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THERAPEUTIC TREA TMENT

The present invention relates to a combination comprising candesartan and
rosuvastatin.

The present invention further relates to pharmaceutical compositions compriging the
combination mentioned hereinbefore. The present invention further relates to the use of a
cambination mentioned hereinbefore in the prevention or treatment of atheroscleroais.

Atherosclerosis is a condition mediated by complex pathological processes which
reault in irregulacly distributed lipid deposits in the arteries and is a major contributory factor
to coronary heart diseagse. A reduction in atherosclerosis is therefore a major target for
reducing the number of cardiovascular events for example, myocardial infarction, worsening
of angina, cardiac arrest, stroke, congestive heart failure and cardiovascular death.

Dyslipidemia, particularly increased plasma level of low-density lipoprotein (LDL) is
one of the major risk factors in atherosclerosis. Clinical studies have demostrated that
reducing plasma LDL level with 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG CoA)
reductase inhibitors, cammonly known as statins, results in a lower risk of cardiovascular
events, _

Activation of the renin-angiotensin system (RAS) may be considered another
important risk factor in atherosclerosia. Activation of RAS with the formation of engiotensin
(I (A (ID) and the activation of A (II) receptars have been implicated in atherogenesis,
plaque rupture, myocardial ischemic dysfunction and congestive heart failure (Singh and
Mehta, Arch Intern Med, 2003, vol 163, 1296-1304).

Intemational Patent Application WO 95/26188 discloses treatment of atherosclerosis
with A(II) receptor blockers, optionally in combination with HMGCoA reductase inhibitors.
International Patent Application WO 01/76573 discloses the use of a combination of at least
two of an A(II) entagonist, an ACE (anglotensin converting enzyme) inhibitor and an
BMGCoA reductase inhibitor for the prevention or delay of progression in a list of conditions,
amongst which is atherosclerosia.

We have surprisingly found that the combination of the A(II) antagonist candesartan
and the HMG CoA reductase inhibitor rosuvastatin has a synergistic effect in the reduction of
atherosclerosis. This synergistic effect appears to arise from synergistic inhibition of
expresssion of @ number of inflammatory mediators involved in the RAS (for example CI40,
metalloproteinases (MMPs)) and/or inhibition of the expression of the receptor LOX-1 (which
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is a receptor for oxidised LDL o:;.qqdoﬂlelial cells). The synergistic effect strong
evidence for cross-talk between thi RAS and dyslipidemia in atherogenesis.

It will be appreciated that the activty of MMPs may be regulated in-vivo by their
tisgue inhibitors (TIMPs). We have also shown that the expression of TIMP-1 and TIMP-2 is
up-regulated by high-cholesterol diet, and markedly attenuated by the combination of
candesartan and rosuvastatin. These data lend credence to the concept that the balance
between MMPs and TIMPs is eltered by high-cholesterol diet, and that this imbalance can be
“normalized” by the combination of an A(II) antagonist and a lipid-lowering agent.

In one aspect of the invention is provided a combination comprising candesartan, or a
pharmaceutically acceptable salt thereof, and rosuvastatin, or a pharmacentically acceptable
salt thereof, for the prevention ar treatment of atherosclerosia.

In one aspect of the invention is provided a combination comprising cendesartan, or a
pharmaceutically acceptable salt thereof, and rosuvastatin, or & pharmacentically acceptable
salt thereof, for the prevention of cardiovascular events.

Such a combination may also be useful in the treatment or prevention of other diseases
associated with these mediators, forexainple in inflammatory diseases or conditions, such as
ischemia-reperfusion injury (to the heart, brain, kidneys, lungs and liver), radiation-induced
injury, burn injury and peripheral vascular discase,

Candesartan may suitably be in the form of candesartan, ar in the pro-drug form
candesartan cilexetil. These forms may be formulated with a further agent such as a diuretic
such as hydrochlorothiazide (for example, as marketed as Atacand Plus™).

‘Where herein candesertan is referred to, this includes both candesartan and
candesartan cilexetil

Preferably the calcium salt of rosuvastatin, which may be referred to as rosuvastatin
calcium, is used in the various aspects of the present invention.

In peneral, pharmacentically-acceptable salts include acid addition salts such as
methanesulfonate, tosylate, a-glycerophosphate, fumarate, hydrochloride, citrate, maleate,
tartrate and (less preferably) hydrobromide. Pharmaceutically-acceptable salts in general also
include salts formed with phosphoric and sulfuric acid. Pharmaceuntically-acceptable salts
generally include base salts such as an alkali metal salt for example sodium, an alkaline earth
metal salt for example calcium or magnesium, an organic amine salt for example
triethylamine, morpholine, N-methylpiperidine, N-ethylpiperidine, procaine, dibenzylamine,
N.N-dibenzylethylamine, tris-(2-hydroxyethyl)amine, tris(hydroxymethyl)methylammonium,
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N-methyl d-glucamine and amino acids such as lysine. There may be more than one cation or
anion depending on the number of charged functions and the valency of the cations or anions.

Herein, where the term “combination” is used it is to be understood that this refers to
simultaneous, separate or sequential administration. In one aspect of the invention
“combination” refers to simulteneous administration. In another aspect of the invention
“combinsation" refers to separate administration. In a further aspect of the invention
“combination” refers to sequential administration. Where the administration is sequential or
separate, the delay in administering the second component should be such that both agents are
present in the body so as to producs the synergistic effect of the combination.

In a farther aspect of the invention is provided a pharmaceutical composition which
comprises candesartan, or a pharmaceutically acceptable salt thereof, and rosuvastatin, ora
pharmsceutically acceptable salt thereof, in association with a pharmaceutically acceptable
diluent or carrier for use in the prevention or treatment of atheroscleroais.

In a further aspect of the invention is provided a pharmaceutical composition which
comprises candesartan, or a pharmaceutically acceptable salt thereof, and rosuvastatin, or a
pharmaceutically acceptable salt thereof, inulocinﬁon with a pharmaceutically acceptable
diluent or carrier for use in the prevention or reduction of risk of cardiovascular events. .-

The compositions described herein may be in a form suitable for aral administration,
for example as a tablet or capsule, for parenteral injection (including intravenous,
subcutaneous, intramuscular, intravascular or infusion) for example as a sterile solution,
suspension or emulgion, for topical administration for example as an ointment or cream, for
rectal administration for example as a suppository or the route of administration may be by
direct injection into the tumour or by regional delivery or by local delivery. In other
embodiments of the present invention the compounds of the combination treatment may be
delivered endoscopically, intratracheally, intralesionally, percutaneously, intravenously,
subcutaneously, intraperitoneally or intratumourally. In general the compoasitions described
herein may be prepared in a conventional manner using conventional excipients or carriers
that are well known in the art.

Suitable pharmaceutically-acceptable excipients or carriexs for a tablet formmulation
include, for example, inert exciplents sach as lactose, sodium carbonats, calcium phosphate or
calcium carbonate, granulating and digintegrating agents such as com starch or alginic acid;
binding agents such as gelatin or starch; lubricating agents such as magnesium stearats,
stearic acid or talc; presarvative agents such as ethyl or propyl 4-hydroxybenzoate, end
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antj-oxidants, such as ascorbic acid. Tablet formulations may be uncoated or coated either to
modify their disintegration and the subsequent absorption of the active ingredient within the
gastrointestinal tract, or to improve their stability and/or appearance, in either case using
conventional coating agents and procedures well known in the art.

Compoaitions for oral use may be in the form of herd gelatin capsules in which the
active ingredient is mixed with an inert solid excipient, for example, calcium carbonate,
calcium phosphate or kaolin, or as soft gelatin capsules in which the active ingredient is
mixed with water or an oil such as peanut oil, liquid paraffin or olive oil.

Candegartan is commercially available as ‘Atacand™’ and ‘Atacand Plusg™’,
Rosuvastatin calcium is commercially available as ‘Crestor™’, Suiteble formulations for the
present invention include those which are commercially available,

Suitable dosages of each component of the combination are those of the marketed
commercial prodncts. Altematively, the synergy between the components may allow a lower
dosage of one or both components to be used. For example, a dose of 4mg, 8mg, 16mg,
32mg, or up to 160mg of candesartan in cambination with a dose of 80mg, 40mg, 20mg,
10mg, Smg or 2.5mg of rosuvastatin may be used. It will be understood that any one of the
doses of candesartan may be combined with any suitable dose of rosuvastatin.

In one aspect, 80mg of rosuvastatin is used. In another aspect, 40mg of rosuvastatin is
used. In a further aspect, 20mg of rosuvastatin is used. In a further aspect, 10mg of
rosuvastatin is nsed. In a further aspect, Smg of rosuvastatin is used. In a further aspect, 2.5mg
of rosuvastatin is used.

In one aspect, between 32 and 160mg, such as about 64 to 128mg, for example 64 to
112mg, such as about 64-96mg of candesartan is used. Conveninelty, about 72mg of
candesertan is used. In another aspect, 32mg of candesartan is used. In a further aspect, 16mg
of candesartan is used. In a further aspect, 8mg of candesartan is used. In a further aspect,
4mg of candesartan is used,

It will be appreciated that the pharmaceutical composition according to the present
invention includes a composition comprising candesartan ar a pharmaceutically acceptable
salt thereof and rosuvastatin or a pharmaceutically acceptable salt thereof and a
pharmaceutically-acceptable excipient or carrier. Such a composition, for example in a single
oral formuletion conveniently provides the therapeutic combination product of the invention
for simultaneous administration in the prevention or treatment of atherosclerosis.

Preferably the two components of the combination are both administered orally.
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Preferably the two components of the combination are administered as a single oral
formulation.

Preferably the combination is formulated for once-a-day dosing.

Conveniently, the combination is formulated 28 a single tablet or capsule.

The dosages and schedules described hereinbefore may be varied according to the
particular disease state and the overall condition of the patient. For example, it may be
neccssary or desirable to reduce the above-msutioned doses of the components of the
combination treatment in order to reduce toxicity. Dosages and schedules may also vary if, in
addition to a combination treatment of the present invention, one or more additional
chemotherapeutic agents are used. Scheduling can be determined by the practitioner who is
treating any particular patient using his professional ekill end knowledge.

A pharmaceutical composition according to the present invention also includes
separate compositions comprising a first composition comprising candesartan or a
pharmaceutically acceptable salt thereof and a pharmaceutically-acceptable excipient or
carrier, and a second composition comprising rosuvastatin or a pharmaceutically acceptable
salt thereof and a pharmaceutically-acceptable excipient or carrier. Such a composition
mvenienﬂypmvidutheﬂmapmﬁémbimﬂmofﬂwhmﬂmfwnqmﬁdorm
administration in the synergistic prevention or treatmant of atherosclerosis but the separate
compositions may also be administered simultanscualy.

In another aspect of the invention there is provided a combination comprising
candesartan, or a pharmaceutically acceptable salt thereof, and rosuvastatin, ar a
pharmaceutically acceptable salt thereof, for use a8 a medicament for the prevention or
treatment of atherosclerosis.

In enother aspect of the invention there is provided a combination comprising
candesartan, or a pharmaceutically acceptable aalt thereof, and rosuvastatin, or a
pharmaceutically acceptable salt thereof, for use 28 a medicament for the preveation of
cardiovascular events.

In enother aspect of the invention there is provided a combination comprising
candesartan, or a pharmaceutically acceptable salt thereof, and rosuvastatin, or a
pharmaceutically acceptebls salt thereof, for use in the menufacture of & medicament.

In another sspect of the invention there is provided a combingtion comprising
candesartan, or 8 pharmeceutically acceptable salt thereof, and rosuvastatin, or 2
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pharmaceutically acceptable salt thereof, for use in the manufacture of a

prevention or treatment of atherosclerosis.

In another aspect of the invention there is provided a combination comprising
candesartan, or a pharmaceutically acceptable salt thereof, and rosuvastatin, or a
pharmacentically acceptable salt thereof, for use in the manufacture of a medicament for the
prevention of cardiovascular events.

In a further aspect of the invention there is provided a method of preventing or treating
atherosclerosis in 8 warm-blooded animal, such as man, which comprises administezing &
combination of candesartan, or a pharmaceutically acceptable salt thereof, and rosuvastatin, or
a pharmaceutically acceptable salt thereof.

In a further aspect of the invention there is provided a method of preventing
cardiovascular events in a warm-blooded animal, such as man, which comprises administering
acombinaﬁmofmdoﬁﬂumnphmnaﬁcaﬂyamepﬂbluﬂtﬂmeof.mdmwmﬁn.
or & pharmaceutically acceptabls salt thereof,

Ammdmgtoaﬁnﬁaraspectofthepmuummnonthuampmwdednht
compnmgaoombmnhonofcmdesntanoraphmmhclﬂymepﬂhbsﬂtﬂmwf and
m:umtalm m‘aphnrmaceutlcl.lly aocaptnble salt thereof .opuounlly with instructions for use
mﬂ:ep:evenuonmtreaunmtofaﬂm'clms '

According to a further aspect of the present invention there is provided a kit
comprising:

a) candesartan in a first unit dosage form;

b) rosuvastatin in a second unit dosage form; and

c) container means for contrining said first and second dosage forms; and optionally
d) with instructions for use in the prevention or treatment of atheroscleroais.

According to another aspect of the preseat invention there is provided a method of
inhibiting expression of CD40 and/or metalloproteinases (MMPs) by administering a
combination of candesartan, or a pharmaceutically acceptable aalt thereof and rosuvastatin, or
& pharmaceutically acceptable salt thereof.

Particular metalloproteinases are MMP-1, MMP-2 and MMP-9.

According to another aspect of the present invention there is provided a method of
treating atheroaclerotic patients by inhibition of expression of CD40 and/or
metalloproteinases (MMPs) by adiministering an amount of a combination of candegartan, or a
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pharmaceutically acceptable galt thereof and rosuvastatin, or & pharmaceutically accoptable -
salt thereof suitable for inhjbition of expression of CD40 and/or metalloproteinases (MMPs).

According to a further aspect of the invention, there is provided a method for
normalizing the balance between MMPs and TIMPS by administration of an amount of a
combination of candesartan, ar a pharmsaceutically acceptable salt thereof and rosuvastatin, or
a pharmacentically acceptable salt thereof.

According to another aspect of the present invention there is provided a method of
inhibiting expression of LOX-1 by administering a combination of candesartan, or a
pharmaceutically acceptable sait thereof and rosuvastatin, or a pharmaceutically acceptable
salt thereof.

According to another aspect of the present invention there is provided a method of
treating atherosclerotic patients by inhibition of expression of LOX-1 by administering an
amount of a combination of cendesarteam, or & pharmaceutically acceptable salt thereof and
rosuvastatin, or a pharmaceutically acceptable salt thereof suitable for inhibition of expression
of LOX-1.

< .

. Materials and Methods
Animsl Mode]

Five pairs of CS7BL/6J mice and three pairs of homozygous apo-E kmockout mice (on
C57BL/6] background) were obtained from Jacknon Laboratories (Bar Harbar, ME). They
were bred by brother-gister mating and housed in a room lit from 6:00 AM to 6:00 PM and
kopt at 21°C. The C5S7BL/6J mice (n=10) were continued on regular diet for the entire study
period. The apo-E knockout mice were divided into four groups. Group 1 (n=10) animals
were given high-cholesterol diet (1% cholesterol) alone far 12 weeks since the age of 6
weeks; Group 2 (n=10) animals were given high-cholestero] diet with candesartan (1mg/kg/d)
for 12 weekn since the age of 6 weeks; Group 3 (u=10) animals were given high-cholesterol
diet with the rosuvastatin (1mg/kg/d) for 12 weeks gince the age of 6 weeks; Group 4 (n=10)
animals were given high-cholesterol diet with candesartan (1mg/kg/d) and rosuvastatin
(1mg/kg/d) for 12 weeks since the age of 6 weaks,

At the end of 12-week-treatment, the mice were sacrificed and subject to studies described
below. All experimental procedures were performed in accordance with protocols spproved
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by the Institutional Animal Care and Usage Committee of Univeraity of Arkanags for Medical

At the end of 12-week-treatment, 5 mice from each group were euthanized and the sortas
were scparated from surrounding tissues, After removal of the adventitial fat tissue, the aortas
were opened longitudinally from the aorta arch to the iliac bifurcation, and fixed in 10%
formalin for 24 hours. Then the aortas were rinsed in 70% alcohol briefly, stained with Sudan
IV solution for 15 minutes, differentiated in 80% alcohol for 20 minutes and washed in
running weter far 1 hour (Russell L. Techniques for studying atheroaclerotic lesion, Lab
Invest. 1958; 7:42-47). The acrtas were mounted and their pictures were taken with a camera
connected to a dissection microscope. The images were analyzed by soft ware (Image Pro
Plus, Media Cybemetics).

sorias (from acrta arch to iliac hifurcation) were separated from surounding tissues and
stored on dry ice. Bach aorta was cut into four segments, two of which were used to extract
total RNA with the single-step acid-guanidinium thiocyanate-phenol-chlorofarm method as
described earlier (27). One microgram of total RNA was reverse transcripted into cDNA with
oligo-dT (Promega, Madison, WL, U.S.A.) and Maloney murine leukemia virns (M-MLV)
reverse transcription (Promega) at 42°C for 1 hour. Two microliters of reverse tranacription
(RT) material was amplified with Taq DNA polymerase (Promegs) and a primer pair specific
to mouse LOX-1, CD40 or MMPs (MMP-1, -2, -9). For mouse LOX-1, forward primer: 5°-
TTACTCTCCATGGTGGTGCC-3’, reverse primer: 5-AGCTTCTTCTGCTTGTTGCC-3”
were used. 30 cycles of polymerzse chain reaction (PCR) were performed at 94°C for 40
seconds (denaturation), 55°C for 1 minute (annealing), and 72°C for 1 minute (extension).
The size of polymerase chain reaction (PCR) product was 193 base pairs. For mouss CD40,
forward primer 5°-GTTTAAAGTCCCGGATGCGA-3” and reverse primer 5°-
CTCAAGGCTATGCTGTCTGT-3" were used. 35 cycles of polymerase chain reaction (PCR)
were performed at 94°C for 1 minuts (denaturation), 55°C for 1 minute (annealing), and 72°C
for 1 minute (extension). The size of PCR product was 408 base pairs. For mouse MMP-1,
forward primer 5°~GGACTCTCCCATTCTTAATGA T-3° and reverse primer 5°-
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CCTCTTTCTGQATAACATCATCA AC-3" were used. For mouse MMP-2, forward primer

“~ATCAAGGGGATCCAGGAGC-3’ and reverse primer 5"-GCAGCGATGAAG
ATGATAG-3" were used. For mouse MMP-9, forward primer 5°-
AGTTTGGTGTCGCGGAGCAC-3" and reverse primer 5°-
TACATGAGCGCTTCCGGCAC-3’ were used. For all MMPs, 35 cycles of PCR were
petfarmed at 94°C for 1 minute (denaturation), S8°C for 1 minute (annealing), and 75°C for 1
minute (extension). The sizes of PCR product were 627, 718 and 753 base pairs, respectively.
A primer pair specific to mouse B-actin was used as housekeeping gene (forward primer: 5°-
TICTACAATGAGCTGCGTTG-3’, reverse primer: 5°-CACTGTGTTGGCATAGAGGTC-
3°). 30 cycles were used at 94°C for 30 seconds (denaturation), 55°C for 1 minute (annealing),
and 72°C for 1 minute (extension). PCR product was 560 base pairs, The reverse transcription
PCR (RT-PCR)-amplified sample was visualized on 1.5% agaross gel using cthidium
bromide.

Proiein Prepsration an nalvei Woshem Bl
Il P pLmi) 1R 10 1Y, A £ 4! FY SN

Bach mouse aorta was cut into four segments. Two of them were used to extract RNA, and the

" remaining two wers used to extract protein as described previcusly (14). In brief, the aortic

tissues were homogenized and lysed in lyzis buffer, then centrifoged at 4000 rpm for 10
minutes at 4°C. The lysate proteins from sortas (20 pg/lane) were separated by 10% SDS-
PAGE, and transfexred to nitrocellulose membranes. After incunbation in blocking solution
(5% non-fat milk, Sigma), membranes were incubated with 1:750 dilution monoclonal
antibody to mouse LOX-1, 1:500 dilution polyclonal antibody to mouse CD40 (Santa Cruz),
1pg/ml dilution monoclonal entibody to mouse MMP-1 (Oncogene), 1ug/ml dilution
monoclonal antibody to mouse MMP-2 (Oncogene), 1ug/ml dilation monoclonal antibody to
mouse MMP-9 (Oncogene), 1:500 dilution polyclonal antibody to mouse TIMP-1 (Santa
Cruz), 1:500 dilution polyclonal antibody to monse TIMP-2 (Santa Cruz), or 1:5000 dilution
monoclonsl antibody to mouse p-actin (Sigma) for overnight at 4°C. Membranes were
washed and then incubated with 1;5000 dilution specific secondary entibody (Amersham Life
Science) for 2 hours at room temperature, and the membranes were washed and detected with
the BCL system (Amersham Life Science). The relative intensities of protein bands were
analyzed by Scen-gel-it software (Li DY, Zhang YC, Sawamura T, Mchta JL. Circ Res. 1999;
84:1043-1049).
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All data represent mean of duplicate samples. Data are presented as mean + SD.
Statistical significance was determined in multiple comparisons among independent groups of
data in which ANOVA and the F test indicated the presence of significant differences. AP
value <0.05 was considered significant.

knockout mice fed high-cholesterol diet developed extensive atherosclerosis (P<0.01 vs
control mice). Although both candesartan and rosuvastatin alone decreased the extent of
atherosclerosis (p<0.05 vs high-cholesterol diet alone), the combination reduced
atherosclerosis to 8 much greater extent (P<0.05 v candesartan or rosuvastatin alone plus
high-cholesterol diet). Figure 1 shows results of representative experiments and the extent of
atherosclerosis (mean + SD) in different groups of animals.

Candersartan and rosuvastatin alone decreased atherosclerosis by about 35% and 25%
respectively. The combination reduced atherosclerosis by 709%, demonstrating a synergistic

effect. This effect is illustrated graphically in Figure 2.

In the control C57BL/6] mice, the expression of LOX-1 (mRNA and protein) was low.
In contrast, LOX-1 expression (mRNA and protain) was markedly increased by high-
cholestero] diet in apo-E knockout mice (P<0.01 vs control mice). Both candesartan and
rosuvastatin alone decreased the LOX-1 expression (mMRNA and protein), albeit modestly
(P<0.05 vs high-cholesterol diet alone). The combination of candesartan and rosuvastatin had
a dramatic inhibitory effect on the up-regulation of LOX-1 (mRNA and protein) in apo-E
knockout mice (P<0.01 vs high-chalesterol diet alone).

Compared with the expression in control CS7BL/6J mice, CD40 expression (mRNA
and protein) was markedly increased in apo-E knockout mice fed a high-chaleaterol diet in
(P<0.01 vs control mice). Although candesartan and rosuvastatin treatment alone slightly
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(mRNAmdp:oﬁu)hﬂnapo—BknocMmﬁoeN.Ol vs high-cholesterol diet alone).

Compatedwithﬂwexplusioninmu'olcsmuanﬂoe,m-l, -2and -9
expression (nRNA andpmuin)wasmaﬂwdlyincteasedinhigh.chohsml diet-fed apo-B
knockout mice (P<0.01 vs control mice). Both candesartan and rosuvastatin alone decreased
MMP-1, -2 and -9 expression (mRNA and protein), albeit modestly (P<0.05 vs high-
cholesmldiaalme).moomMaﬁmotmdestdmuvmaﬁnhadackamaﬁc
inhibitory effect on their expression (P<0.01 vs high-cholesterol diet alone).

TIMP-1 mm-zwnmﬁmwmom”dinapoakmckmnmioeby
high-cholesterol diet (P<0.01 vs. control mice), but the increase was less than that of MMPs.
Bioth candesartan and rosuvastatin alone reduced TIMP-1 and TIMP-2 expressionby a small -
mea.wnmwmlmmymuwmumﬁmofmmm



S EIRL AR ER & dmeamme

10

-

=

1. A combination comprising candesartan or a pharmaceutically acoeptable salt thereof

mmm«awmmmmmuma
stherosclercsis.

2. A pharmaceutical composition which comprises a combination as clsimed in Claim 1

hmmawmmm«mhmhmm
or treatinent of atherosclerosis.

3. AMMMW.M&W&G@L
i-mmm.wymm«mhmhum
of cardiovasculas events.

4, Aoonﬁﬁonsdﬁmdh%lmmhhmdawh
the prevention or treatment of atherosclerosis.

3. Acombinstion as claimed in Claim 1 for use in the menufactare of s medicament for
the prevention of candiovascular events.

6 AMsthlﬁrmnaMhum
treatment of atheroecierosis. ’

7 A combination s claimed in Claim 1 for uee a8 8 medicament for preveation of
cardiovasculac events.

8. AW&M«MM&.WMM.
man, which comprises administering a combination as claimed in Claim 1.

9. A method of preventing cardiovascular events in & wann-blooded animal, such as
man, which comprises administering & combination as claimed in Claim 1.

10. Amm.@mm»dmmmnmmmn
use in the peevention or trestment of atherosclerosis.

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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11, A combination as claimed in Claim 1 wherein candesartan is in the form of
candesartan cilexetil.

SUBSTITUTE SHEET (RULE 286)
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| C87BLIGJ + reqular dist

apo-E KO + HC diet

B apo-E KO + HC diet + Candesartan

SRl apo-E KO + HC diet +both

* P<0.01 v& control
# P<0.05vs HC diet
+ P<0.01 va HC diet
$ P<0.02 va HC diet with

T rosuvastatin orcandesartan
151 n=5
¥ #
10+
B
2 3 4 5

1

Area percentage of aortic .
atherosclerotic lesions

1. Control mice fed with regular dlet

2. Apo-E KO mice fed with HC dlet

3. Apo-E KO mice fed with HC diet together with rosuvastatin

4, Apo-E KO mice fed with HC dlet togather with candesartan

5. Apo-E KO mice fed with HC diet together with rosuvastatin and candesartan

SUBSTITUTE SHEET (RULE 28)
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TRATAMIENTO TERAPEUTICO %

La presente invencion se refiere a una composicion que comprende
candesartin y rosuvastatina.

La presente invencion concierne ademas a composiciones farmacéuticas
que comprenden la combinacion mencionada anteriormente. La presente
invencion se relaciona también con el uso de una combinacién mencionada
anteriormente en la prevencién o tratamiento de arteriosclerosis.

La arteriosclerosis es una afeccion mediada por procesos patologicos
complejos, que resultan en depdsitos de lipidos distribuidos irregularmente en
las arterias, y es un importante factor que contribuye a la cardiopatia
isquémica. Por lo tanto, una reduccién en la arteriosclerosis es un objetivo
esencial para disminuir el nimero de acontecimientos cardiovasculares por
ejemplo, infarto de miocardio, agravamiento de angina, paro cardiaco,
apoplejia, insuficiencia cardiaca congestiva y muerte cardiovascular.

La dislipidemia, particularmente una concentracion plasmatica
incrementada de lipoproteina de baja densidad (LDL), es uno de los principales
factores de riesgo en la arteriosclerosis. Estudios clinicos han demostrado que
la reduccion de la concentracién de LDL plasmatica con inhibidores de 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG CoA) reductasa, cominmente
conocidas como estatinas, resulta en un menor riesgo de acontecimientos
cardiovasculares.

La activacion del sistema renina-angiotensina (RAS) puede
considerarse otro importante factor de riesgo en la arteriosclerosis. La
activacion de RAS con la formacién de angiotensina (II) (A (II)) y la
activacion de receptores A (II) han sido implicadas en la aterogénesis, ruptura
de placas, disfuncién isquémica de miocardio e insuficiencia cardiaca
congestiva (Singh and Mehta, Arch Intern Med, 2003, vol 163, 1296-1304).

La Solicitud Internacional de Patente WO 95/26188 divulga el
tratamiento de arteriosclerosis con bloqueadores de receptor A (II),
opcionalmente en combinacién con inhibidores d¢ HMGCoA reductasa. La
Solicitud Intemnacional de Patente WO 01/76573 divulga el uso de una

4
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combinacién de por lo menos dos de un antagonista A (II), unAhfhibidor de
ACE (enzima convertidora de angiotensina) y un inhibidor de GCoA
reductasa para la prevencién o retraso de la evolucién en un listado de
afecciones, entre las cuales se encuentra la arteriosclerosis.

Sorpresivamente hemos descubierto que la combinacién del antagonista
A (IT) candesartin y el inhibidor d¢ HMG CoA rosuvastatina posee un efecto
sinérgico en la reduccién de la arteriosclerosis. Este efecto sinérgico parece
surgir de Ia inhibicién sinérgica de la expresion de un niimero de mediadores
inflamatorios involucrados en el RAS (por ejemplo CD40, metaloproteinasas
(MMPs)) y/o inhibicion de la expresion del receptor LOX-1 (que es un
receptor para LDL oxidada en células endoteliales). El efecto sinérgico
aporta una fuerte evidencia de superposicion ("cross-falk™) entre el RAS y
la dislipidemia en la aterogénesis.

Se observard que la actividad de MMPs puede regularse in vivo por
sus inhibidores de tejido (TIMPs). Hemos demostrado asimismo que la
expresion de TIMP-1 y TIMP-2 se regula por incremento por una dieta de
alto contenido de colesterol, y se atenia apreciablemente por la
combinacidn de candesartdn y rosuvastatina. Estos datos sustentan el
concepto de que el equilibrio entre MMPs y TIMPs se altera por una dieta
de alto contenido de colesterol, y que este desequilibrio puede
"normalizarse" por la combinacién de un antagonista A (II) y un agente
reductor de lipidos.

En un aspecto de la invencién se provee una combinacién que
comprende candesartdn, o su sal de aceptacidn farmacéutica, y
rosuvastatina, o su sal de aceptacion farmacéutica, para la prevencién o
tratamiento de arteriosclerosis.

En un aspecto de la invencion se provee una combinacion que
comprende candesartin, o su sal de aceptacion farmacéutica, y
rosuvastatina, o su sal de aceptacién farmacéutica, para la prevencién de
acontecimientos cardiovasculares.

Tal combinacién puede ser igualmente util en el tratamiento o
prevencion de otras enfermedades asociadas con estos mediadores, por

\
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ejemplo en enfermedades o afecciones inflamatorias, tales como lesiéon por
isquemia-revascularizacion (al corazon, cerebro, rifiones, pulmones e
higado), lesién inducida por radiacidn, lesion por quemaduras e
insuficiencia venosa periférica.

El candesartdn puede estar convenientemente en la forma de
candesartan, o en la forma de profirmaco candesartin cilexetil. Estas
formas pueden formularse con un agente adicional como un diurético tal
como hidroclorotiazida (por ejemplo, comercializada como Atacand
Plus™),

Donde aqui se hace alusion al candesartdn, éste incluye tanto el
candesartdn como el candesartdn cilexetil.

Preferiblemente la sal de calcio de rosuvastatina, que puede
designarse rosuvastatina calcica, se emplea en los diferentes aspectos de la
presente invencion.

En general, sales de aceptacion farmacéutica incluyen sales de adicién
de 4cido tales como metanosulfonato, tosilato, a-glicerofosfato, fumarato,
clorhidrato, citrato, maleato, tartrato y (menos preferiblemente)
hidrobromuro. En igual forma, sales de aceptacion farmacéutica incluyen
sales formadas con acido fosforico y sulfirico. Sales de aceptacion
farmacéutica incluyen generalmente sales basicas tales como una sal de
metal alcalino por ejemplo sodio, una sal de metal alcalinotérreo por
ejemplo calcio o magnesio, una sal de amina orgdnica por ejemplo
trietilamina, morfolina, N-metilpiperidina, N-etilpiperidina, procaina,
dibencilamina, N,N-dibenciletilamina, tris<(2-hidroxietil)Jamina, tris
(hidroximetil)metilamonio, N-metil d-glucamina y aminoacidos tales como
lisina. Puede haber mas de un catién o anion, dependiendo del nimero de
funciones cargadas y la valencia de los cationes o aniones.

Aqui, donde se utiliza el término "combinacion" hay que entender que
éste se refiere a la administracion simultanea, separada o consecutiva. En un
aspecto de la invencién, "combinacién"” se refiere a la administracion
simultinea. En otro aspecto de la invencién "combinacién” se refiere a la

administracion separada. En un aspecto adicional de la invencion
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"combinacion” se refiere a la administracion secuencial. Donde la
administracién es consecutiva o separada, la demora en administrar el segundo
componente debe ser tal que ambos agentes estén presentes en el cuerpo de
modo que produzcan el efecto sinérgico de la combinacion.

En un aspecto adicional de la invencién se provee una composicion
farmacéutica que comprende candesartan, o su sal de aceptacién farmacéutica,
y rosuvastatina, o su sal de aceptacién farmacéutica, en asociacién con un
diluyente o vehiculo de aceptacién farmacéutica para uso en la prevencién o
tratamiento de arteriosclerosis.

En un aspecto adicional de la invencién se provee una composicién
farmacéutica que comprende candesartén, o su sal de aceptacién farmacéutica,
y rosuvastatina, o su sal de aceptacion farmacéutica, un diluyente o vehiculo
de aceptacion farmacéutica para uso en la prevencién o reduccién del riesgo
de acontecimientos cardiovasculares.

Las composiciones descritas aqui pueden estar en una forma apropiada
para administracion oral, por ejemplo como una tableta o cdpsula, para
inyeccién parenteral (incluidas intravenosa, subcutinea, intramuscular,
intravascular o infusién) por ejemplo como una solucidn estéril, suspensién o
emulsién, para administracion topica por ejemplo como un ungliento o crema,
para administracién rectal por ejemplo como un supositorio o la via de
administracion puede ser por inyeccion directa en el tumor o por
administracién regional o por administracién local. En otras incorporaciones
de la presente invencién los compuestos del tratamiento de combinacién
pueden administrarse por via endoscopica, intratraqueal, intralesional,
percutdnea, intravenosa, subcuténea, intraperitoneal o intratumoral. En
general las composiciones descritas aqui pueden prepararse en una manera
convencional utilizando excipientes convencionales o vehiculos que son bien
conocidos en el arte.

Excipientes apropiados de aceptacion farmacéutica o vehiculos para una
formulacion en tableta incluyen, por ejemplo, excipientes inertes tales como
lactosa, carbonato de sodio, fosfato de calcio o carbonato de calcio, agentes
granulantes y desagregantes tales como almidén de maiz o 4cido alginico;
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agentes aglutinantes tales como gelatina o almidén; agentes lubricantes tales
como estearato de magnesio, icido estedrico o talco; agentes preservantes
tales como 4-hidroxibenzoato de etilo o propilo, y anti-oxidantes, tales como
acido ascorbico. Formulaciones en tableta pueden ser no cubiertas o
recubiertas ya sea para modificar su desagregacién y la absorcién subsiguiente
del ingrediente activo en el tubo digestivo, o para mejorar su estabilidad y/o
apariencia, utilizando en cualquiera de los dos casos agentes de recubrimiento
convencionales y procedimientos bien conocidos en el arte.

Composiciones para uso oral pueden estar en la forma de cépsulas de
gelatina duras, en las cuales el ingrediente activo se mezcla con un excipiente
sdlido inerte, por ejemplo, carbonato de calcio, fosfato de calcio o caolin, o
como cdpsulas de gelatina blandas, en las cuales el ingrediente activo se
mezcla con agua o un aceite tal como aceite de mani, parafina liquida o aceite
de oliva.

El candesartan se obtiene comercialmente como 'Atacand™' y
'Atacand Plus™', La rosuvastatina cdlcica se obtiene comercialmente como
'Crestor™'. Formulaciones apropiadas para la presente invencién incluyen
aquellas que se obtienen en el comercio.

Posologias apropiadas de cada componente de la combinacién son
aquellas de los productos comerciales existentes en el mercado.
Alternativamente, la sinergia entre los componentes puede permitir una
posologia menor de uno o ambos componentes a utilizarse. Por ejemplo,
puede usarse una dosis de 4mg, 8mg, 16mg, 32mg, o hasta 160mg de
candesartdn en combinacién con una dosis de 80mg, 40mg, 20mg, 10mg, Smg
6 2.5mg de rosuvastatina. Se entenderd que cualquiera de las dosis de
candesartin puede combinarse con cualquier dosis apropiada de rosuvastatina

En un aspecto, se usan 80mg de rosuvastatina. En otro aspecto, se
emplean 40mg de rosuvastatina. En un aspecto adicional, se utilizan 20mg de
rosuvastatina. En un aspecto adicional, se usan 10mg de rosuvastatina. En un
aspecto adicional, se emplean Smg de rosuvastatina. En un aspecto adicional,
se utilizan 2.5mg de rosuvastatina. .

En un aspecto, se usan entre 32 y 160mg, tal como alrededor de 64 a

\4
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128mg, por ejemplo 64 a 112mg, tal como alrededor de %g de
candesartdn.  Convenientemente, se emplean alrededor de 72mg de
candesartin. En otro aspecto, se utilizan 32mg de candesartdn. En un aspecto
adicional, se usan 16mg de candesartin. En un aspecto adicional, se utilizan
8mg de candesartin. En un aspecto adicional, se emplean 4mg de
candesartan.

Se observard que la composicién farmacéutica de acuerdo con la
presente invencién incluye una composicion que comprende candesartén o su
sal de aceptacién farmacéutica y rosuvastatina o su sal de aceptacion
farmacéutica y un excipiente o vehiculo de aceptacion farmacéutica. Tal
composicién, por ejemplo en una formulacién oral dGnica ofrece
convenientemente el producto de combinacién terapéutica de la invencion
para administracion simultinea en la prevencion o tratamiento de
arteriosclerosis.

- Preferiblemente los dos componentes de la combinacion se administran
ambos por via oral.

Preferiblemente los dos componentes de la combinacion se administran
en una formulacién oral tinica.

Preferiblemente la combinacion se formula en una posologia de una vez
al dia.

Convenientemente, la combinacién se formula como una sola tableta o

, cépsula.

Las posologias y programas descritos anteriormente pueden variarse de
acuerdo con la enfermedad particular y la condicion general del paciente. Por
ejemplo, puede ser necesario o deseable reducir las dosis ya mencionadas de
los componentes del tratamiento de combinacién con el fin de disminuir la
toxicidad. Las posologias y programas pueden variar igualmente si, ademds
de un tratamiento de combinacién de la presente invencién, se emplean uno o
mas agentes quimio-terapéuticos adicionales. La programacion puede
determinarse por el médico general que trata a cualquier paciente particular
utilizando su habilidad y conocimiento profesionales.

Una combinacion farmacéutica de acuerdo con la presente invencion
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incluye igualmente composiciones separadas que comprenden una primera
composicion que contiene candesartén o su sal de aceptacién farmacéutica y
un excipiente o vehiculo de aceptacién farmacéutica, y una segunda
composicién que contiene rosuvastatina o su sal de aceptacion farmacéutica y
un excipiente o vehiculo de aceptacion farmacéutica. Tal composicién ofrece
convenientemente la combinacién terapéutica de la invencién para
administracién consecutiva o separada en la prevencién sinérgica o tratamiento
de arteriosclerosis, aunque las composiciones separadas pueden administrarse
también en forma simulténea.

En otro aspecto de la invencién se provee una combinacién que
comprende candesartin, o su sal de aceptacién farmacéutica, y rosuvastatina,
o su sal de aceptacion farmacéutica, para uso como un medicamento para la
prevencion o tratamiento de arteriosclerosis.

En otro aspecto de la invencion se provee una combinacién que
comprende candesartan, o su sal de aceptacion farmacéutica, y rosuvastatina,
o su sal de aceptacion farmacéutica, para uso como un medicamento para la
prevencion de acontecimientos cardiovasculares.

En otro aspecto de la invencién se provee una combinacién que
comprende candesartin, o su sal de aceptacion farmacéutica, y rosuvastatina,
o su sal de aceptacion farmacéutica, para uso en la manufactura de un
medicamento.

En otro aspecto de la invencion se provee una combinacién que
comprende candesartan, o su sal de aceptacién farmacéutica, y rosuvastatina,
o su sal de aceptacién farmacéutica, para uso en la manufactura de un
medicamento para la prevencidn o tratamiento de arteriosclerosis.

En otro aspecto de la invencién se provee una combinacion que
comprende candesartén, o su sal de aceptacion farmacéutica, y rosuvastatina,
o su sal de aceptaciéon farmacéutica, para uso en la manufactura de un
medicamento para la prevencién de acontecimientos cardiovasculares.

En un aspecto adicional de la invencion se provee un método de prevenir
o tratar arteriosclerosis en un animal de sangre caliente, tal como el hombre,

que comprende administrar una combinacién de candesartin, o su sal de
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aceptacion farmacéutica, y rosuvastatina, o su sal de aceptacion farmacéutica.

En un aspecto adicional de la invencién se provee un método de
prevenir acontecimientos cardiovasculares in un animal de sangre caliente, tal
como el hombre, que comprende administrar una combinacion de candesartsn,
o su sal de aceptacién farmacéutica, y rosuvastatina, o su sal de aceptacién
farmacéutica.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion se provee
un botiquin ("a kit") que comprende una combinacién de candesartin o su sal
de aceptacién farmacéutica, y rosuvastatina; o su sal de aceptacion
farmacéutica, en forma opcional con instrucciones para uso en la prevencion o
tratamiento de arteriosclerosis.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion se provee
un botiquin que comprende:

a) candesartan en una primera forma farmacéutica unitaria;

b) rosuvastatina en una segunda forma farmacéutica unitaria; y

c) medios de envase para contener dichas formas farmacéuticas primera y
segunda; y, en forma opcional,

d) con instrucciones para uso en la prevencién o tratamiento de
arteriosclerosis.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion se provee un
método de inhibir.la expresiéon de CD40 y/o metaloproteinasas (MMPs)
administrando una combinacién de candesartidn, o su sal de aceptacién
farmacéutica y rosuvastatina, o su sal de aceptacién farmacéutica.

Metaloproteinasas particulares son MMP-1, MMP-2 y MMP-9.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion se provee un
método de tratar pacientes arterioscleréticos por inhibicién de la expresién de
CD40 y/o metaloproteinasas (MMPs), administrando una cantidad de una
combinacién de candesartin, o su sal de aceptacion farmacéutica y
rosuvastatina, o su sal de aceptacion farmacéutica, apropiados para inhibicién
de la expresion de CD40 y/o metaloproteinasas (MMPs).

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, se provee un
método para normalizar el equilibrio entre MMPs y TIMPS mediante la
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de aceptacion farmacéutica y rosuvastatina, o su sal de aceptacién
farmacéutica.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién se provee un
método de inhibir la expresién de LOX-1, administrando una combinacién de
candesartdn, o su sal de aceptacion farmacéutica y rosuvastatina, o su sal de
aceptacion farmacéutica.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién se provee un
método de tratar pacientes arterioscleréticos por inhibicién de la expresién de
LOX-1 administrando una cantidad de una combinacién de candesartén, o su
sal de aceptacién farmacéutica y rosuvastatina, o su sal de aceptacion
farmacéutica, apropiados para inhibicion de la expresion de LOX-1.

Materiales y Métodos
Modelo Animal

Cinco parejas de ratones C57BL/6J y tres parejas de ratones con
inactivacién del gen apo-E, homocigético ("homozgygous apo-E knockout
mice™) (sobre fondo C57BL/6J) se obtuvieron de Jackson Laboratories (Bar
Harbor, ME). Se criaron por apareamiento hermano-hermana y se albergaron
en un cuarto iluminado de 6:00 AM a 6:00 PM y se mantuvieron a 21°C. Los
ratones C57BL/6] (n=10) continuaron a una dieta regular durante todo el
perfodo de estudio. Los ratones con inactivacién del gen apo-E se dividieron
en cuatro grupos. A los animales del Grupo 1 (n=10) se les administré una
dieta de alto contenido de colesterol (1% colesterol) solo durante 12 semanas
desde la edad de 6 semanas; a los animales del Grupo 2 (n=10) se les
administrd una dosis de alto contenido de colesterol con candesartan
(1mg/kg/dia) durante 12 semanas desde la edad de 6 semanas; a los animales
del Grupo 3 (n=10) se les administré una dosis de alto contenido de colesterol
con rosuvastatina (1mg/kg/dia) durante 12 semanas desde la edad de 6
semanas; a los animales del Grupo 4 (n=10) se les administré una dieta de
alto contenido de colesterol con candesartdn (1mg/kg/dia) y rosuvastatina
(1mg/kg/dia) durante 12 semanas desde la edad de 6 semanas.
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Al final del tratamiento de 12 semanas, los ratones se sacrificaron y se
sometieron a los estudios descritos a continuacién. Todos los procedimientos
experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con protocolos aprobados por El
Comité Institucional de Cuidado y Utilizacion Animal de la Universidad de
Arkansas para Ciencias Médicas.

Anilisis Cuantitativo y Placas Arteriosclerdticas

Al final del tratamiento de 12 semanas, 5 ratones de cada grupo se sometieron
a eutanasia y se separaron las aortas de los tejidos circundantes. Luego del
retiro del tejido graso adventicio, las aortas se abrieron longitudinalmente del
arco de la aorta a la bifurcacion iliaca, y se fijaron en 10% de formalina
durante 24 horas. En seguida, las aortas se enjuagaron brevemente en 70% de
alcohol, se tifieron con solucién Sudan IV durante 15 minutos, se diferenciaron
en 80% de alcohol durante 20 minutos y se lavaron en agua corriente durante
1 hora (Russell L. Techniques for studying atherosclerotic lesion, Lab Invest.
1958; 7:42-47). Las aortas se armaron y sus fotos se tomaron con una camara
conectada a un microscopio de diseccion. Las imdgenes se analizaron
mediante software (Image Pro Plus, Media Cybernetics).

Preparacion de ARN y Andlisis por RT-PCR

Al final del tratamiento de 12 semanas, 5 ratones de cada grupo se
sometieron a eutanasia y se separaron las aortas (del arco de la aorta a la
bifurcacion iliaca) de los tejidos circundantes y se almacenaron en hielo seco.
Cada aorta se cortd en cuatro segmentos, dos de los cuales se usaron para
extraer el ARN total con el método de paso unico acido-tiocinato de
guanidinio-fenol-cloroformo como se describe previamente (27). Un
micrograma de ARN total se sometié a transcriptasa inversa ("was reverse
transcripted”) en cADN con oligo-dT (Promega, Madison, W1, US.A.) y
transcripcion inversa (Promega) del virus de leucemia murina Maloney (M-
MLYV) a 42°C durante 1 hora. Dos microlitros de material de transcriptasa
inversa (RT) se amplificé con Taq ADN polimerasa (Promega) y una pareja
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de cebadores ("a primer pair") especifico de LOX-1, CD40 6 MMPs (MMP-
1, -2, 9) de ratén. Para LOX-1 de ratdn, se utilizaron cebador primario: 5'-
TTACTCTCCATGGTGGTGCC-3', cebador inverso: 5-
AGCTTCTTCTGCTTGTTGCC-3'. Se llevaron a cabo 30 ciclos de reaccion
en cadena de polimerasa (PCR) a 94°C durante 40 segundos
(desnaturalizacion), 55°C durante 1 minuto (hibridacion), y 72°C durante 1
minuto (extension). El tamafio del producto de reaccion en cadena de
polimerasa (PCR) fue de 193 pares de bases. Para CD40 de raton, se
emplearon cebador primario 5-GTTTAAAGTCCCGGATGCGA-3' vy
cebador inverso 5-CTCAAGGCTATGCTGTCTGT-3. Se realizaron 35
ciclos de reaccion en cadena de polimerasa (PCR) a 94°C durante 1 minuto
(desnaturalizacién), 55°C durante 1 minuto (hibridacién), y 72°C durante 1
minuto (extensién). El tamaiio del producto PCR fue de 408 pares de bases.
Para MMP-1 de ratdon, se usaron cebador primario 5'--
GGACTCTCCCATTCTTAATGA T-3' y cebador inverso 5
CCTCTTTCTGGATAACATCATCA AC-3. Para MMP-2 de ratén, se
emplearon cebador primario 5~ATCAAGGGGATCCAGGAGC-3' y cebador
inverso 5-GCAGCGATGAAGATGATAG-3'. Para MMP-9 de ratén, se
utilizaron cebador primario 5'-AGTTTGGTGTCGCGGAGCAC-3' y cebador
inverso 5'-TACATGAGCGCTTCCGGCAC-3'. Para todas las MMPs, se
llevaron a cabo 35 ciclos de PCR a 94°C durante 1 minuto (desnaturalizacion),
58°C durante 1 minuto (hibridacién), y 75°C durante | minuto (extension).
Los tamafios del producto PCR fueron de 627, 718 y 753 pares de bases,
respectivamente. Una pareja de cebadores especifica de la B-actina de raton
se utilizd como gen guardian ("housekeeping gene') (cebador primario: 5'-
TTCTACAATGAGCTGCGTTG-3', cebador inverso: 5'-
CACTGTGTTGGCATAGAGGTC-3"). Se utilizaron 30 ciclos a 94°C
durante 30 segundos (desnaturalizacién), 55°C durante 1 minuto (hibridacién),
y 72°C durante 1 minuto (extensién). El producto PCR fue de 560 pares de
bases. La muestra amplificada por PCR de transcripcion inversa (RT-PCR) se
visualiz6 en 1.5% de gel de agarosa usando bromuro de etidio.



R S

Preparacion de Proteinas y Andlisis por Inmunotransferencia (”Wesfern
Blot")
La aorta de cada ratdn se cort0 en cuatro segmentos. Dos de ellos se

emplearon para extraer ARN, y los dos restantes se usaron para extraer
proteina como se describe previamente (14). En sintesis, los tejidos adrticos
se homogeneizaron y disolvieron en tampdn de lisis, luego se centrifugaron a
4.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Las proteinas del lisado de aortas (20
ug/pista) se separaron por 10% SDS-PAGE, y se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa. Luego de la incubacion en solucién bloqueadora (5% de leche
sin grasa, Sigma), las membranas se incubaron con anticuerpo monoclonal en
dilucién 1:750 a LOX-1 de ratén, anticuerpo policlonal en dilucién 1:500 a
CD40 de ratén (Santa Cruz), anticuerpo monoclonal en dilucién 1pg/ml a
MMP-1 de ratén (Oncogene), anticuerpo monoclonal en dilucién 1pg/ml a
MMP-2 de ratén (Oncogene), anticuerpo monoclonal en dilucién 1ug/ml a
MMP-9 de ratén (Oncogene), anticuerpo policlonal en dilucién 1:500 a
TIMP-1 de ratén (Santa Cruz), anticuerpo policlonal en dilucién 1:500 a
TIMP-2 de ratdn (Santa Cruz), o anticuerpo monoclonal en dilucion 1:5000 a
B-actina de ratén (Sigma) de un dia para otro a 4°C. Las membranas se
lavaron y luego se incubaron con anticuerpo secundario especifico en dilucion
1:5000 (Amersham life Science) durante 2 horas a temperatura de la sala, y las
membranas se lavaron y detectaron con el sistema ECL (Amersham life
Science). Las intensidades relativas de bandas de proteina se analizaron por
software Scan-gel-it (Li DY, Zhang YC, Sawamura T, Mehta JL. Circ Res.
1999; 84:1043-1049).

Analisis de los Datos

Todos los datos representan la media de muestras duplicadas. Los datos
se presentan como media + SD. La significacion estadistica se determiné en
comparaciones multiples entre grupos independientes de datos en los cuales
ANOVA vy la prueba F indicaban la presencia de diferencias significativas.
Un valor p <0.05 se consider6 significativo.
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Resultados

El efecto anti-arteriosclerdtico sinérgico de candesartén y rosuvastatina
Comparados con los ratones de control (ratones C57BL/6J alimentados

con una dieta regular), los ratones con inactivacion del gen apo-E, alimentados

con una dieta alta en colesterol, desarrollaron arteriosclerosis extensiva (p
<0.01 vs ratones de control). Aunque el candesartdn y la rosuvastatina solas
disminuyeron la magnitud de la arteriosclerosis (p < 0.05 vs dieta de alto
contenido de colesterol sola), la combinacién redujo la arteriosclerosis en una
magnitud mucho mayor (p <0.05 vs candesartin o rosuvastatina sola mas dieta
de alto contenido de colesterol). Figura 1 muestra los resultados de
experimentos representativos y la magnitud de la arteriosclerosis (media + SD)
en diferentes grupos de animales.

El candersartin y la rosuvastatina solos disminuyeron la arteriosclerosis
en alrededor de 35% y 25% respectivamente. La combinacién redujo la
arteriosclerosis en 70%, demostrando un efecto sinérgico. Este efecto se
ilustra graficamente en Figura 2.

El efecto sinérgico del candesartén y la rosuvastatina sobre la expresién de
LOX-1

En los ratones C57BL/6J de control, la expresion de LOX-1 (mARN y
proteina) fue baja. En contraste, la expresion de LOX-1 (mARN y proteina)
se incrementd notoriamente por la dieta de alto contenido de colesterol en
ratones con inactivacion del gen apo-E (p <0.01 vs ratones de control). Tanto

el candesartdn como la rosuvastatina solos disminuyeron la expresién de
LOX-1 (mARN y proteina), si bien modestamente (p <0.05 vs dieta de alto
contenido de colesterol sola). La combinacién de candesartdn y rosuvastatina
tuvo un efecto inhibidor dramdtico sobre la regulacion por incremento de
LOX-1 (mARN vy proteina) en ratones con inactivacion del gen apo-E (p
<0.01 vs dieta de alto contenido de colesterol sola).

El efecto sinérgico del candesartén y la rosuvastatina sobre la expresion de
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CD40

Comparada con la expresion en los ratones C57BL/6J de control, la
expresion de CD40 (mARN y protefna) se increment6 notoriamente en ratones
con inactivacién del gen apo-E, alimentados con una dieta de alto contenido
de colesterol (p <0.01 vs ratones de control). Aunque el tratamiento con
candesartdan y rosuvastatina solos disminuyd ligeramente la expresién de
CD40 (p <0.05 vs dieta de alto contenido de colesterol sola), la combinacion
de candesartin y rosuvastatina tuvo un efecto inhibidor dramético sobre la
regulacién por incremento de CD40 (mARN y proteina) en los ratones con
inactivacién del gen apo-E (p <0.01 vs dieta de alto contenido de colesterol

sola).

El efecto sinérgico del candesartin y la rosuvastatina sobre la_expresidn de
MMPs

Comparada con la expresion en ratones C57BL/6) de control, la
expresion de MMP-1, -2 y -9 (mARN y proteina) se increment notoriamente
en ratones con inactivacion del gen apo-E, alimentados con una dieta de alto
contenido de colesterol (p <0.01 vs ratones de control). Tanto el candesartin
como la rosuvastatina solos disminuyeron la expresion de MMP-1, -2 y -9
(mARN y proteina), si bien modestamente (p <0.05 vs dieta de alto contenido
de colesterol sola). La combinacion de candesartin y rosuvastatina tuvo un
efecto inhibidor draméitico sobre su expresién (p <0.01 vs dieta de alto

contenido de colesterol sola).

El efecto de candesartin y rosuvastatina sobre la expresion de TIMPs

La expresion de la proteina TIMP-1 y TIMP-2 se incrementd asimismo
en ratones con inactivacion del gen apo-E por una dieta de alto contenido de
colesterol (p <0.01 vs. ratones de control), pero €l aumento fue inferior al de
MMPs. Tanto el candesartin como la rosuvastatina solos redujeron la
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expresion de TIMP-1 y TIMP-2 en pequefio grado (p <0.05 vs. dieta de alto
contenido de colesterol sola), pero la combinacion de candesartdn y
rosuvastatina tuvo un efecto inhibidor mayor sobre su expresién (p <0.01 vs.
dieta de alto contenido de colesterol sola, p <0.05 vs. dieta de alto contenido

de colesterol con candesartan o rosuvastatina).
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Reivindicaciones

l.  Una combinacién que comprende candesartin o su sal de aceptacién
farmacéutica y rosuvastatina o su sal de aceptacion farmacéutica para la
prevencion o tratamiento de arteriosclerosis.

2.  Una composicion farmacéutica que comprende una combinacién como
se reivindica en la Reivindicacion 1, en asociacidn con un diluyente o vehiculo
de aceptacién farmacéutica para uso en la prevencion o tratamiento de

arteriosclerosis.

3. Una composicion farmacéutica que comprende una combinacién como
se reivindica en la Reivindicacién 1, en asociacion con un diluyente o
vehiculo de aceptaciéon farmacéutica para uso en la prevencién de
acontecimientos cardiovasculares.

4.  Una combinacién como se reivindica en la Reivindicacidn 1, para uso en
la manufactura de un medicamento para la prevencién o tratamiento de

arteriosclerosis.

5.  Una combinacion como se reivindica en la Reivindicacion 1, para uso en
la manufactura de un medicamento para la prevencién de acontecimientos

cardiovasculares.

6. Una combinaciéon como se reivindica en la Reivindicacién 1, para uso

como un medicamento para la prevencion o tratamiento de arteriosclerosis.

7.  Una combinacion como se reivindica en la Reivindicacién 1, para uso

como un medicamento para prevencién de acontecimientos cardiovasculares.
8. Un método de tratar o prevenir arteriosclerosis en un animal de sangre

caliente, tal como el hombre, que comprende administrar una combinacién

como se reivindica en la Reivindicacién 1.

HOJA DE REEMPLAZO (REGLA 26)



R— . 2)/ PeTrR2s04004120 3\

9.  Un método de prevenir acontecimientos cardiovasculares en un animal
de sangre caliente, tal como el hombre, que comprende administrar una

combinacion como se reivindica en la Reivindicacion 1.

10. Un botiquin que comprende una combinacién como se reivindica en la
Reivindicacién 1; opcionalmente con instrucciones para uso en la prevencion o
tratamiento de arteriosclerosis.

11. Una combinacién como se reivindica en la Reivindicacion 1, en donde

el candesartin estd en la forma de candesartdn cilexetil.
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56.

BOGOTA - COLOMBIA

PODER

Yo {(nosotros)

domicillado{e) en

Nombro{amos} a: RAMIRO CASTRO DUQUE y/o JUAN
PABLO CADENA SARMIENTO vy/v BEATRIZ
JARAMILLO 8.
de Bogotd, Colombis, epoderados verdaderos y legsies
con nader especial, amplio y suficlente, para racabar
de laa oficings y eutorldades colomblanas
sdministrativas, Judiclales y de policfs, en cusiquler
Instancia o recurso, la obtencidn de patentes de
: Invencidn, registros de marces, dleefios industrlales.
modelos de utllidad, depdsitos da nombres comarciales
y sneefias, registros ds tsrschos de sutor y contretos
sobre los mismos, obtancién de certificados de
obtentor de variedades vegetales, asl como sus
rdrroges, rencvaciones, anotacionss de trespaso,
ambios da nombre y/o domicilio; elaborar, tramitar y
ragintrar contratos de licencia vy licencles de
cualesquiera clases; Intervenir como demandante o
como demandado en cualquier Instancla y recurso ante
cusiquler Juez, corporacion, funcionarlo publico o
sutoridad en acclones judiclales, administratives y de
policla tales como: oposiclones al registro de marcas;
acciones de ceducided, cancelacién y nulidad;
acclones relvindicatorles, acclones derlvades de la
obtenclén n explotacidn de licencles; acciones de
compatencla deslesl; demandes panales; acciones de
indemnizacidn de perjuicics, rectamos y observaciones
a solicitudes de petentes, disefios industriales, modeloa
de utllided, an gl gjercicio da mediddd ceutelares y en
otras acclones o medidas simiiarea.

A oste efecto, lo(s) fecultolamos) para elevar
sollcitudes, formular descripcionas, enmiendas,
-ulestas, declaraclones, oposiclones, cancelaciones,
lidades, apelaciones y reclamos; psger impuestos,
cuotas y grevimenes prescritos por |a ley; renunclar o
déslstir a derechos concedidos o en curso de
concasldn; reclbir toda clase de documentos v valores,
dando sl descergo respactivo, y, en ganeral, para dar
ants diches autorideades todos los pasos necesarios sl
ofecto indicado y tomar todas Ilas medidas que
creyeren conducentes sl resgurrdo de mis (nuestros
intoresss), con todes las demds facultades legeles
necesarias.

Este poder comprendsa la facultad de ratificar o
confinnagr en ml  (huestro) nombre lo actuado asl
como la facultad de desistir, transigir, compromaeter, y
la de sistituilo en todo o en parte y revocer
sustitucionee. Asimismo nombro{amos) a: RAMIRO
CASTRO DUQUE vy/o JUAN PABLO CADENA
SARMIENTO y/o BEATRIZ JARAMILLO 8,

domicillado(s) en la Carrera 7 No. 16-58 Fieo 9, mis
{nuestrosl eapoderados en Colombla, con {scultedes
para reciblr notiflcaclones y designar apoderados
judicigles o extrajudiclales.

Otorgada y firmado en
hoy de
Firma

Nombre
Cergo

POWER OF ATTORNEY/

| (We) ASTRAZENECA UK LIMITED

domiciled in 15 Stanhope Gate, London WIK ILN
England

Heraby appoint RAMIRO CASTRO /6UOUE and/or
JUAN PABLO CADENA SARMIENTO and/or BEATRIZ
JARAMILLO S.

of Bogotd, Colombia, my (our) t(rue and lawful
attorneys with apeciat, ample and sufficient power to
obtain from the Colomblan adminlstrative, judicial and
police offices and authorities, In any instancs,
privileges of patants of Invention, registration of
trademerks, .ndustrial designe and utllity modals;
registration of commarcial nemas end emblems,
registration of copyright and contracts ralated thersto,
certificatex of obtelners of vegetables varisties, as well
as extensions, renewala and recordal of easignments
end changes of neme and domicile related to the
sbove; to prepere, prosecutd and register licenses of
any kind; to act as plaintiff or defendant In any
Instance or recourse, and before any judge,
corporation, public officlel or authority in judiclal,
administrative and police actions, such as: oppositicna
to the regiatration of trademaerks; ceducity, cancallstion
and nullity actions; clalm actlons derived from the
obtalning or explotation of licenses, action of unfair
caompetition; penal demands, actions of Indamnites for
damages: claeime or observatione on patant
applicatlons, models, industrial designs end utility
modeis; in the axercise of praventive messures: and In
other actlons or similar procesdings.

To that effect they are hersby empowerad to file
applications, formulate deacriptions, amendmaents,
protests, declarations, oppositions, cancellations,
nullities, appesls and cleims; to pay taxes, quotss snd
assassments prescribed by law, ranounce or waive tha
rights grantad or in the process of granting; to receive
all kind of documents end wvaluablas, giving the
respective relessa of raceipt, and, In genaral, to take
before seld suthorities the necessery steps to such
effect, and Bny messures that they may desm
pertinant to 1he eafeguard of my (owr) interest(s)
with all the other necessary legal powers.

Thie power includes the faculty to ratify or conflrm
desist, settle and compromise on my {(our) bahalf, and
to ‘substitute this power In whols or in part and tc
revoke substitutions. At the same time | (We) heraby
appoint RAMIRO CASTRO DUQUE end/or JUAN
PABLO CADENA SARMIENTO and/or BEATRIZ
JARAMILLO §.

domiciled in Cerrera 7 No. 16-568, Piso 9, my (our)
sttorney(s} in {act, with powers to receive notifications
and to designate Judiclal and extrajudiclal attorneys.

- -
ed and signed in Macclepfield, ™

Engllnd -
afy

Director. IP Services



CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

£ i =

Hoy de de
personaimenta comparecié anta mi

a quisn conozco, y de qulen me consta que firmd el
anterior documento, debidamenta Juramantado declard
y dijo que 4l ax

de

Socledad legalmente constituida para un perfodo de
duracién que alin no ha terminado; que sl declarante
estd autorizado por dicha compaiila para conferr pste
. poder; que @l sello estampado por 4! al pls da tal podar,
en nombre y reprasantacidn de la expresade compafifa,
es ol sello oficlel da ella; y que sl objeto para el cual se
conflare este Instrumento estd comprendido dentro del
de la socledad.

El simerito Notarlo hace constar qua tuvo a |a vista las
pruebas de la exiatencla da la sociedad,

Estado de
con facha
Y que qulen confiera el presentea poder as su
represantante.

Naterlo Piiblico (ssllo)

CERTIFICADO NOTARIAL

PERSONA NATURAL

Hoy de de . comparecld{sron}
. ama ml

8 gulen (es) conozco y me consta qus as{gzon) la(s)
persona(a) firmanteis} del documento que precede y
qulenies) declaraln) que otorgan el miamo para los
fines y propésitos que en &) sugp .

Notario F

LEGALIZACION POR APOSTILLA ES REQUERIDA,

NOTAli~.. CEHTIFICATF {CORPORATION)

On thie J day of J L
personally appeared bafora me

KeEViw a v S
to me known, and known to me to be the parson who
signed the foregolng instrumant who baing by mae duly
sworn did depose end say that he {gsha) la the

ar pTeeRwEY S

of

c-—"t' 2443

Mcppazevecsdr WK L1 T2

Which ie legally constituted for a tarm not yet expired,
that deponent is authorized by seid Company to confer
-this Power of Attorney: that the sesl affixed haersunto
by the desponant in'the nama and on bshalf of sald
Coarporation Is ¢he corporate seal theraof; and that
purpoge for which this instrument is granted
included within the corporate purpose of company.

The undersigned Notary Public attesis that he has sesn
the documents thet prove the existance of the

company. ﬁ'- M .

Stata of : ,
(2 Jum 2

under date of

?
.

and that he (sha) ho granta the - -presant power of
attorney s ite Repreiantnilva

DL

Notary Publlc {Seal)

~ NOTARIAL CERTIFICATE
NATURAL PERSON

On this day of . of
parsonally appearad befora me

who is(are) known 1o me and who | atlest executad
the foregoing document and he (they) declared he
(they) grant(s) the document for the uses and purposas
thersln expressed.

Notary Public {Seali)

LEaALIZATION BY APOSTILLE IS REQUIRED.
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* APOSTILLE

" thigue Comventon of 3 October 1961 / Converslon de La Haye uu § octmbre 1961)
UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTIERN IRELAND
e
This public docament / La présent acte pablic
1 Hubeensigedby 1B Hodgeon

a #ésigné par
). Acting in the capacity of  Nutary Pabile
apissant en quativl de
4. DNomsthe sesimmnpof  The Bald Notary Publle
vt rovitu do scemtimbre de
. Cextiffed/Attestd
3. nt London/h Lovdres 6, thefls 13 February 2004

7. by Her Majesty’s Principal Secratary of Stsis fix Poreign and Commommyvealth Affslrs /
P fe Secritaire d'Tist Principsl de Sa Majesté sux Affaires Etrangires et du Commonwealth.

8 Numbersom No 6346692

9. Stomp: 10. Signeure:  W. Glags
tlwibire:

Fay the Secrwtary of K ¢ Iyer fa Secritaire d'Koxt

' lfMMhhthlmﬂMhMﬂhhHﬂCﬁﬂmd!OﬁcINI,

[t should be presented to the consular seetion of the mission representing that countyy.




A

TRADUCCION AL ESPANOL del poder otorgado por ASTRAZENECA UK LIMITED,
domicillaca en 15 Stanhope Gate, Londres, W1K 1LN, inglaterra.

APOSTILLA
(Convenclén de La Haya del 5 de Octubre de 1861)

REINO UNIDO DE GRAN BRETANA E IRLANDA DEL NORTE
1. Pals: Reino Unido de Gran Bretafia e Ifanda del Norte
. Eate documento publico
2. ha sido firmado por J B Hodgson

3. actuando en capacidadde  Notario PI.'Ib“.cO

4. lleva el sello de dicho Notarlo Publico -
CERTIFICADO
5. en Londres 6. el 13 de Febrero de 2004

7. por El Secretario de Estado Principal de su Majestad para Asuntos Extranjeros y
de ila Comunidad

8. No. G346692

9. Sello 10. Firma: W. Glass

8| este documento ha de usarse en un pals que no es parte del Convenlo de La
Haya del 5 de Octubre de 1981, debe ser presentsdo a la secclén consular de ia
misién gque reprasanta a ese pals.

'bQ’
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Rad: 06-037090-

Dep. 2020 NUECREACIONES. | - 200t O+ 31 181121
Trm: 11 PATENTEIVI Eve 378 FASENACIONALL
« Adtd11 PREGENTACION  Falos: 4o

Industria y Comercio

SUPERI.NTEN'DEN_C?IA-

Delegatura de Propiedad industrial
DIvnslén de Nuevas Creacionés

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACI(JN DEL

TRAMITE
_  USUARID  RADICADOR -

PATENTE DE INVENCION (b)/ MODELO DE UTILIDAD ( ) { ) ()
JIndicacion de que se eolicita la conceslén de una patmtol/ { ) - ().
Datos de identificacién de! solicitante o de la persona que se s~

presenta la solicitud. () ()
-Descripcion de la lnvunclén/ { ) ()
-Dibujos de ser estos pertinentas. > () ()
-Comprobante do Pago da [as tasas astablecldas. / () { )

3

COMPLETA () INCOMPLETA ( ) () { )
DISERO INDUSTRIAL  { )

Jndlcacién de gue so sollclh-ol reglstro do Diseflo Industrial. . () (Y
-Datos de Identificacién del solicitante o de 1a persona que se

presonta la solicitud. _ () ()
-Ropresentacién grifica y fotogéiﬂca.dal Disafic Industrial o musstra

del Material que Incorpora el disefio. : () ()
-Comprobante de Pago de Jas tasas establecldas. () {)}
COMPLETA  ( ) INCOMPLETA ( ). () - ()
ESQUEMA DE TRAZADO" ( )

<ndicacion de que se solicita el registro de Disefio Industdal, . ( ) { )

-Datos de identificaclén del soficitante o de la persona que se

presenta la sollcitud, (%) ()

-Representacion grifica de! Eaquema Trazado. . ) ()

-Camprobante de Pago de [as tasas estsblecidas. () ()
4

COMPLETA () " INCOMPLETA ( ) { ) { )

Firma Responsabla:

Facha: L. ..ELM




REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogoth,
2020

Doctor (a)

CADENA SARMIENTO JUAN PABLO
Apoderado(a) y/o Representante de
ABTRAZENECA UK LIMITED

REFERENCIA Radicacién No. 06 37990
Solicitud internaciomal GB2004/004120
Fecha iniclio fase naclonal 26/04/2006

Trémite 11

Evento 378
Actuacisn 430

oficio No. @ 8439

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

1. La solicitud no contiene la copia del doocumento en que consta la cesifm del
derécho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisién 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisifén 486, se le
requlere para que dentro del té&rmino de dos meses sigquientes a la fecha da
notificacifm del presente oficlo, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud ge
conslderari abandonada y perderi su prelacién.

anié oficlo conforme a lo dispuesto el numeral 5.2, literal
e), del capitylo quin¥o de) titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALT

. 4 CBBPEDEB_:'DE VERGEL
Jefe 4

a divigién de Nuevas Creaciones

El anterior requerimiento fue notificado por fljacién en 1lista de

fecha ’ ‘.
j:ams mu



