalasin B (in 10% DMSO/80% HBSS), 8ul test compound (diluted
in HBSS), 40l neutrophil suspension and 96w of 156uM MeOSuc-Ala-Ala-Pro-
Val-pNA (in HBSS). Aasay plates were incubated at 37°C for 10 minutes before
addition of 8yl of 2uM fMLP (in HBSS) and measurement of rate of substrate
cleavage was measured at A=405nm for 3 minutes at 37°C. Basal elastase
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release was determined by the addition of 8l HBSS in place of fMLP. The data
reproduced below in Table 1 are 1C50 values, i.e. the concentration (in nM) of
active agent required to achieve 50% inhibition of fMLP-Induced elastase
releass. In the case of the combination experiments, 1000nM of 8-cyclopentyl-
5,6-dihydro-7-ethyl-3-(2-thieny()-8/H-pyrazolo{3,4-c}-1,2,4-triazolo[4,3-a]pyridine
(C) was added to the assay and a concentration response curve was then
generated for formoterol (F) or salmeterot (S).

Table 1 - Inhibltion of elastase release {ICS0 values In nM
F S C F+C S+C
>1000 |>1000 |>1000 |0.4 1.0

Comblined application of a B2 agoni-at (formoterol or salmeterol) with a PDE4
inhibitor (8-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-ethyl-3-(2-thienyl)-9H-pyrazolo[3,4-c}-1,2,4-
triazolo[4,3-alpyridine) is demonstrated to produce synergistic inhibltion of pro-
Inflammatory neutrophll function. Weak (uM) inhibition of fMLP-Induced elasiase
release from the isolated human neutrophil was achieved by Individual treatment
with these pharmacological agents, and this was dramatically enhancad to highly
potent (nM) inhibition by their combined application.
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Claims

1. An inhaled combination of (a) a selective PDE4 inhibitor of the formula (1)

N
Rt N
\{}q B 1’1 s
()]

or a pharmaceutically acceptable salt or solvate thereof, wherein:

R' i H, (Ci-GCo)alkyl, (Cr-C)alkoxy, (CzC)alkenyl, phenyl, -N(CHy),

. (C&GCy) cycloalkyl, (Cy-Ca) cycloalkyl(C+-Cs) aliyl or (C4-Ce) acyl, wherein the

alkyl, phenyl or alkenyl groups may be substituted with up to two -OH,
(C4-Cy) alkyl, or -CF3 groups or up to three halogens;

R? and R? are each independently selected from the group consisting of H,
(C1-Ca) alicyl, (Cy-C;) alkoxy(C+-C;) alkyl, (Cz-Ci4) alkenyl, (Cs-C;) cycloalkyl,
(C+-C;) cycloalkyi(Cy-Cs) alkyl, a saturated or unsaturated
(C4-C7) heterocyclic(CHz), group whereln n is 0, 1 or 2, containing as the
heteroatomn one or two of the group consisting of oxygen, sulfur, suifonyl,
nitrogen and NR* where R* is H or (C,-C.) alkyl; or a group of the Formula (l1):

’f\v;’ Z‘\dﬂ.

(1)
wherein a is an integer from 1 to 5; b and c are 0 or 1; R® Is H, -OH, {C-Cs) alkyl,

(cfcs) alken“l (01"05) a|ROXVI (crcu) cycloalkoxyl halogen- 'GFSU _coznﬁ'

-CONR'R’, -NR°R’, -NO, or -SO:NR°R’ wherein R® and R’ are each
independently H, or (C;-C,) alkyl; Z is -O-, -S-, -SO¢, -CO- or -N(RY)- wherein R®
is H or (C,-C,) alkyl; and Y Is (C;-Gg) alkylene or (C~Cg) alkenylene optionally
substituted with up to two (C,-C;) alkyl or (Cs-C;) cycloalkyl groups; wherein each

A
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of the alkyl, alkenyl, cycloalkyl, alkoxyalkyl or heterocyclic groups may be
substituted with 1 to 14, preferably 1 to 5, (C,-C,) alkyl, CF;, or halo groups; and

R® and R'™ are each independently selected from the group consisting of H,
(C4-Ce) alkyl, (C1-Ce) alkoxy, (Ce-Cio) aryl and (Cs-Ci0) aryloxy;

and (b) an adrenergic B2 receptor agonist.

2. A combination as claimed in claim 1 whersin R' is methyl, ethyl or
isopropyl.

3. A combination as claimed in claim 1 or claim 2 wherein R® is (C,-Cs) akyl,
(C-C,) atkenyl, (Cs-Cy) cycloalkyl, (C5-C)eycloalkyl(C,-Ce)alkyl or phenyl
optionally susbtituted with 1 or 2 of the group consisting of H, -OH, (C,-C;) alkyl,
(C-Cs) alkenyl, (C1-Cs) alkoxy, halogen, trifluoromethyl, -COR°®, -CONR®R’, -
NR®R’, -NO; or -SO.NR®R’ wherein R®* and R’ are each indepsndently H or (C,-
C,) alkyl. . _

4, A combination as claimed in any one of the preceding claims wherein the
selective PDE4 inhibitor of the formula (1) is selected from:

9-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-ethyl-3-phenyl-8H-pyrazolo{3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3-
alpyridine;
8-cyclopenyl-5,8-dihydro-7-ethyl-3-(furan-2-yl)-9H-pyrazolo[3,4-c}-1,2,4-
triazolo[4,3-a]pyridine;

8-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-ethyl-3-(2-pyridyl)-9H4-pyrazolo[3,4-¢}-1,2 4~
triazolo[4,3-alpyridine;

9-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-ethyl-3-(4-pyridyl)-8 H-pyrazolo[3,4-c}-1,2 4-
triazolo{4,3-a]pyridine;

9-cyclopentyl-5,8-dihydro-7-ethyi-3-(3-thienyl)-8 H-pyrazolo[3,4-c}-1,2,4-
triazolo[4,3-a]pyridine;

8-benzyl-9-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-ethyl-8H-pyrazolo[3,4-c]-1,2,4-triazolo]4,3-
ajpyridine;

9-cyclopantyl-5,6-dihydro-7-ethyl-3-propyl-8H-pyrazolo[3,4-¢]-1,2,4-triazolo[4,3-
alpyridine;
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3.9-dicyclopentyi-5,6-dihydro-7-ethyl-9H-pyrazolo[3,4-¢)-1,2,4-triazolo[4,3- gl.
ojpyridine; -
8-cyclopentyi-5,6-dihydro-7-ethyl-3-( 1-methylcyclohex-1-yl)-9H-pyrazolo[3,4-c}-
1,2,4-triazolo[4,3-a]pyridine;
3-(fert-butyl)-9-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-ethyl-9H-pyrazolo]3,4-c]-1,2,4-
triazolof4,3-a]pyridine;
9-cyciopentyl-5,6-dihydro-7-ethyl-3-(2-methylphenyl)-8 H-pyrazolo[3,4-c}-1,2,4-
triazolo[4,3-«]pyridine;
9-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-athyl-3-(2-methoxyphenyf)-9H-pyrazolo[3,4-c}-1,2 4-
triazolo[4,3-a]pyridine;

S-cyclopentyi-5,6-dihydro-7-ethyl-3-(thien-2-yl)-9 H-pyrazolo|3,4-¢]1,2, 4-
triazolo[4,3-a]pyridine;

3-(2-chloroph enyl)-B-cyélopentyI—S,B—dlhydro-7-eﬂ1yl-9H-pyrazoIo[3.4—c]—1 2.4
triazoloj4,3-a]pyridine;

X 9-cyclopenty|—5.6-dihydro-7-ethy|-3-&2-iodophenyl)—9H-pymzolo[3.4—c]—1 2,4~

triazolo[4,3-a]pyridine;

9-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-ethyl-3-(2-trifluoromethylphenyl)-8 H-pyrazolo[3,4-c}-
1,2,4-triazolo[4,3-a]pyridine; and
5,6~dihydro-7-ethyil-9-(4-fluorophenyl)-3-(1-methylcyciohex-1-vi)-9H-pyrazolo{3,4-
cl-1,2,4-triazolo[4,3-x]pyridine;

and the pharmaceutically acceptable salts and solvates thereof.

6. A combination as claimed in claim 4 wherein the selective PDE4 inhibitor
of the formula (I} is selectad from 8-cyclopantyl-5,6-dihydro-7-ethyl-3-(2-thienyl)-
9 H-pyrazolo[3,4-c}-1,2,4-triazolof4,3-a]pyridine and 8-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-
ethyl-3-<{tert-butyl}-9+H-pyrazolo[3,4-c}-1,2,4-triazolo[4,3-a)pyridne and the
pharmmaceutically acceptable salts and solvates thereof.

6. A combination as claimed in any one of the preceding claims wherein the
adrenergic B2 receptor agonist Is selected from saimeterol, formoterol and the
pharmaceutically acceptable salts and solvates thereof.

7. A combination as claimed in claim 1 wharaein:
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the selective PDE4 inhibitor of the formula (1) is 9-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-
ethyl-3-(2-thienyl}-9H-pyrazolo[3,4-c}-1,2,4-triazolo[4,3-a]pyridine, or a
pharmaceutically acceptable salt ar solvate thereof, and the adrenergic 2
receptor agonist is salmeterol, or a pharmaceutically acceptable salt or solvate
thereof;

the selective PDE4 inhibitor of the formula (1) is 8-cyclopentyl-5,6-dihydro-7-
athyl-3-(2-thlenyl)-8H-pyrazolo[3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3-a]pyridine, or a
pharmacsutically acceptable salt or solvate thereof, and the adrenergic 2
receptor agonist is formoterol, or & pharmaceutically acceptable salt or solvate
thereof;

the selective PDE4 inhibitor of the formula (i) is 9-cyclopentyl-5,8-dihydro-7-
ethyl-3-(tert-butyl}-9H-pyrazolo[3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3-a]pyridine, or a
phamaceutically acceptable salt or solvate thereof, and the adrenergic A2
receptor agonist is salmeterol, or a pharmaceutically acceptable salt or solvate
thereof; or
the selective PDE4 inhibitor of the formula {1} i1s 9-cyclopentyi-5,8-dihydro-7-
ethyl-3-(tert-butyl)-9H-pyrazolo[3,4-c]-1,2,4-friazolo[4,3-c]pyridine, or a
pharmaceutically accaptable salt or solvate thereof, and the adrenergic p2
receptor agonist is formoterol, or a phanmmaceutically acceptable salt or solvate
thereof.

8. A combination as claimed in any preceding claim for use as a
medicament.
9. A combination as claimed in any one of claims 1 to 7 for simultaneous,

sequential or separate administration in the treatment of an obstructive alrways
or other inflammatory disease. -

10. A phammaceutical composition comprising a selective PDE4 Inhibitor of the
formula (I), as defined in claim 1, an adrenergic B2 receptor agonist and a
pharmaceutically acceptable exciplent, diluent or carmier, for administration by
the inhaled route in the treatment of an obstructive airways or other inflammatory
disease.

PCTARBN2/14922 E .
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11. A pharmaceutical composition as defined in claim 10 wherein the selective
PDE4 inhibitor of the formula (J) and the adrenergic B2 receptor agonist are as
defined in any one of claims 2to 7.
12. The use of a selective PDE4 inhibitor of the formula (1), as defined in claim
1, or an adreneryic B2 receptor agonist in the manufacture of a medicament for
simultaneous, sequential or separate administration of both agents by the
inhaled route in the treatment of an obstructive airways or other inflammatory
disease.
13. The use of claim 12 wherein the selective PDE4 inhibltor of the formula (1)
and the adrenergic f2 receptor agonist are as defined in any one of claims 2 to
7.
14. A method of treating of an obstructive airways or other inflammatory
disease comprising administering simultaneously, sequentlally or separately, by
the inhaled route, to & mammal in need of such treatment, an effective amount of
a selective PDE4 inhibitor of the formula (1), as defined in claim 1, and an
adrenergic f2 receptor agonist.
15. A method as claimed In claim 14 whereln the selective PDE4 Inhibitor of
the formula (I) and the adrenergic B2 receptor agonist are as defined in any one
of claims 2to 7. _
18. An inhalation device for simultaneous, sequential or separate
administration of a selective PDE4 inhibitor of the formula (I), as defined in claim
1, and an adrenergic B2 receptor agonist in the treatment of an obstructive
alrways or other inflammatory disease.
17. An inhalation device as claimed in claim 16 wherein the selective PDE4
inhibitor of the formula (I) and the adrenergic B2 receptor agonist are as defined
in any one of claime 210 7. ' '

PCT/IBU2/04922 ﬁ

Ll

6



»
Aa ‘.;1‘ 'J

10

15

20

25

30

35

i

Combinacién farmacéutica

La presente invencién se refiere a una combinacién
inhalada de un inhibidor selectivo de PDE4 y un agonista
del receptor P2-adrenérgico, a composiciones farmacéuticas,
incluyendo los dispositivos para la administracién, y a los
usos de dicha combinacién.

Una combinacién de un inhibidor selectivo de PDE4 y un
agonista del receptor P2-adrenérgico es util en el
tratamiento de enfermedades obstructivas de las vias
respiratorias y otras enfermedades inflamatorias, en
particular, de enfermedades obstructivas de 1las vias
respiratorias, asma, enfermedad pulmonar obstructifa
crénica (COPD) y otras enfermedades obstructivas de las
vias respiratorias exacerbadas por reflejos bronquiales
incrementados, inflamacién, hiperreactividad bronquial Yy
broncoespasmos. La combinacién es especialmente ttil en el
tratamiento de COPD.

Ejemplos de enfermedades particulares que se pueden
tratar con la presente invencién incluyen las enfermedades
respiratorias, asma, sindrome de dificultad respiratoria
aguda, enfermedad inflamatoria pulmonar crénica,
bronquitis, bronquitis crénica, enfermedad pulmonar (vias
respiratorias) obstructiva crénica Yy silicosis Y
enfermedades del sistema inmune tales como rinitis alérgica
Yy sinusitis crénica.

Las fosfodiesterasas de los nuclebtidos 3',3'-ciclicos
(PDE) comprenden una amplia clase de enzimas divididas en
al menos once familias diferentes que son estructural,
bioquimica y farmacolbégicamente diferentes entre si. Las
enzimas de cada familia se denominan normalmente isoenzimas
o isozimas. En esta clase se incluyen un total de mas de
quince productos génicos y se produce una diversidad
adicional por corte y empalme diferencial y procesado
postraduccién de dichos productos génicos. La presente
invencién se refiere principalﬁente a los cuatro productos
génicos de la cuarta familia de PDE, es decir, PDE4A,
PDE4B, PDE4C .y PDEA4D. Estas enzimas se denominan

O

PC22050/700062 %
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conjuntamente isoformas o subtipos de la familia de
isocenzimas PDE (PDEA4).

Las PDE4 se caracterizan por una degradacidn
selectiva, hidrolitica de alta afinidad del nucleétido
ciclico como segundo mensajero, el nuclebétide ciclico
3',5'"-monofosfato de adenosina (AMPc) y por la sensibilidad
a la inhibicién por rolipram. En los udltimos afios se han
descubierto una serie de inhibidores selectivos de PDE4 y
se han demostrado en una diversidad de modelos de
enfermedad los efectos beneficiosos y farmacoldgicos
resultantes de dicha inhibicién: véase, por ejemplo, Torphy
et al. Environ. Health Perspect., 102 Suppl. 10, 79-84,
1994; Duplantier et al., J. Med. Chem. 39 120-125, 1996;
Schneider et al., Pharmacol. Biochem. Behav. 50 211-217,
1995; Banner and Page, Br. J. Pharmacol. 114 93-98, 1995;
Barnette et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 273 674-679,
1995; Wright et al. "Differential in vivo and in vitro
bronchorelaxant activities of CP-80633, a selective
phosphodiesterase 4 inhibitor," Can. J. Physiol. Pharmacol.
75 1001-1008, 1997; Manabe et al. "Anti-inflammatory and
bronchodilator properties of KF19514, a phosphodiesterase 4
and 1 inhibitor", Eur. J. Pharmacol. 332 97-107, 1997; y
Ukita et al. "Novel, potent, and selective
phosphodiesterase-4 inhibitors as antlasthmatic agents:
synthesis and bioclogical activities of a series of 1-
pyridylnaphthalene derivatives™, J. Med. Chem. 42 1088-
1088, 1999. '

Los receptores P-adrenérgicos esti4n presentes en el
sistema nervioso simpatico. Existen al menos dos tipos. Los
receptores PBl-adrenérgicos se encuentran en el corazén y
desempefian una funcién importante en la regulacién de la
frecuencia cardiaca mediante la accién de los agonistas
epinefrina y norepinefrina. Los receptores P2-adrenérgicos
estin presentes en una serie de tipos de células en el
pulmén (por ejemplo, células del misculo liso de las vias
respiratorias, células epiteliales y una diversidad de
células inflamatorias) y los agonistas del receptor pB2-

G
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adrenérgico son eficaces broncodilatadores, provocando la
relajacién del misculo liso de las vias respiratorias. Las
aminas simpaticomiméticas tienen una larga historia de uso
en el tratamiento de enfermedades crénicas de las vias
respiratorias caracterizadas por un estrechamiento
parcialmente reversible de las vias respiratorias tales
como COPD y asma Yy se usaron inicialmente como
broncodilatadores en forma de epinefrina intravenosa.
Posteriormente, se usaron agentes B-adrenérgicos inhalados
tales como isoprenalina que eran relativamente no
selectivos por los receptores B2 sobre los Pl y por ello
provocaban taquicardia en dosis broncodilatadoras eficaces.
Mads recientemente, se han usadoc agentes P-adrenérgicos
inhalados como salbutamol que tienen mds selectividad por
el receptor P2 pero con una accién corta. Los agentes pB-
adrenérgicos inhalados formoterol, N-[2~-hidroxi-5-(1-
hidroxi-2-( (2~ (4-metoxifenil)-1-metiletil)amino)-etil)-
fenil] formamida y salmetercl son ambos selectivos por el
receptor P2 y de accién prolongada.

Se ha descubierto ahora de forma sorprendente que una
combinacién de inhibidores selectivos de PDE4 particulares
y agonistas del receptor B2-adrenérgico ofrecen beneficios
significativos en el tratamiento de enfermedades
obstructivas de las vias respiratorias y otras enfermedades
inflamatorias con respecto al tratamiento con el agente
solo o con respecto a otras combinaciones conocidas. La
ventaja de la combinacién es proporcionar un control 6ptimo
del calibre de las vias respiratorias mediante el mecanismo
mas apropiado a la patologia de la enfermedad, a saber,
agonismo del receptor f2-adrenérgico, junto con 1la
supresién efectiva de la inflamacién inapropiada. De este
nodo, se controlan los sintomas de 1la enfermedad
corrigiendo los reflejos neurales de las vias respiratorias
inapropiados que conducen a tos, produccién de mocos ¥y
disnea. Administrandc una combinacién de un agonista del
receptor P2-adrenérgico y un inhibidor selectivo de PDEA4
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por via inhalada se consiguen los beneficios de cada clase
sin los efectos periféricos indeseados. Ademas, las
combinaciones particulares de la presente invencién tienen
como resultado una sinergia inesperada, produciendo una
mayor eficacia que las dosis toleradas maximas de
cualquiera de las clases de agentes usados solos.

La invenciédn proporciona por tanto una combinacién
inhalada de (a) un inhibidor selectivo de PDE4 de f6rmula:

R’ 1
HIO
2 N l \)“
R
=TI %

o una de sus sales o solvatos farmacéuticamente
aceptables, en la que

R! es H, alquilo C;-Cs;, alcoxi C;-C¢, alquenilo Cz-Cy,
fenilo, -N(CHi)z, cicloalquilo C3-Cs, (cicloalquil Cj3-
Cs) (alquilo C;-Ca) o acilo C;~-Cs, pudiendo estar los grupos
alquilo, fenilo o alquenilo sustituldos con hasta dos
grupos ~OH, alquilo C;,-C; o -CFy o con hasta tres halégenos;

cada uno de R? y R’ se selecciona independientemente
del grupo formado por H, alquilo C;-Cyy, (alcoxi C;-
C7) (alquilo C;-C;), alquenilo C;-Ci4, cicloalquilo C3-Ci,
(cicloalquil C3-Cq) (alquilo C;-C.), un grupo (heterociclico
C4—Cq) (CH:)n saturado o insaturado en el que n es 0, 1 6 2,
que contiene como heterocdtomo uno o mAs del grupo formado
por oxigeno, azufre, sulfonilo, nitré6geno y NR*, siendo R'
H o alquilo C;~C4; 0 un grupo de Fé6rmula (II):

JLi\Y:ﬁq

)
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en la que a es un nimero entero de 1 a 5; b y ¢ son 0
6 1; R® es H, -OH, alquilo C;-Cs, alquenilo C»-Cs, alcoxi C;-
Cs, cicloalcoxi C;-C;, halégeno, -CF;, -COzR®, -CONR°R’,
-NR®R’, -NO- © -S0:.NR°R’, siendo cada uno de R® y R’
independientemente H o alquilo C;-C4; Z es -0-, -S-, -S50a.-,
-CO- o -N(R¥ -, siendo R®* H o alquilo C;-C4; e Y es
alquileno C;-Cs 0 alquenileno C,~Cs opcionalmente sustituido
con hasta dos grupos alquilo C;-Cy o cicloalquilo Cj3—Ci;
pudiendo estar cada uno de los grupos alquilo, alquenilo,
cicloalquilo, alcoxialquilo o heterociclico sustituidos con
l a 14, preferiblemente 1 a 5 grupos alquilo C;-C,, CF; 0
halo; y

-5—

cada uno de R? y R!Y se selecciona independientemente
del grupo formado por H, alquilo C,-Cs, alcoxi C;-Cs, arilo
Ceé—Cio v ariloxi Cg—Cig;

y (b) un agonista del receptor P2-adrenérgico.

Ademds, la invencié4n proporciona una combinacidn
inhalada de un inhibidor selectivo de PDE4 de f6rmula (I),
como la definida antes, ¥y un agonista del receptor f2-
adrenérgico, para usar como medicamento.

Ademas, la invencién proporciona una combinacibén
inhalada de un inhibidor selectivo de PDE4 de férmula (I),
como la definida antes, y un agonista del receptor f2-
adrenérgico, para la administracién simultinea, secuencial
o por separado en el tratamiento de wuna enfermedad
obstructiva de las vias respiratorias u otra enfermedad
inflamatoria.

Ademas, la invencién proporciona una composicidn
farmacéutica que comprende un inhibidor selectivo de PDE4
de férmula (I), como la definida antes, un agonista del
receptor pB2-adrenérgico y un excipiente, diluyente o
vehiculo farmacéuticamente aceptable, para la
administracién por via inhalada en el tratamiento de una
enfermedad obstructiva de las vias respiratorias u otra
enfermedad inflamatoria.

Ademas, 1la invencidén proporciona el uso de un
inhibidor selectivo de PDE4 de férmula (I), como 1la
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definida antes, o un agonista del receptor B2-adrenérgico,
en la fabricacién de un medicamento para la administracién
simultanea, secuencial o por separado de ambos agentes por
via inhalada en el tratamiento de una enfermedad
obstructiva de las vias respiratorias u otra enfermedad
inflamatoria.

Ademas, la invencién proporciona un procedimiento para
tratar una enfermedad obstructiva de las vias respiratorias
u otra enfermedad inflamatoria que comprende administrar,
de forma simultédnea, secuencial o por separado, por via
inhalada, a un mamifero que necesite dicho tratamiento, una
cantidad eficaz de un inhibidor selectivo de PDE4 de
férmula (I), como la definida antes, y un agonista del
receptor P2-adrenérgico.

Ademas, la invencién proporciona un dispositivo de
inhalacién para la administracién simulténea, secuencial o
por separado, de un inhibidor selectivo de PDE4 de férmula
(I), como la definida antes, y un agonista del receptor B2-
adrenérgico, en el tratamiento de una enfermedad
obstructiva de las vias respiratorias u otra enfermedad
inflamatoria.

Un inhibidor selectivo de PDE4 es aquel que pcsee una
afinidad mayor por la isocenzima PDE4 que por el resto de
isoenzimas PDE conocidas. Con preferencia, la afinidad de
un inhibidor selectivo de PDE4 conforme a la invencibn es
al menos 100 veces mayor por la isoenzima PDE4 cuando se
compara con su afinidad por las otras isoenzimas PDE.

Los compuestos preferidos de férmula (I) incluyen
aquellos en los que R! es metilo, etilo o isopropilo y
aquellos en los que R’ es alquilo C;~-Cs, alquenilo C;—Cs,
cicloalquilo C;-C., (cicloalquil C3-Cs) (alquilo C,-Cs} ©
fenilo opcionalmente sustituidos con 1 6 2 del grupo
formado por H, -0OH, alquilo C,~-Cs, alquenilo C,-Cs, alcoxi
C:-Cs, halégeno, trifluorometilo, -CO;R®, —-CONR®R’, -NR®R’, -
NO: o© -SO,NR°R’, siendo cada uno de R*® y R’
independientemente H 0 alquilo C;-C,.

Los compuestos preferidos individuales de fé6rmula (I)
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incluyen:
9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-fenil-9H-
pirazolo[3,4-cl-1,2,4-triazolo[4,3-alpiridina;
9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil=-3-(furan-2-il)-9H-
pirazolo(3,4-cl-1,2,4-triazolo (4, 3-alpiridina;
9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(2-piridil)-9H-
pirazolo[3,4-c]~1,2,4-triazole[4,3-a]lpiridina;
9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(4-piridil)-9H-
pirazolo([3,4-c}-1,2,4-triazolo[4,3-a]lpiridina;
9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(3-tienil) -9H-
pirazolo([3,4-c]-1,2,4-triazolo(4,3-a]lpiridina;
3-Bencil-9-ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-9H-
pirazolo[3,4-c]-1,2,4-triazolo[4, 3-a]piridina;
9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-propil-9H-
pirazolo[3,4-c}-1,2,4-triazolo[4, 3-a]lpiridina;
3,9-Diciclopentil=-5, 6~dihidro~7-etil-9H-pirazolo|[3, 4-
cl-1,2,4-triazolo(4, 3~-alpiridina;
9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(l-metilciclohex-1-
il)-9H-pirazolo[3,4-¢c]-1,2,4-triazolo[4,3-alpiridina;
3-{Terc-butil)-9%-ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-SH-
pirazolo(3,4-c]~-1,2,4-triazolo{4,3-alpiridina;
9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil~3-(2-metilfenil)-9H-
pirazolo(3,4-c]l-1,2,4-triazolo[4,3-alpiridina;
9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-{2-metoxifenil)}-9H-
pirazolo[3,4-c]-1,2,4-triazolo[4, 3-a]lpiridina;
9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3~{tien-2-il)-9H4-
pirazolo{3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3-alpiridina;
3-(2-Clorofenil)-9-ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-9H-
pirazolo(3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3-alpiridina;
9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3- (2-yodofenil)-9H-
pirazolo[3,4-cl-1,2,4-triazolo[4,3-a]lpiridina;
9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(2-
trifluorometilfenil)-9H-pirazolo[3,4-c]-1,2,4-triazolo[4, 3~
alpiridina; y
5,6~Dihidro~7-etil-9-(4-fluorofenil)-3-(1-
metilciclohex-1-il)-9H-pirazolo[3,4-c]-1,2,4-triazolo(4,3-
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alpiridina;

y sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables.

Los compuestos particularmente preferidos de férmula
(I) incluyen 9-ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(2-tienil)-
S9H-pirazolo[3,4-c]-1,2,4-triazolo[4, 3-a]piridina Y 9-
ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(terc-butil)-9H-
pirazolo[3,4-c]-~1,2,4~-triazolo[4,3-a]lpiridina y sus sales
y solvatos farmacéuticamente aceptables.

La sintesis de los compuestos de férmula (I) se
describe en el documento WO-A-96/39408.

Con preferencia, un agonista del receptor p2-
adrenérgico wusado en una combinacién conforme a 1la
invencién es un agonista del receptor P2-adrenérgico
selectivo, es decir, tiene una mayor afinidad por el
receptor P2-adrenérgico que por los otros receptores p-
adrenérgicos conocidos. Con preferencia, la afinidad de
dichos agonistas del receptor P2-adrenérgico selectivos es
al menos 100 veces mayor por el receptor P2-adrenérgico
cuando se compara con su afinidad por los otros receptores
P adrenérgicos.

Los agonistas preferidos del receptor p2-adrenérgico
para usar en la invencién incluyen salmeterol, formoterol y
sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables.

Combinaciones particularmente preferidas incluyen:

9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(2-tienil)-9H-
pirazolo(3,4~-c]-1,2,4-triazolo(4,3~alpiridina, o una de
sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables vy
salmeterol, o una de sus sales o solvatos farmacéuticamente
aceptables;

9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(2~-tienil)-9H-
pirazolo[3,4-¢]~-1,2,4-triazolo(4,3-alpiridina, o wuna de
sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables y
formoterol, o una de sus sales o solvatos farmacéuticamente
aceptables;

9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-{terc-butil)-95-
pirazolo(3,4-c]-1,2,4-triazolec(4,3-alpiridina, o una de
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sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables vy
salmeterol, o una de sus sales o solvatos farmacéuticamente
aceptables; y

9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(terc~butil) -9H-
pirazolo{3,4-c]-1,2,4-triazolo(4,3-alpiridina, o una de
sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables y
formoterol, o una de sus sales o solvatos farmacéuticamente
aceptab}es.

Opcionalmente, se puede utilizar un inhibidor
selectivo de PDE4 o un agonista del receptor P2-adrenérgico
usado conforme a la invencién en forma de una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable. Dicha sal puede ser una sal de
adicién de acidos o de bases.

Las sales de adicidn de acidos adecuadas se forman de
dcidos que forman sales no toxicas y ejemplos de los cuales
son las sales hidrocloruro, hidrobromuro, hidroyoduro,
sulfato, bisulfato, nitrato, fosfato, fosfato acido,
acetato, maleato, fumarato, lactato, tartrato, citrato,
gluconato, succinato, sacarato, benzoato, metancsulfonato,
etanosul fonato, bencencosulfonato, p~toluenosulfonato vy
pamoato.

Las sales de bases adecuadas se forman de bases dque
forman sales no téxicas y son ejemplos las sales de sodio,
potasio, aluminio, calcio, magnesio, cinc y dietanolamina.

Puede encontrarse una revisién de sales adecuadas en
Berge et al., J. Pharm. Sci., 66, 1-19, 1977.

Los solvatos farmacéuticamente aceptables de los
inhibidores selectivos de PDE4 y los agonistas del receptor
B2-adrenérgico usados conforme a la invencién, o sus sales,
incluyen sus hidratos.

Los inhibidores selectivos de PDE4 y los agonistas del
receptor P2-adrenérgico de la invencién pueden existir en
una o mas formas polimérficas.

Los inhibidores selectivos de PDE4 y los agonistas del
receptor P2-adrenérgico de la invencién (en lo sucesivo
“compuestos de la invencién”) pueden contener uno o mas
dtomos de carbono asimétricos y, por tanto, existir en dos
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o mas formas estereoisoméricas (por ejemplo, una
realizacién preferida es R,R’-formoterol). Cuando tales
agonistas contengan un grupo alquenilo o alquenileno, puede
presentarse también isomeria cis/trans (o Z/E). La presente
invencién incluye estos estereoisdmeros individuales de los
compuestos de la invencién y, cuando sea apropiado, las
formas tautdémeras individuales de los mismos, junto con sus
mezclas.

La separacién de diastereoisémeros o isdédmeros cis y
trans puede conseguirse por técnicas convencionales, por
ejemplo, por cristalizacién fraccionada, cromatografia o
HPLC de una mezcla de estereoisdémeros de un compuesto de la
invencién o de una de sus sales o derivados adecuados.
También se puede preparar un enantiémero individual de un
compuesto de la invencién a partir del intermedio
épticamente puro correspondiente o por resolucidén, tal como
por HPLC del racemato correspondiente usando un soporte
quiral adecuadc o por cristalizacién fraccionada de las
sales diastereocisoméricas formadas por reaccién del
racemato correspondiente con un &cido o base O6pticamente
activo adecuado, sequin sea lo mas apropiado.

La presente invenciétn también incluye todas las
variaciones isotdopicas adecuadas de un compuesto de la
invencién o de wuna de sus sales farmacéuticamente
aceptables. Se define una variaciétn isotdOpica de un
compuesto de 1la invencién o de wuna de sus sales
farmacéuticamente aceptables como aquella en la que al
menos un AaAtomo estd reemplazado por un atomo que tiene el
mismo nimero atémico pero una masa atémica diferente de la
masa atémica encontrada normalmente en la naturaleza.
Ejemplos de isdétopos que pueden incorporarse en compuestos
de la invencién y en sus sales farmacéuticamente aceptables
incluyen isbétopos de hidrégeno, carbono, nitrégeno,
oxigeno, f6sforo, azufre, flior y cloro tales como 2H, °H,
'LJC' “C, 15N, 110' 180, '"'P, JZP' JSS' 1BF ¥ '“Cl,
respectivamente. Ciertas variaciones isotépicas de los
compuestos de la invencidén y de sus sales farmacéuticamente
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aceptables, por ejemplo, aquellas en las que se incorpora
un isétopo radiactivo tal como *H o *'C, son dtiles en
estudios de distribucién en los tejidos de farmacos v/o
sustratos. Los isétopos tritio, es decir, °H, y carbono 14,
es decir, !¢, son particularmente preferidos por su
facilidad de preparacion y de detecciébn. Ademas, la
sustituciédn con isdtopos como el deuterio, es decir, “H,
puede proporcionar ciertas ventajas terapéuticas originadas
por la mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo, una mayor
semivida in vivo o menores requerimientos de dosificacién vy,
por tanto, pueden ser preferidos en algunas circunstancias.

Los tipos de enfermedades que se pueden tratar usando
las combinaciones de la presente invencién incluyen, aunque
no quedan limitadas a las mismas, asma, broncoconstriccioén
crénica o aguda, bronquitis crénica, obstruccién de las vias
respiratorias menores, enfisema, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (COPD), COPD con bronquitis crénica,
enfisema pulmonar o disnea asociada con el mismo y COPD que
se caracterice por obstruccidn irreversible y progresiva de
las vias respiratorias.

Asma

Una de las enfermedades respiratorias mas importantes
gque puede tratarse con las combinaciones de agentes
terapéuticos de la presente invencién es asma, un trastorno
crébnico, cada vez mas comin, presente en todo el mundo y
caracterizado por obstruccién reversible intermitente de
las vias respiratorias, hipersensibilidad de las vias
respiratorias e inflamacién. La causa del asma no se ha
determinado todavia, pero la expresién patoldgica més comin
del asma es la inflamacién de las vias respiratorias, 1la
cual puede ser significativa, incluso en las vias
respiratorias de pacientes con asma leve. Esta inflamacién
conduce a sucesos reflejos en las vias respiratorias que
producen la extravasaciétn de proteinas plasmaticas, disnea
y broncoconstriccién. Tomando como base estudios de
biopsias Y lavados bronquiales se ha demostrado



10

15

20

25

30

35

St

inequivocamente que el asma implica la infiltracién por
células cebadas, eosinéfilos y linfocitos T en las vias
respiratorias del paciente. El lavado broncoalveclar (BAL)
en asmaticos atépicos muestra la activacién de
interleuquina (IL)-3, IL-4, IL-5 y el factor estimulador de
colonias de granulocitos/macréfagos (GM-CSF) que sugiere la
presencia de una poblacidén de linfocitos T como 1los
linfocitos T auxiliares 2 (Th-2).

Las combinaciones de agentes terapéuticos de la
presente invencién son Utiles en el tratamiento de asma
atépica y no atépica. El término “atopia” se refiere a la
predisposicién genética hacia el desarrollo de reacciones
de hipersensibilidad ¢tipo I (inmediatas) contra 1los
antigenos del entorno comunes. La manifestacidén clinica mas
corriente es rinitis alérgica, aunque se producen con menos
frecuencia asma bronquial, dermatitis atépica y alergia a
alimentos. Por consiguiente, la expresién “asma atédpica”
tal y comoc se usa en la presente memoria, se pretende que
sea sinbtnimo de “asma alérgica”, es decir, asma bronquial
que es una manifestaci6tn alérgica en una persona
sensibilizada. La expresibén “asma no atopica” tal y como se
usa en la presente memoria se pretende que se refiera al
resto de asmas, especialmente asma esencial o “verdadera”,
que estd provocada por una diversidad de factores,
incluyendo ejercicio intenso, particulas irritantes, estres
psicolégico y factores similares.

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (COPD)

Las combinaciones de agentes terapéuticos de 1la
presente invencidén son ademas Utiles en el tratamiento de
COPD ¢ COAD, incluyendo bronquitis crénica, enfisema
pulmonar o disnea asociada con los mismos. La COPD se
caracteriza por una obstrucciétn poco reversible vy
progresiva de las vias respiratorias. La bronquitis crénica
se asocia con hiperplasia e hipertrofia de las glandulas
que segregan moco de la submucosa en las vias respiratorias
cartilaginosas grandes. La hiperplasia de células de
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Goblet, infiltracién de células inflamatorias en la mucosa
y submucosa, edema, fibrosis, tapones de moco y misculo
liso agrandado se encuentran todas en los bronquiolos
terminales y respiratorios. Se sabe que las pequerias vias
respiratorias son el principal sitio de obstruccidn de 1las
vias respiratorias. El1 enfisema se caracteriza por
destruccién de la pared alveolar y pérdida de elasticidad
del pulmén. También se han identificado una serie de
factores de riesgo asociados con la incidencia de COPD.
Estd bien establecida la asociacién entre tabaco y COPD.
Otros factores de riesgo incluyen exposicién a polvo de
carbén y diversos factores genéticos. Véase Sandford et
al., “Genetic risk factors for chronic obstructive
pulmonary disease”, Eur. Respir. J., 10 1380-1391, 1997. La
incidencia de COPD va en aumento y representa una carga
econbmica significativa en las poblaciones de paises
industrializados. La COPD también se presenta en si misma
clinicamente con un amplio margen de variaciédn desde la
bronquitis crénica simple sin incapacidad hasta pacientes
en un estadec gravemente incapacitado c¢on insuficiencia
respiratoria crénica.

La COPD se caracteriza por inflamacién de las vias
respiratorias, como es el caso del asma, pero las células
inflamatorias que se han encontrado en el liquido de
lavados broncoalveolares y en esputos de pacientes son
neutréfilos y macréfagos en lugar de eosin6tfilos. También
se han encontrado elevados niveles de nmediadores
inflamatorios en pacientes con COPD, incluyendo IL-8, LTB,
y TNF-a, y se ha encontradc que el epitelio y el
subepitelio superficial de los bronquios de tales pacientes
tienen infiltraciones de linfocitos T y macréfagos. El
alivio sintomatico para pacientes con COPD puede
proporcionarse usando broncodilatadores de agonistas f vy
broncodilatadores anticolinérgicos, pero el progreso de la
enfermedad permanece inalterado. Se ha tratado COPD usando
teofilina, pero sin demasiado éxito, debido en parte a su
propensién a producir efectos indeseados. También han
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fallado los &esterocides en mantenerse como agentes
prometedores para el tratamiento satisfactorio en COPD ya
que son relativamente ineficaces COmoO agentes
antiinflamatorios.

Por consiguiente, el uso de combinaciones de agentes
terapéuticos de la presente invencién para tratar COPD y
sus enfermedades de 1las vias respiratorias obstruidas
relacionadas e incluidas representa un avance significativo
en la técnica. La presente invencién no estd limitada a
ningin modc de accidon particular o a ninguna hipbdtesis en
cuanto a la forma en que se han obtenido los objetivos
terapéuticos deseados utilizando 1las combinaciones de
agentes terapéuticos de la presente invencién.

Bronquitis y bronquiectasias

Conforme a las actividades inhibidoras particulares y
diversas descritas antes que poseen las combinaciones de
agentes terapéuticos de la presente invencién, éstas son
itiles en el tratamiento de bronquitis de cualquier tipo,
etiologia o} patogénesis, incluyendo, por ejemplo,
bronquitis aguda que tiene un curso corto peroc severo Yy
estd causada por exposicién al frio, respirar sustancias
irritantes o por una infeccidén aguda; bronquitis catarral
que es una forma de bronquitis aguda con una descarga
nucopurulenta profusa; bronquitis crénica que es una forma
continvada a largo plazo de bronquitis con una tenencia mas
0 nmenos acentuada a recurrencia después de etapas de
inactividad, debida a ataques repetidos de bronquitis aguda
o enfermedades generales crdnicas, caracterizada por
ataques de tos, por expectoracién ya sea ligera o profusa y
por cambios secundarios en el tejido pulmonar; brongquitis
seca que estd caracterizada por secrecidn ligera de esputos
con tos; bronquitis asmatica infecciosa que es un sindrome
marcado por el desarrollo de sintomas de broncoespasmo
seguido de infecciones del tracto respiratorio en personas
con asma; brongquitis productiva que es bronquitis asociada
con una tos productiva.
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El uso de combinaciones de agentes terapéuticos de la
presente invencidn para tratar asma atdpica o asma no
atépica, COPD u otra enfermedad inflamatoria crénica de las
vias respiratorias se puede demostrar por el uso de una
serie de modelos diferentes conocidos en la técnica que
incluyen los modelos descritos a continuacién.

Actividad broncodilatadora - E1 AMPc no solo esta
implicado en la relajacién del misculo liso, sino también
ejerce una influencia inhibidora general sobre la
proliferacién del misculo liso de las vias respiratorias,
los cuales se pueden producir ambos por la elevaciédn del
AMPc por el componente de PDE4 de la invencién. La
hipertrofia e hiperplasia del misculo liso de las vias
respiratorias se pueden modular por el AMPc y estos estados
son caracteristicas morfolégicas comunes del asma crénica.

Actividad broncoespasmolitica in witro - En el siquiente

procedimiento de ensayo se demuestra la capacidad de las
combinaciones de agentes terapéuticos de la presente
invencién para provocar la relajacién del misculo liso de
la trdquea de cobayos. Se sacrifican cobayos (350 a 500 g)
con pentotal sb6dico (100 mg/kg i.p.). Se disecciona 1la
tridquea y se separa una secciétn de 2 a 3 cm de longitud. Se
corta transversalmente la triaquea en el plano transversal
en placas de cartilago alternadas para proporcionar anillos
de tejido de 3 a 5 mm de profundidad. Se descartan los
anillos distal y' proximal. Los anillos individuales se
montan verticalmente en soportes de acero inoxidable, uno
de los cuales se fija en la base de un bafilo de oérganos,
mientras que el otro se fija a un transductor isométrico.
Los anillos se introducen en soluciétn de Krebs (composicidn
MM: NaHCO; 25; NaCl 113; KCl1 4,7; MgSOQO,*7H,O 1,2; KH:PO,
1,2; CaCl: 2,5; glucosa 11,7) a 37°C y se gasifican con
0,/COz (95:5 v/v). Los anillos preparados de esta forma se
contraen por estimulacién de campe. Para determinar la
actividad espasmolitica, se disuelven combinaciones de
ensayo de agentes terapéuticos de la presente invencién en
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solucidn salina fisioldgica y se afaden en cantidades
crecientes al bafio de 6rganos en intervalos de 5 minutos
para proporcionar una curva concentracién - efecto
acumulativa.

En el modelo de ensayo anterior, las combinaciones de
agentes terapéuticos de la presente invencién inhiben por
lo general la contraccién estimulada por campo de 1las
preparaciones de anillos de trdquea de cobayos en
concentraciones en el intervalo de 0,001 a 1,0 uM,

Modelo da hiperreactividad bronquial inducido por ozono -
Se demuestra 1la capacidad de combinaciones de agentes
terapéuticos de la presente invencién para prevenir la
mayor sensibilidad de las vias respiratorias a estimulos
nocivos, también conocida comc hiperreactividad bronquial,
determinande los efectos de estos agentes sobre la
actividad de la sensibilidad pulmonar en cobayos. Se tratan
con anticipaciébn cobayos adultos (300 a 600 g) y se
preparan conforme al procedimiento de Yeadon et al., 1992,
Pulm. Pharmacology, 5, 101-112, Se controla la sensibilidad
de las vias respiratorias a una serie de estimulos en
estado basal y después de diversas intervenciones gque

producen cambios en los mecanismos pulmonares. Los
articulos de ensayo se administraron i.t. o por aerosol en
diversos tiempos antes de la estimulacién provocada. El
tratamiento previo con ozono en animales control produjo un
aumento de 3 a 100 veces en la sensibilidad pulmonar, el
cual fue bloqueado de forma relacionada a la dosis por las
combinaciones de agentes terapéuticos de la invencién.

En el modelo de ensayo anterior, las combinaciones de
agentes terapéuticos de la presente invencién mostraron por

lo general actividad antiinflamatoria en dosis en el
intervalo de 0,001 a 0,3 mg/kg i.t.

Relajacién de bronquios humanos - Se obtienen muestras de
pulmones humanos diseccionadas durante cirugia para el
cancer dentro de los tres dias siguientes a su extirpacién.
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Se separan los bronquios pequefios (diametro interno
aproximadamente 2 a 5 mm), se cortan en segmentos y se
colocan en ampollas de almacenamiento de nitrégeno liquido
de 2 ml llenas con suero bovino fetal (FCS) que contiene
dimetil sulféxido 1,8M (DMSO) y sacarosa 0,1M como agentes
crioprotectores. Las ampollas se colocan en una caja de
poliestireno (11 x 11 x 12 cm) y se congelan lentamente a
una velocidad media de enfriamiento de aproximadamente
0,6°C/minuto en un congelador mantenido a -70°C. Después de
3 a 15 horas, se transfieren las ampollas a nitrégeno
liquido (-196°C) en el que se almacenan hasta su uso. Antes
de usar, se exponen los tejidos durante 30 a 60 minutos a
-70°C antes de descongelarse en 2,5 minutos colocando las
ampollas en un bafo de aqua a 37°C. A continuacidén, se
aclaran los segmentos bronquiales colocandoleos en una placa
que contenia solucidén de Krebs-Henseleit (uM: NaCl 118; KCl
4,7; MgsO, 1,2; CaCl; 1,2; KH;PO, 1,2, NaHCO; 25, glucosa
11, EDTA 0,03) a 37°C, se cortan en anillos y se suspenden
en bafios de 6érganos de 10 ml para el registro de la tensién
isométrica bajo una carga predeterminada de aproximadamente
1l g. Se inducen aumentos posteriores de tensién mediante la
aplicacién de estimulacién de campo, que sSe conoce por
inducir la activacién de nervios en la muestra de las vias
respiratorias y generar tensidon mediante la liberacidén de
acetilcolina y otros mediadores neuralmente derivados. Las
curvas de concentracidn-respuesta se producen mediante
adiciones acumuladas, afiadiéndose cada concentracién cuando
se ha producido el méximo efectc por la concentracién
previa. Se afade papaverina (300 puM) al finalizar la curva
de concentracién-respuesta para inducir la relajacién
completa de los anillos bronquiales. Este efecto se toma
como relajacién del 100%.

En el modelo de ensayo anterior, las combinaciones de
agentes terapéuticos de la presente invencién producen por
lo general la relajacidn relacionada con la concentracién
de preparaciones de anillos de bronquios humanos en
concentraciones en el intervalo de 0,001 a 1,0 pM, siendo
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las realizaciones preferidas activas en concentraciones en

el intervalo de 5,0 nM a 500 nM.

Supresién de la broncoconstricciédn inducida por capsaicina

- Se anestesian con fenobarbital sédico (100 mg/kg
intraperitonealmente) cobayos macho Dunkin-Hartley (400 a
800 g} con acceso libre a comida y agua antes del
experimento. Los animales, mantenidos a 37°C con un lecho
calefactado, controlado por un termémetro rectal, se
ventilan mediante una canula en la traquea (aproximadamente
8 ml/kg, 1Hz) con una mezcla de aire y oxigeno (45:55 v/v).
La ventilacién se controla en la trAquea por un
neumotacégrafo conectado a un transductor de presién
diferencial en linea con la bomba respiratoria. Los cambios
de presién en el térax se controlan directamente a través
de una cénula intratoracica, usando un transductor de
presién diferencial de modo que se puede medir y registrar
la diferencia de presién entre la traquea y el térax. A
partir de estas medidas de flujo de aire y presién
transpulmonar, se calculan la resistencia de 1las vias
respiratorias (R, cm H;0/1/s) y la compliancia (Cdyyn) con
un analizador respiratorio electrénico digital para cada
ciclo respiratorio. Se registran la tensidn arterial y la
frecuencia cardiaca de la arteria carb6étida usando un
transductor de presién.

Cuando los valores basales para la resistencia y 1la
compliancia son estables, se induce un episodio agudo de
broncoconstriccién mediante una inyeccidédn intravenosa de
gran tamaflo de capsaicina. La capsaicina se disuelve en
etanol al 100% y se diluye con solucién salina tamponada
con fosfato. Las combinaciones de ensayo de los agentes
terapéuticos de la presente invencién se administran cuando
la respuesta a la capsaicina es estable, lo que se calcula
después de 2 a 3 de tales administraciones a intervalos de
10 minutos. La reversiétn de la broncoconstriccién se valora
durante 1 a 8 horas después de la instilacién intratraqueal
o intraduodenal o la inyeccién intravenosa de gran tamafio.
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inhibicién de la resistencia maxima inicial {Rp) después de
la infusién de capsaicina. Los valores de ED;; representan
la dosis que causa una reduccién del 50% del aumento en la
resistencia inducida por capsaicina. La duracién de la
accion se define como el tiempo en minutos en el que se
reduce la broncoconstriccién en un 50% o mas. Los efectos
sobre la tensién arterial (BP) y frecuencia cardiaca (HR)
se caracterizan por los valores de EDz, s decir, las
dosis que reducen la BP o HR en un 20%, medidas 5 minutos
después de la administracién.

En el modelo de ensayo anterior, las combinaciones de
agentes terapéuticos de la presente invencién presentan por
lo general actividad broncodilatadora en dosis en el
intervalo de 0,001 a 0,1 mg/kg i.t. [intratraquealmente].
Ademas, la combinacién administrada i.t. presenta al menos
un efecto inhibidor aditivo sobre los broncoespasmos,
siendo capaz cada componente solo de inhibir mas del 50% de
la respuesta de control observada.

Neutrofilia pulmonar inducida por LPS - El reclutamiento y
activacién de neutré6filos en los pulmones se considera una
caracteristica patolégica importante en la COPD y en el
asma severa. Por consiguiente, la inhibicién de cualquiera
de estas dos consecuencias ¢ ambas en animales proporcicna

una evidencia que apoya la utilidad de 1la presente
invencién.

Se tratan con antelacién con los articulos de ensayo
solos (o} combinados por inhalacién o instilacién
intratraqueal (i.t.) bajo anestesia general ratas macho
Wistar-Albino (150 a 250 g) o cobayos macho Dunkin-Hartley
(400 a 600 g). Después de 1 a 24 horas tras la
administracidén del compuesto, los animales se estimulan de
forma provocada con un aeroscl por inhalacién de
liopolisacérido bacteriano (LPS) suficiente para inducir
durante las siguientes 1 a 24 horas una pronunciada
neutrofilia pulmonar. La neutrofilia se valora por recuento
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celular en lavados bronquiales o por determinacién de
productos neutrdfilos en lavados pulmonares o en tejldo. En
este sistema de ensayo, los agentes terapéuticos de 1la
presente invencidén presentan por lo general una actividad
antiinflamatoria en dosis que varian de 0,000l a 0,1 mg/kg
i.t. De forma inesperada, la combinaciétn administrada i.t.
ejerce al menos un efecto aditiveo sobre la inflamacidén, a
pesar del hecho de que uno de los componentes no ejerce por
si mismo un efecto antiinflamatorio significativo. Ademis,
se pueden observar efectos antiinflamatorios equivalentes
de una dosis elevada de uno de los componentes con dosis
menores cuando sSe usan en combinacién como en esta
invencién, minimizando asi los efectos sistémicos
indeseados.

Ensayo en cobayos alérgicos - Un ensayo para evaluar el
impacto terapéutico de 1las combinaciones de agentes
terapéuticos de la presente invencidén sobre el sintoma de
disnea y broncoespasmos, es decir, respiracién costosa o
dificultad respiratoria y mayor resistencia pulmonar vy
sobre el sintoma de inflamacién, es decir: neutrofilia y
eosinofilia pulmonar, utiliza cobayos Dunkin-Hartley (400 a
600 g de peso corporal).

La albimina de huevo (EA), calidad V, cristalizada y
liofilizada, hidréxido de aluminio y maleato de mepiramina
usados en este ensayo estadn disponibles de forma comercial.
La estimulacién  provocada Y posteriores lecturas
respiratorias se llevan a cabo en una caja de pléastico
transparente con unas dimensiones internas de 25,4 x 15,24
X 10,16 cm. Las secciones de cabeza y cuerpo de la caja
pueden separarse. En uso, las dos se sujetan firmemente
mediante pinzas y se mantiene un cierre hermético al aire
entre las camaras por medio de una junta blanda de caucho.
Por el centro del extremo de la cabeza de la camara se
inserta un nebulizador a través de un cierre hermético al
aire y cada extremo de la caja tiene también una salida. Se
inserta un neumotactgrafo en un extremo de la caja y se
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acopla a un transductor de presién volumétrica que se
conecta a su vez a un dinbégrafo mediante los adaptadores
apropiades. Mientras el antigeno se aplica en forma de
aerosol, las salidas estan abiertas y el neumotacografo
estd aislado de la camara. Las salidas se cierran entonces
y se conectan el neumotacégrafo y la camara durante el
registro de los patrones respiratorios. Para la
estimulacién provocada, se colocan 2 ml de una solucidén al
3% de antigeno en solucidén salina en cada nebulizador y se
genera el aerosol con aire desde una pequefia bomba de
diafragma que funciona a 68,96 kPa y un caudal de 8 1/min.

Los cobayos se sensibilizan inyectando por via
subcutinea e intraperitoneal 1 ml de una suspensién que
contiene 1 mg de EA y 200 mg de hidréxido de aluminio en
solucién salina. Se usan entre los dias 12 y 24 después de
la sensibilizacién. Con el fin de eliminar el componente
histaminico de la respuesta, se tratan previamente los
cobayos intraperitonealmente, 30 minutos antes de 1la
estimulacién provocada con aerosol, con 2 mg/g de
mepiarmina. Los cobayos se exponen entonces a un aerosol de
EA al 3% en solucién salina exactamente durante 1 minuto y
luego se registran los perfiles respiratorios durante otros
30 minutos. A continuacién, se determina la inflamacién
pulmonar después de la muerte durante un periodo de 1 a 48
horas. La duracién de la disnea continua se mide a partir
de las medidas respiratorias.

Las combinaciones de ensayo de agentes terapéuticos de
la presente invencién se administran por lo general i.t. o
por aercsol de 0,5 a 4 horas antes de la estimulacién
provocada. Las combinaciones de compuestos estin disueltas
en solucién salina o en disolventes biocompatibles. ILa
actividad de los compuestos se determina en base a su
capacidad para reducir la magnitud y duracién de los
sintomas de disnea y broncoespasmcs y/o la magnitud de la
inflamacién pulmonar en comparacién con un grupo control
tratado con vehiculc. Los ensayos de las combinaciones de
agentes terapéuticos de la presente invencidén se evaliian
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sobre una serie de dosis y se obtiene una EDss que se
define como la dosis (mg/kg) gque inhibird la duracidén de
los sintomas en un 50%.

Actividad antiinflamatoria - La actividad antiinflamatoria

de las combinaciones de agentes terapéuticos de la presente
invencidn se demuestra por la inhibicién de la activacién
de eosinéfilos y neutréfilos. En este ensayo se obtienen
muestras de sangre (50 ml) de voluntarios no atépicos con
nimeros de eosinéfilos que varian de 0,06 a 0,47 x 10 1°%.
Se recoge la sangre venosa en tubos de centrifuga que
contienen 5 ml de citrato trisédico {3,8%, pH 7,4).

La sangre anticoagulada se diluye (1:1, wv:v) con
solucién salina tamponada con fosfato (PBS, que no contiene
calcic ni magnesio) y se estratifica sobre 15 ml de Percoll
isoténico (densidad 1,082 - 1,085 g/ml, pH 7,4) en un tubo
de centrifuga de 50 ml. Después de centrifugar (30 minutos,
1000 x g, 20°C) se aspiran cuidadosamente y se descartan
las células mononucleares en la interfase plasma/Percoll.

El sedimento de neutréfilos/eosinéfilos/eritrocitos
(aproximadamente 5 ml en volumen) se resuspende suavemente
en 35 ml de solucidén de cloruro ambénice isotébnico (NH,C1,
155 mM; KHCO,;, 10 mM; EDTA, 0,1 mM; 0-4°C). Después de 15
minutos, se lavan las células dos veces (10 min, 400 x g,
4°C) en PBS que contenia suero bovino fetal (2%, FCS).

Para separar los eosint6filos y neutré6filos se usa un
sistema de separacién magnético. Este sistema puede separar
las células en suspensién conforme a marcadores de
superficie y comprende un imAn permanente en el que se
coloca una columna que incluye una matriz de acero
magnetizable. Antes de usar, se equilibra la columna con
PBS/FCS durante 1 hora y luego se infunde con PBS/FCS
enfriada en hielo de una forma progresiva mediante una
jeringa de 20 ml. Se fija una aguja hipodérmica 21G a la
base de la columna y se deja que 1 a 2 ml de tampdn
enfriado en hielo salgan a través de la aguja.

Después de centrifugar los granulocitos, se aspira el
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liquido sobrenadante y se resuspenden suavemente las
células con 100 ul de particulas magnéticas {anticuerpos
monoclonales anti-DC16, conjugados con particulas
superparamagnéticas). La mezcla de
eosindfilos/neutrofilos/particulas magnéticas anti-CD16 se
incuba en hielo durante 40 minutos y luego se diluye hasta
5 ml con PBS/FCS enfriado en hielo. La suspensidn celular
se introduce lentamente en la parte superior de la columna
y se abre la tapa permitiendo que las células se muevan
lentamente en la matriz de acero. La columna se lava
entonces con PBS/FCS (35 ml) que se aflade cuidadosamente en
la parte superior de la c¢olumna para no alterar 1los
neutréfilos marcados magnéticamente todavia atrapados en la
matriz de acero. Los eosinofilos no marcados se recogen en
un tubo de centrifuga de 50 ml y se lavan (10 minutos, 400
X g, 4°C). El1 sedimento resultante se resuspende en
solucidén salina equilibrada de Hank (HBSS), de modo que se
puedan valorar los nimeros y pureza de las células antes de
usar. La columna de separacién se retira del imidn y se
eluye la fraccién de neutréfilos. La columna se lava
entonces con PBS (50 ml) y etanol (absoluto) y se almacena
a 4°C.

Se realiza el recuento de células totales con un
contador microcelular. Se aflade una gota de solucién
liségena a la muestra, que después de 30 segundos se vuelve
a contar para valorar la contaminacién con eritrocites. Se
preparan muestras de citospina en un aparato Shandon
Cytospin 2 Cytospinner (muestras de 100 ul, 3 minutos, 500
rpm) . Estas preparaciones se tifien y se determinan los
recuentos celulares diferenciales por microscopia visible,
examinando al menos 500 células. La viabilidad celular se
valora por exclusién en azul de tripano.

Los eosinéfilos y neutréfilos se diluyen en HBSS y se
extraen con pipetas en placas de microvaloracién de 96
pocillos (MTP) a 1 - 10 x 10° células/pocillo. Cada pocillo
contiene una muestra de 200 ul que comprende: suspensién
celular, 100 pl; HBSS, 50 ul; lucigenina, 10 upl; estimulo
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de activacién, 20 pl; y compuesto de ensayo, 20 ul.

Las muestras se incuban con el compuesto de ensayo ©
vehiculo durante 10 minutos antes de afiadir un estimulo de
activacién fMLP (1-10 uM) o Cha (1-100 nM} disuelto en
dimetil sulféxido y se diluye sequidamente en tampdn, tal
que la maxima concentraciéon de disolvente usada sea 1% (a
100 uM de compuesto de ensayo). Se agitan las MTP para
facilitar la mezcla de las células y el medioc y se colocan
las MTP en un lumindmetro. Se mide la quimioluminiscencia
total y el perfil temporal de cada pocillo simultaneamente
durante 20 minutos y los resultados se expresan como
unidades arbitrarias, 0 como un Dporcentaje de la
quimioluminiscencia inducida por fMLP en ausencia de
compuesto de ensayo. Los resultados se ajustan a la
ecuacién de Hill y se calculan los valores de ICs.
automaticamente.

Por lo geneal, 1las combinaciones de los agentes
terapéuticos de la presente invencién son activas en el
procedimiento de ensayo anterior en concentraciones en el
intervalo de 00,0001 puM a 0,5 uM, siendo las realizaciones
preferidas activas en concentraciones en el intervalo de
0,1 nMd a 100 nM,

La actividad antiinflamatoria de las combinaciones de
agentes terapéuticos de la presente invencién se demuestra
ademds por la inhibicidén de la extravasacién de plasma en
las vias respiratorias de ratas. En este ensayo se toma
tejido traqueal y se determina el grado de pérdida de
plasma. Este ensayo se refiere igualmente a otras
enfermedades inflamatorias crénicas de las vias
respiratorias que incluyen COPD, pero sin estar limitadas a
la misma, y por consiguiente no se recapitula en esta
seccidn,

Se anestesian con pentobarbitona sédica ratas albinas
Wistar (150 a 200 g} o cobayos Dunkin-Hartley (450-600 g) ¥y
se instalan cénulas venosas y arteriales. Se administra
i,v. {30 mg/kg) colorante azul de Evans para ligar las
proteinas plasmaticas. Después de 10 minutos, se
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administran los agentes de ensayo i.t. y 10 minutos después
se administra capsaicina i.v. (30 ug/kg). 30 minutos
después se extirpa tejido traqueal, se extrae durante la
noche en formamida y se lee la absorbancia a 620 nm. En
algunos experimentos se invierte el orden de dosificacién
tal que los compuestos se administraron antes del azul de
Evans y el estimulo inflamatorio.

En el modelo de ensayc anterior, las combinaciones de
agentes terapéuticos de la presente invencién presentan por
lo general actividad antiinflamatoria en dosis en el
intervalo de 0,001 a 0,1 mg/kg i.t. )

A partir de lo anterior puede observarse que las
combinaciones de agentes terapéuticos de 1la presente
invencién son udtiles para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias u obstructivas de las vias respiratorias u
otros estados que impliquen obstruccién de las vias
respiratorias. En particular, son Utiles para el
tratamiento de asma bronquial.

A la vista de su actividad antiinflamatoria y de su
influencia sobre 1la  hiperreactividad de las vias
respiratorias, las combinaciones de agentes terapéuticos de
la presente invencidén son 1utiles para el tratamiento, en
particular el tratamiento profilactico, de enfermedades
obstructivas o inflamatorias de las vias respiratorias.
Asi, mediante wuna administracién continuada vy regular
durante periodos prolongados de tiempo, las combinaciones
de compuestos de la presente invencién son utiles para
proporcionar proteccion por anticipado contra la
recurrencia de broncoconstriccién u otros ataques
sintomaticos consecuencia de enfermedades obstructivas o
inflamatorias de las vias respiratorias. Las combinaciones
de compuestos de la presente invencién son también utiles
para el control, alivio o reversiotn de estados basales de
tales enfermedades.

Haciendo referencia a su actividad broncodilatadora,
las combinaciones de agentes terapéuticos de la presente
invencidén son Utiles como broncodilatadores, por ejemplo,
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en el tratamiento de broncoconstriccién crbénica o aguda y
para el tratamiento sintomatico de enfermedades
obstructivas o inflamatorias de las vias respiratorias.

Las enfermedades obstructivas o inflamatorias a las
que se aplica 1la presente invencién incluyen: asma;
neumoconiosis; neumonia eosinofilica crénica; enfermedad
pulmonar o de las vias respiratorias obstructiva crénica
(COAD o COPD); y sindrome de dificultad respiratoria en el
adulto (ARDS), asi como la exacerbacién de hiperreactividad
de las vias respiratorias consecuencia de una terapia
farmacolégica, por ejemplo, terapia con aspirina o© con
agonistas .

Los inhibidores selectivos de PDE4 y los agonistas del
receptor P2-adrenérgico de la presente invencién se pueden
administrar solos o combinados, aunque por lo general se
administrardn mezclados con un excipiente, diluyente o
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Los inhibidores selectivos de PDE4 y los agonistas del
receptor pP2-adrenérgico de la presente invencidén se
administran preferiblemente por inhalacién y se liberan
convenientemente en forma de un polvo seco (solo o
mezclado, por ejemplo, una mezcla con lactosa) desde una
presentacién de inhalador de polvo seco ¢ un pulverizador
de aerosol desde un recipiente a presién, bomba,
pulverizador, atomizador {preferiblemente un atomizador que
use la electrohidrodinémica para producir una niebla fina)
© nebulizador con' o sin el uso de un propulsor adecuado,
por ejemplo, diclorodifluormetano, triclorofluormetano,
diclorotetrafluoretano, un hidrofluoralcano tal COono
1,1,1,2-tetrafluoretano (HFA  134A™) o] 1,1,1,2,3,3,3-
heptafluorpropano (HFA 227EA"), diéxido de carbono, otro
hidrocarburo perfluoradc tal como Perflubron™ u otro gas
adecuado. En el caso de un aerosol a presiédn, la dosis
unitaria puede determinarse disponiendo una valvula para
que libere una cantidad medida. El recipiente a presién,
bomba, pulverizador, atomizador o nebulizador puede
contener una soluciétn o suspensiédn de compuesto activo, por
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ejemplo, usando una mezcla de etanol (opcionalmente, etanol
acuoso) o un agente adecuado para liberar por dispersién,
solubilizacién o dilucién y el propulsor como disolvente,
que puede contener ademas un lubricante, por ejemplo,
trioleato de sorbitdn. Se pueden formular cépsulas,
blisters y cartuchos (realizados, por ejemplo, en gelatina
o HPMC) para usar en un inhalador o insuflador que
contengan una mezcla de polvo del compuesto de la
invencidén, una base de polvo adecuada tal como lactosa o
almidébn y un modificador del comportamiento tal como 1-
leucina, manitol o estearato de magnesio. ]

Antes de usar en una formulacién de polvo seco o en
una formulacidén de suspensién para inhalaciédn, el compuesto
de la invencidén se micronizard hasta un tamafio adecuado
para liberar por inhalacién {de forma tipica considerado
menos de 5 micrémetros). La micronizacién se conseguirad por
una serie de procedimientos, por ejemplo, molino de chorro
en espiral, molino de chorro en lecho fluido o usando
cristalizacién en fluido supercritico.

Una formulacidn en solucién adecuada para usar en un
atomizador que usa la electrohidrodindmica para producir
una niebla fina puede contener de 1 ug a 10 mg de un
compuesto de la invencidén por actuacién y el volumen de
cada actuaciédn puede variar de 1 a 100 pl. Una formulacién
tipica puede comprender un compuesto de la invenciédn,
propilenglicol, agua estéril, etanol y cloruro sédico. Se
pueden usar diéolventes alternativos en lugar de
propilenglicel, por ejemplo, glicerol o polietilenglicol.

Las formulaciones de aerosol o polvo seco se disponen
preferiblemente de modo que <cada dosis medida o
“aplicacidén” contenga de 1 a 4000 ug de un compuesto de la
invencién para administrar al paciente. La dosis diaria
total con un aerosol variarid en el intervalo de desde 1 g
a 20 mg, que se pueden administrar en una tnica dosis o,
mas normalmente, en dosis divididas durante todo el dia.

La relacién preferida, en peso (p/p) de inhibidor
selectivo de PDE4 : agonista del receptor B2-adrenérgico
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usada dependerda de la combinacién particular gque se
examine. Estoc se debe a las diferencias en la potencia
farmacolégica de los compuestos individuales. En cualquier
caso, el médico determinara la dosis real de cada compuesto
que serda la mas adecuada para un paciente particular y ésta
variara con la edad, peso y respuesta del paciente
particular.

Se apreciard que todas las referencias en la presente
memoria al tratamiento incluyen el tratamiento curativo,
paliativo y profilactico.

Datos de ensayc - Inhibicidén de la liberacién de elastasa
de neutréfilos humanos aislados

Se recogid sangre venosa (90 -m1) de voluntarios
humanos sanos de ambos sexos en 10 ml de citrato sédico al
3,8% (v/v) y se dispensaron alicuotas de 8 ml en tubos de
centrifuga de polipropileno de 15 ml que contenia cada uno
4 ml de dextrano al 6% (Peso Molecular medio 148.000) en
Solucién Salina Equilibrada de Hanks (HBSS). La mezcla
dextrano/sangre se homogeneizé suavemente por inversién y
se dejd reposar a temperatura ambiente durante 45 minutos
para permitir la sedimentacién de los eritrocitos. Se
depositaron alicuotas de 16 ml del liquido sobrenadante
rico en leucocitos sobre 10 ml de almohadillas Ficoll-
Hypaque en tubos de centrifuga de polipropileno de 50 ml y
los tubos se centrifugaron a 400g durante 35 minutos a
21°C. El plasma,' la capa de células mononucleares y el
Ficoll se retiraron dejando el sedimento rico en
granulocitos. Los sedimentos se resuspendieron inicialmente
en 10 ml de agua destilada enfriada en hielo durante 45
segundos para lisar los gldébulos rojos contamienntes,
seguido por la adicién a cada tubo de 10 ml de solucidn
salina tamponada con fosfato (PBS) doblemente concentrada
enfriada en hielo para restaurar la osmolaridad. Se
volvieron a centrifugar las suspensiones a 200g durante 10
minutos a 4°C para generar sedimentos de neutréfilos. Se
retiraron los liquidos sobrenadantes y los sedimentos se
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resuspendieron suavemente en un volumen total de 10 ml de
HBSS enfriada en hielo usando una pipeta Pasteur. Se llevéd
a cabo un recuento leucocitario diferencial sobre la
suspensién de neutrdfilos resultante usando un analizador
hematoldégico Beckman Coulter A. T5 y las células se
almacenaron en hielo hasta el ensayo. Inmediatamente antes
del ensayo, se extrajeron alicuotas de la suspension de
neutr6filos y se diluyeron hasta un recuento de 4 x 10°
neutré6filos/ml de HBSS enfriada en hielo que contenia 2
U/ml de adenosina desaminasa.

La inhibicién de la liberacién de elastasa inducida
por fMLP se llevd a cabousando un volumen de ensayo de 160
pl en placas de microvaloracién de poliestireno de 96
pocillos. La liberacién de elastasa se ensayd midiendo la
velocidad de ruptura del sustrato sintético MeOSuc-Ala-Ala-
Pro-Val-pNA. Para la medida de la liberacidén de elastasa,
los pocillos de ensayo contenian 8 pl de citocalasina B 100
Hg/ml (en DMSO al 10%/HBSS al 90%), 8 ul de compuesto de
ensayo (diluido en HBSS), 40 ul de suspensidén de
neutré6filos y 96 pl de MeOSuc-Ala-Ala-Pro~Val-pNA 156 uM
(en HBSS). Las placas de ensayoc se incubaron a 37°C durante
10 minutos antes de la adicién de 8 ul de fMLP 2 UM (en
HBSS) y se midié el valor de la velocidad de ruptura del
sustrato a una A=405 nm durante 3 minutos a 37°C. Se
determiné la liberacién de elastasa basal mediante 1la
adicién de 8 pnl de HBSS en lugar de fMLP. Los datos
reproducidos en la Tabla 1 siguiente son valores de ICsg,
es decir, la concentracién (en mM) de agente activo
requerida para conseguir una inhibicién del 50% de 1la
liberacidén de elastasa inducida por fMLP. En el caso de los
experimentos de combinacién, se afladieron al ensayo 1000 nM
de 9-ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-{2-tienil)-9H-
pirazolo(3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3-alpiridina {C) Yy Sse
generd entonces una curva de concentracién - respuesta para
formotercl (F) y salmeterol (S).

Dis
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Tabla 1 - Inhibicidén de la liberacién de elastasa (valores
de ICsy en nM)

F S C F + C S + C

> 1000 > 1000 > 1000 U,4 1,0

Se demuestra que la aplicacidén combinada de un
agonista B2 (formoterol o salmeterol) con un inhibidor de
PDE4 (9-ciclopentil-5, 6-dihidro~-7-etil-3-(2-tienil)-9H-
pirazolo([3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3-a]lpiridina) produce una
inhibicién sinérgica de la funcidén proinflamatoria de
neutréfilos. Se consiquié una inhibicién débil (orden uM)
de la liberacién de elastasa inducida por fMLP en
neutréfilos humanos aislados mediante el tratamiento
individual con estos agentes farmacolbégicos y se mejoréd
notablemente esto hasta una inhibicidn potente (orden nM)
mediante su aplicacién combinada.
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REIVINDICACIONES
1. Una combinacién inhalada de (a) un inhibidor
selectivo de PDE4 de férmula:

R® 1
/"
N I \' N
R?
\<l\“ ) I{‘ NH:I

o una de sus sales o solvatos farmacéuticamente
aceptables, en la que
R! es H, alquilo C;-C., alcoxi C;-Cs, alquenilo Cz—Ci,
fenilo, =N{CHi)2, cicloalquilo C,-Cg, (cicloalquil C;-
10 C¢) (alquilo Ci-Ci3) o acilo C:-C;, pudiendo estar los grupos
alquilo, fenilo o alquenilo sustituidos con hasta dos
grupos -0OH, alquilo C,-C; o -CFiy o con hasta tres halégenos;
cada uno de R~ y R’ se selecciona independientemente
del grupo formado por H, alquilo C;-Cia4, (alcoxi C;-
15 C:){alquilo C;-C;), alquenilo C2-Ciq, cicloalquilo C3-Ci,
{(cicloalquil C3-C7) (alquilo C;-Cz), un grupo {(heterociclico
Cs~Cs) (CH:;), saturadec o insaturado en el que n es 0, 1 ¢ 2,
que contiene como heterocdtomo uno ¢ mids del grupo formado
por oxigeno, azufre, sulfonilo, nitrégeno y NR’, siendo R*
20 H o aldquilo C;-C4;' 0 un grupo de Fbérmula (II):

)))\Yb/zc H”.

()
en la que a es un numero entero de 1 a 5; b y ¢ son 0
& 1; R’ es H, ~OH, alquilo C;-Cs, alquenilo C»-Cs, alcoxi Ci-
Cs, cicloalcoxi C;-Cs, halbgeno, -CF;, -CO:R®, -CONR®R’,
25 -NR°R’, -NO, o -SO,NR®°R’, siendo cada uno de R® y R’
independientemente H o alquilo ¢,-C;; Z es -0-, -5-, -50:-,
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-CO- o -N(R%)-, siendo R® H o alquilo C;-Ci; e Y es
alquileno C;-Cs o alquenileno C-.-C; opcionalmente sustituido
con hasta dos grupos alquilo C,-Cy o cicloalquilo C;-C-;
pudiendo estar cada uno de los grupos alquilo, alquenilo,
cicloalquilo, alcoxialquilo o heterociclico sustituidos con
1l a 14, preferiblemente 1 a 5 grupos alquilo C;-C;, CF; o
halo; y

cada uno de R? y R!° se selecciona independientemente
del grupc formado por H, alquilo C;-Cs, alcoxi C,-Cs, arilo
Cs—Cio ¥ ariloxi Cg-Cios

y {(b) un agonista del receptor pB2~adrenérgico.

2. Una combinacién segin la reivindicacién 1, en la
que R! es metilo, etilo o isopropilo.

3. Una combinacién seqgin la reivindicacién 1 o 1la
reivindicacién 2, en la que R’ es alquilo C;~Cs, alquenilo
C2-Cs, cicloalquilo C3-Cs, (cicleoalquil C3-Cq) (alquilo C;—Cs)
0 fenilo opcionalmente sustituido con 1 & 2 del grupo
formado por H, -OH, alquilo C,-Cs, alquenilo C;~Cs, alcoxi
C1-Cs, halégeno, trifluorometilo, -CO;R®, -CONR°R’, -NRR’,
-NO; o -SO;NR®R’, siendo cada uno de R® y R’
independientemente H o alquilo C,-C,.

4. Una combinacién segin una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en la que el inhibidor
selectivo de PDE4 de férmula (I) se selecciona de:

9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3~-fenil-9H-
pirazolo[3,4-c]-1,2,4-triazolo{4, 3~a]piridina;

9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3- (furan-2-il)-9H-
pirazolo[3,4-c]-1,2,4~-triazolo[4, 3-alpiridina;
9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(2-piridil)-9H-
pirazolo[3,4-c]-1,2,4-triazolo{4,3-a]piridina;
9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil=-3-(4-piridil)-9H-
pirazolo([3,4-c]-1,2,4-triazolo(4,3-a]lpiridina;
9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(3-tienil)-9H-
pirazeolo([3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3-alpiridina;
3-Bencil-9-ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-9H-
pirazolo(3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3-al}lpiridina;
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9-Ciclopentil-5, 6~dihidro-7-etil-3-propil-9H-
pirazolo(3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3-alpiridina;

3,9-Diciclopentil-5, 6-dihidro-7~-etil-9H-pirazolo(3, 4-
c¢}l-1,2,4-triazolo[4,3-alpiridina;

9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(1-metilciclohex-1-
il)~-9H-pirazolo([3,4-c]-1,2,4-triazolo(4,3-a]piridina;

3-(Terc-butil)-9-ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-9H-
pirazolo[3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3-a]lpiridina;

9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(2-metilfenil)-9H-
pirazolo{3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3-alpiridina;

9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(2-metoxifenil)-9H-
pirazeclo[3,4-cl~-1,2,4-triazolo[4,3-alpiridina;

9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(tien-2-il)-9H-
pirazolo[3,4-c]-1,2,4-triazolo{4,3-alpiridina;

3-{2-Clorofenil)-9-ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-9H-
pirazolo(3,4-c]-1,2,4-triazolo(4,3-alpiridina;

9-Ciclopentil-5, 6~dihidro-7-etil-3- (2-yodofenil)-9H-
pirazolo{3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3-alpiridina;

9-Ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(2-
trifluorometilfenil)-9H-pirazolo[3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3-
alpiridina; y

5, 6-Dihidro-7-etil-9-(4-fluorofenil)-3-(1-
metilciclohex-1-il)-9H-pirazolo[3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3-
alpiridina;

Yy sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables.

5. Una comhinacién sequin la reivindicacién 4, en la
que el inhibidor selectivo de PDE4 de férmula (I} se
selecciona de 9-ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(2-
tienil)-SH-pirazolo(3,4-c]-1,2,4-triazolo(4,3-a]lpiridina vy
9-ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(terc-butil)-9H-
pirazolo[3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3~alpiridina y sus sales
y solvatos farmacéuticamente aceptables.

6. Una combinacié4n seglin una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en la que el agonista del
receptor p2-adrenérgico se selecciona de salmeterol,
formoterol y sus sales y solvatos farmacéuticamente
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aceptables.

7. Una combinacién seqguin la reivindicacién 1, en la
que:

el inhibidor selectivo de PDE4 de formula (I) es 9-
ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(2-tienil)-9H-
pirazolo(3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3-a]piridina o una de
sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables y el
agonista del receptor B2-adrenérgico es salmeterocl o una de
sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables; o

el inhibidor selectivo de PDE4 de formula (I) es 9-
ciclopentil-5, 6-dihidro-7-etil-3-(2-tienil)-9H- _
pirazoloi3,4-c]-1,2,4-triazolo[4,3-a]piridina o una de
sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables y el
agonista del receptor P2-adrenérgico es formotercl o una de
sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables;

el inhibidor selectivo de PDE4 de formula (I) es 9-
ciclopentil-5, 6~dihidro-7-etil-3-{(terc-butil)-9H-
pirazolo[3,4-c]l-1,2,4-triazolo[4,3-alpiridina 0o una de
sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables y el
agonista del receptor P2-adrenérgico es salmeterol o una de
sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables;

el inhibidor selectivo de PDE4 de formula (I) es 9-
ciclopentil~5, 6~dihidro-7-etil-3-(terc-butil)-9H~-
pirazolo[3,4-c]-1,2,4~triazolo[4,3-a]lpiridina 0 una de
sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables y .el
agonista del receptor PBZ-adrenérgico es formoterol o una de
sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables.

8. Una combinacién segin cualquiera de las
reivindicacicones anteriores para usar como medicamento.

9. Una combinacidén segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 para la administracién simultanea,
secuencial o por separadc en el tratamiento de una
enfermedad obstructiva de las vias respiratorias u otra
enfermedad inflamatoria.

10. Una composicién farmacéutica que comprende un
inhibidor selectivo de PDE4 de férmula (I), seglin se define
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en la reivindicacién 1, un agonista del receptor pB2-
adrenérgico y un excipiente, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable, para administracién por via
inhalada en el tratamiento de una enfermedad obstructiva de
las vias respiratorias u otra enfermedad inflamatoria.

11. Una composicidén farmacéutica seqgun la
reivindicacién 10, en la que el inhibidor selectivo de PDE{4
de férmula (I} y el agonista del receptor PB2-adrenérgico
son como se definen en una cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 7.

12. Uso de un inhibidor selectivo de PDE4 de férmula
(I), como se define en la reivindicacién 1, o de un
agonista del receptor B2-adrenérgico, en la fabricacién de
un medicamento para la administracién simultanea,
secuencial o por separado de ambos agentes por via inhalada
en el tratamiento de una enfermedad obstructiva de las vias
respiratorias u otra enfermedad inflamatoria.

13. Uso segun la reivindicacié4n 12, en el que el
inhibidor selectivo de PDE4 de férmula (I) y el égonista
del receptor p2-adrenérgico son como se definen en una
cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7.

14. Un procedimiento para tratar una enfermedad
ocbstructiva de las vias respiratorias u otra enfermedad
inflamatoria, que comprende administrar de forma
simultédnea, secuencial o por separado, por via inhalada, a
un mamifero que necesita dicho tratamiento, una cantidad
eficaz de un inhibidor selectivo de PDE4 de férmula (I),
como se define en la reivindicacién 1, y un agonista del
receptor B2-adrenérgico.

15. Un procedimiento segin la reivindicacién 14, en
el que el inhibidor selectivo de PDE4 de f6rmula (I) y el
agonista del receptor B2-adrenérgico son como se definen en
una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7.

16. Un dispositivo de inhalacién para la
administracién simulténea, secuencial o por separado de un
inhibidor selectivo de PDE4 de férmula (I}, como se define
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en la reivindicacién 1, y un agonista del receptor p2-
adrenérgico, en el tratamiento de una enfermedad
obstructiva de las vias respiratorias u otra enfermedad
inflamatoria.

5 17. Un dispositivo de inhalacién seguin la
reivindicacién 16, en el que el inhibidor selectivo de PDE{4
de férmula (I) y el agonista del receptor P2-adrenérgico
son Ccomo se definen en una cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 7.



PR

10

=

-37-

COMBINACION FARMACEUTICA
RESUMEN
La presente invencidédn se refiere a una combinacién de
un inhibidor selectivo de PDE4 como se define en 1la

presente memoria y un agonista del receptor f2-adrenérgico,
para la administracién simultanea, secuencial o por
separado por via inhalada en el tratamiento de una
enfermedad obstructiva de las vias respiratorias u otra
enfermedad inflamatoria.
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2. A copy of the report and its annexas, if any, is being tranemiited to the Intemational Bureau for
communication to all the elected Offices.

3. Whaere required by any of the elected Offices, the International Bureau will prepare an English translation of
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1. This international preliminary examination report has been preparad by this intemational Preliminary Examining
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been amended and are the basis for this report andbr shests contalning rectificalions made before this Authority
{see Rule 70.18 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT).
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3. This report contains Indications relating to the folowing items:

Non-establishment of opinion with regard to novelly, Invertive step and Industrial applicablity

Raasoned statsment under Rule 88.2(a)(ll) with regard to novelty, inventive step or Industrial applicabliity;

| [ Basisof the oplnion
I 0 Priorty
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INTERNATI NAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT International application No. PCTAB0204922

Basis of the report

1. With regard to the elements of the international application (Raplacemnent sheeis which have been fumnished to

the receiving Office in response io an invitation under Article 14 are referred to in this report as "originally filed”
and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rulas 70.16 and 70.17)).

Description, Pages
1-26 as originally flled

Claims, Numbers
1-17 as originally filed

With regard to the language, all the slements marked above were avallable or fumished o this Authority In the
language in which the intemational application was filed, unless otherwisa indicated under this itern.

These elements were available or fumished to this Authority in the following language: , which is:

[0 the language of a translation furnished for the purposes of the intemational search (under Rule 23.1(b)).
O the language of publication of the intemational application (under Rule 48.3(b)).

O the ianguage of a translation fumished for the purposes of international preliminary examination (under
Rule 55.2 andbor 55.3).

With regard to any nuclsotide andor amino acid sequence disciosed in the intemational application, the
intemnational preliminary examination was carried out on the basls of the sequence listing:

O contained in the intemational application in written form.

O filed togethar with the international application in computer readable form.
[0 {fumished subsequently to this Authority in written form.

O fumished subsequently to this Authority in computer readable form.

a
O

The statement that the subsequently fumished written sequence listing does not go beyond the disclosure
in the intemational application as filed has been fumished.

The atatement that the informetion recorded in computar readable form is idartical to the written sequence
listing has been fumnished.

. The amendments have resulted in the cancellation of:

O the description, pages:
O the claims, Nos.:
O the drawings, sheets:
a

This report has been establishad as if (some of) the amendments had not been made, since they hava
been considerad to go beyond the diaclosure as flled (Rule 70.2(c)).

(Any repilacemert sheet conlaining such amendments must be referred to under itemn 1 and annexed to this

. Additional observations, if necessary:

Form PCTAPEA/408 (July 1868)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Intemational application No. PCTAB0204922

lil. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step {to be non-
obvious), or to be industrially applicable have not bean examined in respect of:

0
=

O

O

the antire intemational application,
claims Nos. 14,15
because:

the said international application, or the said claims Nos. 14,15 relate to the following subject matter which
does not require an intemational preliminary examination (speciy):

aee separate sheet

the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. are o unclear
that no meaningful opinion could be formed (speciiy):

the claims, or said claims Nos. are eo inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed.

no intemational search report has been established for the said claims Nos.

A meaningful intemnational preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide andbr

amino acld sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative
Instructions:

O
O

the written form has not been furnished or doas not comply with the Standard.
the computer readable form has not been fumished or does not comply with the Standard.

. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive step or industrial applicabliity;

cltations and explanations supporting such statement

. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 57

No: Claims 1-4,6,8-17

Inventive step (IS) Yes: Claims 57

No: Claims 1-4,6,8-17

Industrial applicabliity (tA) Yes: Claims 1-13,16,17

No: Claims

Citations and explanations

see separate sheet

Form PCTAPEA/409 (July 1868)



INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No. PCT/1B02/04922 3
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

SECTION Il

Claims 14 and 15 relate to subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be
formulated with respect to the industrial applicability of the subject-matter of these
claims (Article 34(4)(a)(i) PCT).

SECTION V:

1) Document WO 01 13953 already describes inhaled combinations of a PDE4 -
inhibitor which falls under the general formula (1) of present claim 1 and an
adrenergic B, receptor agonist (see page 6, third line, compound in the middle, the
paragraph bridging pages 15 and 16, and the claims) for obstructive airways
diseases.

Therefore the subject-matter of claims 1to 4, 6, 8, 8 1o 17 is not novel (Article 33
(2) PCT).

2) The specific combinations of claims 5 and 7 are not obvious in view of the prior art
cited In the Search Report.

Therefore the subject-matter of claims 5 end 7 involves an inventive step.

3) Forthe assessment of the present claims 14 and 15 on the question whether they
are industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States.
The patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The
EPO, for example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter
of claims to the use of a compound in medical treatment, but may allow, however,
claims to a known compound for first use in medical treatment and the use of such
a compound for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

Form PCT/Separate Sheet/400 (Sheet 1) (EPO-April 1967)

g



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

intern |1 Applicsation No

PCT/ 10 02/04922

IpC 7

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTE

A
A61K31/44 A61K45/06 A61P11/00

According (o itemational Paiant Classification {IPC) or to bolh naflonal classification and iPC

B. FIELDS SEARCHED

IPC 7

Minimum documsnistion saarchad (classification sysiem lollowsd by cassiicalion pymbols}

A61K

Documentalion peathad other than mininum documantalion 10 the exien thal such documents am included In the llekis saarched

Elecironic dais bass consulled during the Inlemational sasrch {name of dala base and, where praciical, ssarch iome usad)
EPO-Internal, PAJ, WPI Data, BIOSIS, EMBASE

C. DOCUNENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category *

Cllatlon of document, with indicaiion, whare approprisie, of (he relevant passsges

Relsvant 1o clalm No.

A

WO 96 39408 A (PFIZER)
12 December 1996 (1996-12-12)
claims 1-4

" WD 01 13953 A (BYK GULDEN LOMBERG

CHEMISCHE FABRIK)

1 March 2001 (2001-03-01)

claims 1-3

page 16, paragraph 1 -page 17, paragraph 1
page 17, paragraph 4

W0 00 12078 A (SMITHKLINE BEECHAM)

9 March 2000 (2000-03-09)

claims 1-4

page 5, 1ine 18-25

1-4

1,6,8-17

1,6,8-10

m Further documents are lixiad In the conlinzaslion of b C,

E] Puisnl famlly members are Isted In smax.

"L* docurnant which doubis claimés
muu.duw“w i dlhd.b!l"n W . imvention
cliation or ohar spacial reason (as specified) cannat be considerad 1o nvolve an iveniive siap when the

“0" documen relaring o an oral disclosure, uss, exhibiion
olher means o menis, such combination being obvious 1o & parson sidied

P* document
Intar than the priorily date

n the art.
pubiished prior to Ihe inlamational fiing cate bul

] ’ - T -rmulrnmmhm'gmnn but

A" siaie ofthe af which is

A mw&mm I not cliad o uncisretund tha principle or thooty Undariying the

‘E* earflar documen! but published on or after the Inlemational docurnani of parlicular relevance; the claimed kmsantion
fling daie x mm&dmmwwgnmhmw

‘a" documen! mamber of the same paisnt family

Dale of the actusl complation of tha imemationsd scarch DII.dﬂIlhﬂdhlm.l_lﬂlm‘I
28 January 2003 05/02/2003
m.nﬂl‘l'..'ﬂ-ﬂhm Authorired oificer
Europasn Paiant Offics, P.B. 5818 Paieniiun 2
AL 2280 HV Rtwwii
T oy | et o Peeters, J

99

Form PCTABARZ1G jeesand shest) (uly 1002)
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intorn: \pplication Ne

PCT, 10 02/04922

C.{Continuatlen) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory *

Chation of documen, with Indication,where appropriala, of the relevan! passagas

Ralevant fo claim Ne.

A

L.OTTONELLO E.A: "Inhibitory effects of
salmeterol on the respiratory burst of
adherent human neutrophiis”

CLINICAL AND EXPERIMENTAL IMMUNOLOGY,
vol. 106, no. 1, 1996, pages 97-102,
XP001064259

page 97

page 99, column 2

R.B.DOWLING E.A.: "The effect of
ralipram, a type IV phosphodiesterase
inhibitor, on Pseudomonas aeruginosa
infection of respiratory mucosa”

JOURNAL OF PHARMACOLOBY AND EXPERIMENTAL
THERAPEUTICS,

vol. 282, no. 3, 1997, pages 1565-1571,
XP001064249

page 1565

page 1570, column 2

P.M.R.SILVA E.A.: "Modulation of eotaxin
formation and eosinophil migrattion by
selective 1nhibitors of phosphodiesterase
type 4 1soenzyme"

BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY,

vol. 134, no. 2, 2001, pages 283-294,
XP001064265 '
page 283

page 284, column 1

1,6,8,9

1,6,8,9

1,6,8,9

Foan FCTABA/210 (poniinuation of sesand shewt) (luly 1652)
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I inal application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT 1 «T/IB 02/04922

Box! Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of Item 1 of first sheet)

This Intemationa! Search Report has not bean established In respact of certeln claims under Articte 17{2)(a) for the following ressons:

1. [ﬂ Claims Noe.:
becausa they ralate lo lub]act matier not required 1o be searched by |his Authority, namaly:

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

2. m Claims Noe.: -
becauge they relate to parts of the International Appiication that do not comply with the prescribed requirements to such
an exient that no meaningful Intemational Search ¢an be carriad out, spacifically:

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

3 Claimes Noa.:
D becauss they ara dependeant ciaims and are nat drafied in accordance with the second and third eantences of Rule 8.4(a).

Box I Observationa where unity of invention Is lacking (Continustion of Item 2 of first sheef)

This intamational Esarching Authorily found muitiple Invantions In this intemational application, as follows:

1. As all recuired addiional search fees ware timely pald by the eppiicant, this international Ssarch Report covers all
ssarchable claims,

2. D As all searchabie clalms could be searched without efion justifying an eddltional fee, this Authortty did not ivwite paymant
of any addiional fes.

3. As of the required addltional search fees the this Intemational Search
e S S Sy R ot i P

4, No required additionsl saarch fees were the appiicant. Consaquently, this International Bearch Report la
Dm&uh“ﬂnﬂmwﬂﬁm% It s coverad by claims Nos.:

Remark on Protest Dmmmmmmmmwmwummt

D No protest accompaniad the payment of adcditionel ssarch fees.

Form PCT/ISA/210 (comtinuation of first ehaet (1)) {July 1098)
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

Continuation of Box I.1

Although claims 14 and 15 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the
alleged effects of the compound/composition.

Continuation of Box I.1

Rule 39.1(1v) PCT - Method for treatment of the human or animal body by
therapy

Continuation of Box I.2

Present claims 1-5,8-17 relate to a product/compound/method/apparatus
defined by reference to a desirable characteristic or property, namely
"adrenergic beta-2 agonist"

The claims cover all products/compounds/methods/apparatus having this
characteristic or property, whereas the application provides support
within the meaning of Article 6 PCT and/or disclosure within the meaning
of Article 5 PCT for only a very 1imited number of such
products/compounds/methods/apparatus. In the present case, the claims so
lack support, and the application so lacks disclosure, that a meaningful
search over the whole of the claimed scope 15 impossible. Independent of
the above reasoning, the claims alsoe tack c¢larity (Article 6 PCT). An
attempt 1s made to define the product/compound/method/apparatus by
reference to a result to be achieved. Again, this lack of clarity in the
present case 1s such as to render a meaningful search over the whole of
the claimed scope 1mpossible. Consequently, the search has been carried
out for those parts of the claims which appear to be clear, supported and
disclosed, namely those parts relating to the .
products/compounds/methods/apparatus mentioned in claims 6 and 7, with
due regard to the general 1dea underlying the present application.

The appilicant’s attention 1s drawn to the fact that claims, or parts of
claims, relating to inventions in respect of which no international
search report has been established need not be the subject of an
international preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant
1s advised that the EPO policy when acting as an International
Preliminary Examining Authority 15 normaily not to carry out a
preliminary examination on matter which has not been searched. This 1s
the case irrespective of whether or not the claims are amended following
receipt of the search report or during any Chapter II procedure. '
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE
USUARIO  RADICADOR
.PATEI'HTE DE INVENCION / MODELO DE UTILIDAD () ( I{
- Indicacion de que se soficita la conceston de una patente. { ) ( g
- Datos da Wenlificacion del solicitante o de la persona que se presenta la soliciud. ( ) {
- Duscripcldn de la Invencidn. . { ) {
- Dibujos de ser esios pertinentes. {) ¢ /
. comprubanle de Pago de las tasas uslahlecldas
COMPTI.ETA ( ) : INCOMPLETA ( ) { )
DISERO INDUSTRIAL { )
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- Indjcaclon de que se solicita el registro de Disefo Industrial - { ) ()
- Dalos de identificacion del solicitanie o de la persona que presenta () { )
- Ia; olicitud.
= resentacion grafica o folugrafica del Disefio Industrial o muestra del
Material que Incorpora el disefio. () ()
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COMPLEFA { ) ‘ INCOMPLETA ( ) ()
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ESQUEMA DE TRAZADO { }° ,
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Comprobante de pago e las fagas establecidas. . () ()
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
2020
BogotaD C
Doctor(a) Oficio N° 134
CARLOS R. OLARTE
Apoderado
PFIZER INC.
ASUNTO:
Radicacién N° 04-052217
Solicitud intemacional PCT/IB02/4922
Fecha inicio fase nacional 07/07/2004
Tréamite 011
Evento 379
Actuacién 416
Folios 002

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

o EIl solicitante debe presentar un nuevo titulo, que permita identificar la
materia de la cual trata la solicitud, ya que el relacionado no se encuentra
con la precision necesaria para identificar claramente el objeto de la
solicitud de patente (Regla 4.3 PCT, Art. 27, 27 Decisién 486, Circular
Unica 5.2.9).

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision -488, se le
requiere para que dentro del término de dos meses 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
considerara abandonada y perdera su prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e),
del capitulo quinto del t i de la Circular Unica N° 10 de 2001.

ESPEDES DE VERGEL
de Nuevas Creaciones.

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha,

12 JuL. 2004

Sede Centro: Camera 13 No. 27-00 Piscs 2, 5.7y 10
Conmutndor: 3 820840 Fax: 3 505220
Sede CAN: Tr. 40A No. 3R-30 3153265 5] 69
202044 Fax: 3 505220. Linco 9800-910 165
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