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DESCRIPCION

Estimuladores de la GCs o activadores de la GCs solos y en combinacion con inhibidores de la PDE5 para el
tratamiento de la fibrosis quistica

La presente invencion se refiere al uso de estimuladores y activadores de la GCs como tratamiento auténomo o en
combinacion con inhibidores de la PDE5S para la preparacion de medicamentos para el tratamiento de la fibrosis
quistica (CF).

Antecedentes de la invencion

Los nucledtidos ciclicos, adenosina monofosfato ciclico (APMc) y guanosina monofosfato ciclico (GMPc) se
descubrieron hace décadas y representan una de las vias de segundo mensajero mas importantes dentro de las
células. Esta bien establecido que la regulacion de las agrupaciones intracelulares de GMPc tiene un considerable
impacto sobre la fisiologia, y la patofisiologia es un principio basico de la intervencion farmacologica (Eugenov y col.
2006; Schmidt y col. 2009). Los nitratos y los inhibidores de la PDE5 (PDES5i) que podrian incrementar los niveles
intracelulares de la GMPc ya son, por tanto, terapias aprobadas para angina, hipertensién arterial pulmonar (HAP) o
disfuncion eréctil (DE), respectivamente. Los estimuladores y activadores de la GCs descubiertos mas
recientemente estan en un estado avanzado de desarrollo clinico para la HAP y la insuficiencia cardiaca. Por tanto,
apuntar a la via de NO/GMPc mediante la produccion de GMPc (nitratos, estimuladores de la GCs, activadores de la
GCs) o degradacion de la GMPc (PDEDS5i) se convirtieron en una estrategia de intervencion farmacolégica muy eficaz
en varias enfermedades.

A nivel molecular, la producciéon de NO tiene como resultado la estimulacion de la guanilato ciclasa soluble (GCs)
que tiene como resultado la potenciacion de la formacion de la GMPC. Después, la GMPc regula diferentes dianas
corriente abajo, principalmente proteinas quinasas reguladas por GMPc (quinasas G), fosfodiesterasas reguladas
por GMPc (PDE) y canales idnicos regulados por GMPc que traduce la sefial de NO y aumentan en la GMPc y en
una disminucién del calcio libre intracelular. Por tanto, la respuesta mas prominente de incrementar la GMPc
intracelular, especialmente en células de musculo liso (CML), es la relajacion. Ademas, se analizan los efectos
antiproliferativos, antifibroticos o proapoptéticos de la GMPc y podrian ampliar las opciones terapéuticas para los
inhibidores de la PDE5 (Sandner y col. 2007, Schmidt y col. 2009). Mas recientemente, algunas lineas de evidencia
mostraron que los inhibidores de la PDE5 podrian también influir sobre la secrecién de cloruro a través del canal de
cloruro CFTR y podrian ser Uutiles para el tratamiento de la fibrosis quistica (Clarke 2008).

La fibrosis quistica (FQ) es uno de los trastornos genéticos mas prevalentes producidos por la mutacién de un Unico
gen, el canal CFTR, que afecta a 1 de 2.500-3.000 neonatos. En esta enfermedad, el transporte anormal de iones a
través del epitelio respiratorio conduce a una superficie de las vias respiratorias deshidratada y mala eliminacion del
moco. Esto contribuye a que se produzcan infecciones crénicas de las vias respiratorias y a una elevada morbididad
y una mortalidad precoz. Hasta ahora, el tratamiento esta centrado principalmente en el tratamiento antiinfeccioso y
el transplante de pulmén, pero no se dispone de terapia causal alguna centrada en la correccion y potenciacion de la
alteracion de la funcion de CFTR.

A nivel molecular, una mutacion en el gen CFTR tiene como resultado la FQ. Se ha identificado una amplia variedad
de mutaciones causantes de la FQ en el gen CFTR. No obstante, la mutacién mas prevalente es una delecion de la
fenilalanina en la posicion 508 de la secuencia de aminoacidos de CFTR y se denomina AF508-CFTR. Esta
mutacion se produce en aproximadamente el 70 %-80 % de los casos de FQ y esta asociada con una enfermedad
grave.

La delecion del residuo 508 en AF508-CFTR previene el correcto procesamiento y plegamiento de la proteina
madura. Esta CFTR con plegamiento erréneo no podia salir del RE, o no podia hacerlo completamente, y pasar a la
membrana plasmatica. Como resultado, el nUmero de canales presentes en la membrana en pacientes con CFTR es
mucho menor que el observado en las células que expresan el CFTR silvestre. Ademas, el canal mutado exhibié una
menor actividad del canal. Ademas, el menor nimero de canales en las membranas epiteliales y la menor actividad
del canal tienen como resultado una alteracion significativa del transporte de aniones a través del epitelio que
conduce a un transporte defectuoso de iones y fluidos. Esto produce un desequilibrio en el transporte de fluidos
epiteliales pulmonares y, por ultimo, un exceso de acumulacion de moco viscoso en los pulmones. Ademas, la
alteracion de la funcion de CFTR también afecta a, por ejemplo, la funcion pancreatica, las funciones
gastrointestinales, la funcién hepatica, las funciones de las glandulas secretoras o la secrecion de insulina.

En resumen, la alteracion de la funcién de CFTR por varias mutaciones produce fibrosis quistica. Por tanto, la
correccion y/o potenciacion de la funcion de CFTR de estas mutaciones podrian presentar una opcion terapéutica
causal para la fibrosis quistica (FQ).

Ademas de la correccion y/o potenciacion de la funcion de CFTR podria presentar una opcién terapéutica causal
para la disfunciéon pancreatica, la disfuncion hepatica, la sequedad de boca, la sequedad ocular, el sindrome de
Sojegren y la diabetes inducida por FQ.
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Se demostré que, en las células epiteliales pulmonares, el sildenafilo, un potente y selectivo PDES5i, aumentd la
secrecion de cloruro dirigida por CFTR (Cobb y col., 2003). Ademas, el trafico y la actividad funcional de los canales
de CFTR mutados de la membrana celular podrian estar influidos por los PDES5i in vitro (Dormer y col., 2005, Carlile
et al. 2007, Robert y col., 2008). De acuerdo con estos hallazgos se demostré que los inhibidores de la PDES5,
cuando se usan en modelos animales de fibrosis quistica (FQ) son capaces de reducir la secrecién de mucina (Mc
Pherson 1999) y podria afectar a la secrecion de cloruro (Lubamba y col. 2008). Por tanto, se postuld la hipdtesis de
que los inhibidores de la PDE5 podrian usarse para el tratamiento de la fibrosis quistica (Cobb 1999, Lubamba y
col., 2008, Clarke 2008).

No obstante, el uso de inhibidores de la PDE5 es limitado, ya que solo podian inhibir la degradacion de GMPc. En
los casos en los que la produccion de GMPc dependiente de NO es baja, su eficacia esta alterada al menos
parcialmente. Es muy interesante el hecho de que recientemente se han descrito compuestos que podrian superar
esta limitacion de los inhibidores de la PDE5 mediante estimulacién directa o activacion de la GCs.

En Chen Lan y col.: "Mechanisms of cystic fibrosis transmembrane conductance regulator activation by S-
nitrosoglutathione”, THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 7 ABR 2006 LNKDPUBMED:16421 103, vol.
281, n° 14, 7 de abril de 2006 (2006-04-07), paginas 9190-9199 se muestra en células Calu3 que S-nitrosoglutation
puede modular de forma dependiente de GMPc la funcién de CFTR — segun midieron Chen et al. in vitro usando
experimentos en camara — esto solo tenia un impacto limitado para los pacientes con FQ. Los pacientes con FQ
tenian mutaciones en los canales de CFTR, es decir, delF508 CFTR es una de las mutaciones mas extendidas entre
ellos y la correccion de WT-CFTR segun se expresa por las células Calu3 no es predictiva de la correccion de la
funcién mutada, es decir, de deltaF508 CFTR. Por lo tanto, las conclusiones obtenidas de estos experimentos no se
aplican a la funcion de CFTR en pacientes con fibrosis quistica. Estas fueron las razones por las que se usaron las
lineas celulares transfectadas con canales de CFTR mutantes para la caracterizacién de los compuestos de esta
solicitud.

El documento WO 2009/1 49278 Al (SYNERGY PHARMACEUTICALS INC [US]; SHAILUBHAI KUNWAR [US];
JACOB GARY 8S) 10 de diciembre de 2009 (10-12-2009) divulga guanilina peptidica y analogos de urogianilina que
dirigen la guanilato ciclasa unida a membrana (GC-C). La GC-C se expresa predominantemente en células
epiteliales intestinales y sirve como el receptor para las hormonas gastrointestinales guanilina y uroguanilina. Por lo
tanto, las conclusiones sobre los efectos de estos péptidos, pero especialmente para los estimuladores de GCs y
activadores de GCs, dirigidos a la guanilato ciclasa soluble que es un receptor diferente dentro de la célula, no
pudieron obtenerse a partir de estos datos.

Se han identificado dos clases de compuestos que activan la GCs de forma independiente de NO, los estimuladores
de la GCs dependientes de hemo, tales como BAY 41-2272 de acuerdo con el compuesto de la formula (4a), BAY
41-8543 de acuerdo con el compuesto de la féormula (1) y BAY 63-2521 de acuerdo con el compuesto de la férmula
(3) y los activadores de la GCs independientes de hemo, tales como BAY 58-2667, de acuerdo con el compuesto de
la féormula (5) y HMR-1766 de acuerdo con el compuesto de la formula (6), (Stasch y col., 2001, para una revision
véase Evgenov y col., 2006).

Por tanto, los inventores investigaron combinaciones de estimuladores y activadores de la GCs, es decir BAY 41-
2272, BAY 60-4552, de acuerdo con el compuesto de féormula (4a, 4), solos o en combinaciones con inhibidores de
la PDES5, es decir vardenafilo, in vitro en células y también en muestras de tejido humano e in vivo en modelos
animales transgénicos con CFTR.

En concreto, se analizaron los inhibidores de la PDE5, estimuladores y activadores de la GCs solos o combinaciones
de los mismos:

e en células BHK que expresan un canal CFTR mutante, es decir un canal CFTR deltaF508 marcado, sobre la
expresion en la superficie celular del delta F508 CFTR.

e en células HEK-293 que expresan un canal CFTR mutante, es decir un canal CFTR deltaF508 marcado, sobre
la funcién de CFTR a través de la medicion de la entrada de yodo mediante fluorescencia.

e en células HEK-293 que expresan un canal CFTR mutante, es decir un deltaF508CFTR, sobre la biosintesis
(banda B) y el procesamiento (banda C) potenciados.

e en células CFBE410 que expresan un canal CFTR mutante, es decir un delta F508CFTR, sobre la conductancia
transepitelial al usar experimentos en camara.

e en biopsias rectales de pacientes con FQ y comparadas con biopsias rectales de pacientes sin FQ sobre la
conductancia transepitelial al usar experimentos en camara.

e en ratones transgénicos que expresan el canal delta F508CFTR sobre la diferencia de potencial nasal y la
salivacion.

e enratones transgénicos que no expresan el CFTR sobre la diferencia de potencial nasal y la salivacion.
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Los inventores pudieron demostrar por primera vez que los estimuladores y los activadores de la guanilato ciclasa
soluble corregian y potenciaban la funcion de CFTR, de modo que se postulaban como una nueva opcion
terapéutica causal para pacientes con FQ. Ademas, los inventores encontraron de un modo completamente
inesperado que las combinaciones de estimuladores y los activadores de la GCs con PDE5Si mostraron efectos mas
que aditivos sobre la correccion y la potenciacion. Por tanto, las combinaciones podrian postularse como una
primera terapia causal y eficaz para el tratamiento de la fibrosis quistica (FQ).

En concreto, los inventores encontraron que los inhibidores de la PDE5 podian corregir y potenciar la funcién del
CFTR, es decir la funcién del delta F508 CFTR in vitro. Ademas, los inventores encontraron que los estimuladores y
los activadores de la GCs, que no se han usado hasta ahora, podian corregir y potenciar la funciéon del CFTR, es
decir la funcién del delta F508CFTR. Por ultimo, los inventores han descubierto que las combinaciones de
estimuladores y activadores de la GCs con inhibidores de la PDE5 son superiores a la monoterapia y mostraron
efectos sobreaditivos sobre la funcion del CFTR, es decir la funcién del delta F508 CFTR.

En resumen, los inventores descubrieron que las combinaciones de estimuladores de la GCs o activadores de la
GCs solos y en combinacion con inhibidores de la PDES podian corregir y potenciar la funcion del CFTR in vitro e in
vivo. Debido a esta eficacia de los estimuladores de la GCs o activadores de la GCs y de las combinaciones de
estimuladores de la GCs o activadores de la GCs con inhibidores de la PDES5, este tratamiento en monoterapia y de
combinacion podia usarse para el tratamiento de la fibrosis quistica (FQ). Los trastornos pulmonares abordados por
los agentes terapéuticos de la invencion que, en particular, y con una ventaja sustancial, se pueden tratar con los
estimuladores de la GCs o activadores de la GCs mencionados anteriormente solos o en combinacidon con
inhibidores de la PDE5, son enfermedades pulmonares, que comprenden la fibrosis quistica (FQ).

Los trastornos secretores abordados por los agentes terapéuticos de la invencién que, en particular, y con una
ventaja sustancial, se pueden tratar con los estimuladores de la GCs o activadores de la GCs mencionados
anteriormente solos 0 en combinacién con inhibidores de la PDE5, que comprenden, entre otros, disfuncion
pancreatica, disfuncion gastrointestinal, enfermedades hepaticas y diabetes mellitus relacionada con la fibrosis
quistica (CFRD).

Otras enfermedades abordadas por los agentes terapéuticos de la invenciéon que, en particular, y con una ventaja
sustancial, se pueden tratar con los estimuladores de la GCs o activadores de la GCs mencionados anteriormente
solos 0 en combinacion con inhibidores de la PDES5, incluidas, entre otras, enfermedad pulmonar obstructiva créonica
(EPOC), enfermedad del ojo seco, enfermedades de sequedad de boca y sindrome de Sjoegren.

Todas las enfermedades abordadas por los agentes terapéuticos de la invencidon que, en particular, y con una
ventaja sustancial, se pueden tratar con los estimuladores de la GCs o activadores de la GCs mencionados
anteriormente solos o en combinacién con inhibidores de la PDES5, son enfermedades en las que esta implicada
como causa la alteracién de la secrecién de cloruro mediante el CFTR.

Divulgacion de la invencién

La invencién proporciona estimuladores de la GCs o activadores de la GCs solos o en combinacién con inhibidores
de la PDES5 que son utiles para el tratamiento de la fibrosis quistica (FQ) y superiores en cuanto a eficacia sobre los
procedimientos de tratamiento ya conocidos.

La invencién proporciona estimuladores de la GCs o activadores de la GCs solos o en combinacién con inhibidores
de la PDES5 que son utiles para el tratamiento de la fibrosis quistica (FQ) y superiores en cuanto al perfil de efectos
secundarios sobre los procedimientos de tratamiento ya conocidos.

El estimulador de la guanilato ciclasa (GCs) y el activador de la GCs es, preferentemente, un compuesto
seleccionado del grupo que consiste en

e  2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-(4-morfolinil}-4,6-pirimidin-diamina (1), descrita también
como el ejemplo 16 en el documento WO 00/06569,

e  2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-(4-piridinil)4-pirimidinamina (2), descrita también como el
ejemplo 1 en el documento WO 02/42301.

e metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinil-(metil)carbamato  (3), descrito
también como el ejemplo 8 en el documento WO 03/095451,

e metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinil-carbamato (4), descrito también
como el ejemplo 5 en el documento WO 03/095451,

e  3-(4-amino-5-ciclopropilpirimidin-2-il)-1-(2-fluorobencil)1H-pirazolo[3,4-b]piridina (4a), descrita también como el
ejemplo 1 en el documento WO 00/06568,
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acido 4-({(4-carboxibutil)[2-(2-1[4-(2-feniletil)bencil]oxi}fenil )etillamino metil) benzoico (5), descrito también como
el ejemplo 8a en el documento WO 01/019780,

Sal de sodio de 5-cloro-2-(5-clorotiofen-2-sulfonilamino-N-(4-(morfolin-4-sulfonil)-fenil)-benzamida (6) descrita en
el documento WO 00/02851,
2-(4-cloro-fenilsulfonilamino)-4,5-dimetoxi-N-(4-(tiomorfolin-4-sulfonil)-fenil)-benzamida (7) descrita en el
documento WO 00/02851,

acido 1-{6-[5-cloro-2-({4-[trans-4-}trifluorometil)ciclohexil]bencil}oxi)fenil]piridin-2-il}-5-(trifluorometil }- 1H-pirazol-4-
carboxilico (8), descritos en el documento WO 2009/032249,

acido 1-[6-(2-(2-metil-4-(4-trifluorometoxifenol)benciloxi)-fenil )piridin-2-il]-5-trifluorometil-pirazol-4-carboxilico (9),
descrito en el documento WO 2009/071504,

acido 1-[6-(3,4-diclorofenil)-2-piridinil-5-(trifluorometil)- 1H-pirazol-4-carboxilico (10), descrito en el documento
WO 2009/068652,

Acido 1-({2-[3-cloro-5-(trifluorometil)fenil]-5-metil-1,3-tiazol-4-il}metil)- 1H-pirazol-4-carboxilico (11), acido 4-({2-[3-
(trifluorometil)fenil]-1,3-tiazol-4-il}metil)benzoico (12) y acido 1-({2-[2-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-5-metil-1,3-
tiazol-4-il}metil)-1H-pirazol-4-carboxilico (13) descrito en el documento WO 2009/123316.

N NH, NH,
H,N \ /N \ /N
N — —
A\ I\ 4
N N
\N N \N N
F F
(1) (2)
/CH3 CH,
(@) (@)
>:O 0]
H,C—N NH, HN NH,
H,N \ N H,N \ N
N 1 Y N 1 Y
N/ = \ N/ = \
\N N \N N
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Los compuestos (1), (2), (3), (4) y (4a) son estimuladores conocidos de la guanilato ciclasa soluble (GCs) que se han
descrito anteriormente para el tratamiento de la angina de pecho estable o la disfuncién eréctil.

Los compuestos (5), (6), (7), (8), (9), (10), (11), (12) y (13) son activadores de la GCs conocidos. Los inhibidores de
la PDE-5 que son Uutiles para el tratamiento combinado de los trastornos uroldgicos son, en particular, Tadalafilo
((6R,12aR)-2,3,6,7,12,12a-hexahidro-2-metil-6-(3,4-metilen-dioxifenil )pirazino(1',2":1,6)pirido(3,4-b)indol-1,4-diona),
Vardenafilo (2-(2-etoxi-5-(4-etilpiperazin-1-il-1-sulfonil)fenil)-5-metil-7-propil-3H-imidazo(5,1)(1,2,4 )triazin-4-ona),
Sildenafilo (3-[2-etoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)sulfonil-fenil]-7-metil-1-9-propil-1-2,4,7,8-tetrazabiciclo[4.3.0]nona-
3,8,10-trien-5-ona), Udenafilo 5-[2-propiloxi-5-(1-metil-2-pirrolidiniletilamidosulfonil)fenil]-metil-3-propil-1,6-dihidro-7H-
pirazol(4,3-d)pirimidin-7-ona, Dasantafilo 7-(3-bromo-4-metoxibencil)-1-etil-8-[[(1,2)-2-hidroxiciclopentillamino]-3-(2-
hidroxietil)-3,7-dihidro-1-purin-2,6-diona, Avanafilo 4-{[(3-cloro-4-metoxifenil)metillJamino)-2-[(2S)-2-
(hidroximetil)pirrolidin-1-il]-N-(pirimidin-2-ilmetil)pirimidin-5-carboxamida, Mirodenafilo, Lodenafilo, UK 369.003, UK
371.800, SLx 21017 de Surface Logix, LAS 34179Triazolo[1,2-]xantina,6-metil-4-propil-2-[2-propoxi-5-
(4-metilpiperazino)sulfonillfenil-, o sales, hidratos o hidratos de sales de los inhibidores de la PDE5 mencionados con
anterioridad.

Una composicion farmacéutica de la invencién se formula para que sea compatible con su via de administracion
destinada. Ejemplos de vias de administracion incluyen administracion parenteral por ejemplo intravenosa,
intradérmica, subcutanea, oral (por ejemplo, inhalacion), transdérmica (topica), transmucosal y rectal. Las
composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles
(cuando sean hidrosolubles) y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones
inyectables estériles. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersion que contenga, por ejemplo, agua,
etanol, un poliol farmacéuticamente aceptable como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido, y mezclas
adecuadas de los mismos. Se puede mantener la fluidez apropiada, por ejemplo, por el uso de un recubrimiento tal
como lecitina, por el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersion y por el uso de
tensioactivos. La prevencion de la accién de microorganismos se puede lograr por diversos agentes antibacterianos
y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascorbico, timerosal, y similares. En muchos
casos, sera preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo, azlcares, cloruro de sodio, o polialcoholes tales como
manitol y sorbitol, en la composicion.

Las composiciones orales incluyen en general un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Se pueden encerrar en
capsulas de gelatina o comprimir en comprimidos. Para el fin de la administracién terapéutica oral, el compuesto
activo se puede incorporar con excipientes y usar en forma de comprimidos, trociscos o capsulas. Las
composiciones orales también se pueden preparar usando un vehiculo fluido para su uso como colutorio, en el que
el compuesto en el vehiculo fluido se aplica por via oral y se enjuaga y se expectora o se traga.

Se pueden incluir como parte de la composicion compuestos de uniéon y/o materiales coadyuvantes
farmacéuticamente compatibles. Los comprimidos, pildoras, capsulas, trociscos y similares pueden contener
cualquiera de los siguientes ingredientes, o compuestos de naturaleza similar: un aglutinante, tal como celulosa
microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un excipiente, tal como almidén o lactosa, un compuesto disgregante,
tal como acido alginico, Primogel, o almidén de maiz; un lubricante, tal como estearato de magnesio o Sterotex; un
deslizante, tal como dioxido de silicio coloidal; un compuesto edulcorante, tal como sacarosa o sacarina; o un
compuesto saborizante, tal como menta, salicilato de metilo o saborizante de naranja.

Para la administracion mediante inhalacién, los compuestos se liberan en forma de un pulverizador en aerosol a
partir de un recipiente o dispensado presurizado que contiene un propelente adecuado, por ejemplo un gas tal como
diéxido de carbono, o un nebulizador.

La administracion sistémica también puede ser por via transmucosal o transdérmica. Para la administracion
transmucosal o transdérmica, en la formulacién se usan penetrantes apropiados para la barrera que se va a
permear. En general, estos penetrantes se conocen en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para administracion
transmucosal, detergentes, sales de bilis y derivados de acido fusidico. La administracion transmucosal se puede
conseguir mediante el uso de pulverizadores nasales o supositorios. Para administracion transdérmica, los
compuestos activos se formulan en ungiientos, salvas, geles o cremas, como en general se conocen en la técnica.

Los compuestos también se pueden preparar en forma de supositorios (por ejemplo, con bases de supositorio
convencionales tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencion para administracion rectal.
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En una realizacion, los compuestos activos se preparan con transportadores que protegeran al compuesto frente a la
rapida eliminacion del cuerpo, tal como una formulacién de liberaciéon controlada, incluidos implantes y sistemas de
liberacion microencapsulada. Se pueden usar polimeros biodegradables, biocompatibles, tales como acetato de
etilenvinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico.

En otra realizacion, la invencién proporciona estimuladores de la GCs o activadores de la GCs en combinacion con
inhibidores de la PDES5 y su uso para la preparacion de composiciones farmacéuticas para la fibrosis quistica (FQ),
de modo que estas combinaciones comprenden bien i) composiciones farmacéuticas que comprenden un
compuesto que tiene una accion estimuladora o activadora de la GCs y actividad inhibitoria de la PDE-5 o bien ii)
composiciones farmacéuticas que comprenden un estimulador y activador de la GCs y al menos un inhibidor de la
PDE-5 como una combinacion fija en una unidad de aplicacion, o bien iii) un kit de partes que contiene al menos dos
conjuntos de composiciones farmacéuticas, en el que cada conjunto consiste en al menos una preparacion
farmacéutica que comprende un inhibidor de la PDE-5 en unidades de al menos una dosis y al menos una
preparacion farmacéutica que comprende un y activador de la GCs y estimulador de la GCs en unidades de al
menos una dosis, de modo que cada unidad de aplicacién de dichas composiciones farmacéuticas se administra en
combinacién, secuencialmente, en forma de una Unica dosis o en multiples dosis.

En particular, la presente invenciéon proporciona:

Una composicion farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad comprendida en un grupo de enfermedades
que consiste en fibrosis quistica (FQ), que contiene al menos un compuesto seleccionado de
2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazol[3,4-b]piridin-3-il]-5-(4-morfolinil }-4,6-pirimidin-diamina (1),
2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-(4-piridinil)-4-pirimidin-diamina (2),
metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinil-(metil)carbamato (3), y
metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinil-carbamato (4),
3-(4-amino-5-ciclopropilpirimidin-2-il)-1-(2-fluorbencil) 1 H-pirazol[3,4-b]piridina (4a),

y
sal de sodio de 5-cloro-2-(5-clorotiofen-2-sulfonilamino-N-(4-(morfolin-4-sulfonil)-fenil)-benzamida (6),
2-(4-cloro-fenilsulfonilamino)-4,5-dimetoxi-N-(4-(tiomorfolin-4-sulfonil)-fenil)-benzamida (7),

y

Acido 4-({(4-carboxibutil)[2-(2-{[4-(2-feniletil\bencil]oxi}fenil )etillamino}metil) benzoico (5)

acido 1-{6-[5-cloro-2-({4-[trans-4-(trifluorometil )ciclohexillbencil}oxi)fenil]piridin-2-il}-5-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-
carboxilico (8)

acido 1-[6-(2-(2-metil-4-(4-trifluorometoxifenol)benciloxi)-fenil)piridin-2-il]-5-trifluorometil-pirazol-4-carboxilico (9)
acido 1-[6-(3,4-diclorofenil)-2-piridinil-5-(trifluorometil)- 1H-pirazol-4-carboxilico (10)

Acido 1-({2-[3-cloro-5-(trifluorometil)fenil]-5-metil-1, 3-tiazol-4-il}metil)- 1 H-pirazol-4-carboxilico (11)

acido 4-({2-[3-(trifluorometil)fenil]-1,3-tiazol-4-il}metil)benzoico (12)

acido 1-({2-[2-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-5-metil-1,3-tiazol-4-il}metil }- 1H-pirazol-4-carboxilico (13)

y al menos un compuesto seleccionado de

Tadalafilo  ((6R,12aR)-2,3,6,7,12,12a-Hexahidro-2-metil-6-(3,4-metilen-dioxifenil)pirazino(1',2":1,6)pirido(3,4-b)indol-
1,4-diona), Vardenafilo (2-(2-etoxi-5-(4-etilpiperazin-1-il-1-sulfonil)fenil)-5-metil-7-propil-3H-imidazo(5, 1-
f)(1,2,4)triazin-4-ona), Sildenafilo (3-[2-etoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)sulfonil-fenil]-7-metil-1-9-propil-1-
2,4,7 ,8-tetrazabiciclo[4.3.0]Jnona-3,8,10-trien-5-ona), Udenafilo 5-[2-propiloxi-5-(1-metil-2-pirrolidinil-
etilamidosulfonil)fenil]-metil-3-propil-1,6-dihidro-7H-pirazol(4,3-d)pirimidin-7-ona, Dasantafilo 7-(3-bromo-4-
metoxibencil)-1-etil-8-[[(1,2)-2-hidroxiciclopentillamino]-3-(2-hidroxietil)-3,7-dihidro-1-purin-2,6-diona, Avanafilo 4-{[(3-
cloro-4-metoxifenil)metillJamino)-2-[(2S)-2-(hidroximetil)pirrolidin-1-il]-N-(pirimidin-2-ilmetil )pirimidin-5-carboxamida,
Mirodenafilo, Lodenafilo, UK 369.003, UK 371.800, SLx 2101 de Surface Logix, y/o LAS 34179Triazolo[1,2-
]xantina,6-metil-4-propil-2-[2-propoxi-5-(4-metilpiperazin)sulfonillfenilo, o sales, hidratos o hidratos de sales de los
inhibidores de la PDES mencionados con anterioridad.

Se divulga adicionalmente una composicion farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad comprendida en un
grupo de enfermedades en las que esta implicada como causa la funcion alterada de CFTR, consiste en, entre otros,
trastornos pancreaticos, trastornos gastrointestinales, trastornos hepaticos, diabetes relacionada con la fibrosis
quistica (CFRD), sequedad ocular, sequedad de boca, sindrome de Sjoegren, que contienen al menos un
compuesto seleccionado de

2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-(4-morfolinil)}-4,6-pirimidin-diamina (1),
2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-(4-piridinil)-4-pirimidin-diamina (2),
metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinil-(metil)carbamato (3), y
metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinil-carbamato (4),
3-(4-amino-5-ciclopropilpirimidin-2-il)-1-(2-fluorbencil) 1 H-pirazol[3,4-b]piridina (4a),

y
sal de sodio de 5-cloro-2-(5-clorotiofen-2-sulfonilamino-N-(4-(morfolin-4-sulfonil)-fenil)-benzamida (6),
2-(4-cloro-fenilsulfonilamino)-4,5-dimetoxi-N-(4-(tiomorfolin-4-sulfonil)-fenil)-benzamida (7),

y

Acido 4-({(4-carboxibutil)[2-(2-{[4-(2-feniletil)bencil]oxi}fenil)eti]]lamino}metil) benzoico (5)

acido 1-{6-[5-cloro-2-({4-[trans-4-(trifluorometil)ciclohexil]bencil}oxi)fenil]piridin-2-il}-5-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-
carboxilico (8)
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acido 1-[6-(2-(2-metil-4-(4-trifluorometoxifenol)benciloxi)-fenil)piridin-2-il]-5-trifluorometil-pirazol-4-carboxilico (9)
acido 1-[6-(3,4-diclorofenil)-2-piridinil-5-(trifluorometil)- 1H-pirazol-4-carboxilico (10)

Acido 1-({2-[3-cloro-5-(trifluorometil)fenil]-5-metil-1, 3-tiazol-4-il}metil)- 1 H-pirazol-4-carboxilico (11)

acido 4-({2-[3-(trifluorometil)fenil]-1,3-tiazol-4-il}metil)benzoico (12)

acido 1-({2-[2-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-5-metil-1,3-tiazol-4-il}metil }- 1H-pirazol-4-carboxilico (13)

y al menos un compuesto seleccionado de

Tadalafilo ((6R,12aR)-2,3,6,7,12,12a-Hexahidro-2-metil-6-(3,4-metilen-dioxifenil)pirazino(1',2":1,6)pirido(3,4-b)indol-
1,4-diona), Vardenafilo (2-(2-etoxi-5-(4-etilpiperazin-1-il-1-sulfonil)fenil)-5-metil-7-propil-3H-imidazo(5, 1-
f)(1,2,4)triazin-4-ona), Sildenafilo (3-[2-etoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)sulfonil-fenil]-7-metil-1-9-propil-1-
2,4,7 ,8-tetrazabiciclo[4.3.0]Jnona-3,8,10-trien-5-ona), Udenafilo 5-[2-propiloxi-5-(1-metil-2-pirrolidinil-
etilamidosulfonil)fenil]-metil-3-propil-1,6-dihidro-7H-pirazolo(4,3-d)pirimidin-7-ona, Dasantafilo 7-(3-bromo-4-
metoxibencil)-1-etil-8-[[(1,2)-2-hidroxiciclopentillamino]-3-(2-hidroxietil)-3,7-dihidro-1-purin-2,6-diona, Avanafilo 4-{[(3-
cloro-4-metoxifenil)metillJamino)-2-[(2S)-2-(hidroximetil)pirrolidin-1-il]-N-(pirimidin-2-ilmetil )pirimidin-5-carboxamida,
Mirodenafilo, Lodenafilo, UK 369.003, UK 371.800, SLx 2101 de Surface Logix, y/o LAS 34179Triazolo[1,2-
]xantina,6-metil-4-propil-2-[2-propoxi-5-(4-metilpiperazin)sulfonillfenilo, o sales, hidratos o hidratos de sales de los
inhibidores de la PDE5 mencionados con anterioridad. El uso de un estimulador y activador de la GCs para la
preparacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento de fibrosis quistica (CF).

Se divulga adicionalmente el uso de un estimulador y activador de la GCs para la preparacién de una composicion
farmacéutica para el tratamiento de trastornos pancreaticos, trastornos gastrointestinales, trastornos hepaticos,
diabetes relacionada con la fibrosis quistica (CFRD), sequedad ocular, sequedad de boca, sindrome de Sjoegren.

El uso de una combinacion de al menos un estimulador o activador de la GCs y un inhibidor de la PDE5 para la
preparacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento de la fibrosis quistica (FQ).

Se divulga adicionalmente el uso de una combinacion de al menos un estimulador o activador de la GCs y al menos
un inhibidor de la PDE5 para la preparacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento de trastornos
pancreaticos, trastornos hepaticos, diabetes relacionada con la fibrosis quistica (CFRD), sequedad ocular, sequedad
de boca, sindrome de Sjoegren.

El uso del estimulador o el activador de la GCs seleccionados del grupo de estimuladores y activadores de la GCs
de 2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazol[3,4-b]piridin-3-il]-5-(4-morfolinil)}-4,6-pirimidindiamina (1), 2-[1-(2-fluorobencil)-1H-
pirazol[3,4-b]piridin-3-il]-5-(4-piridinil)}-4-pirimidinamina  (2), metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-
b]piridin-3-il]-5-pirimidinil(metil)carbamato (3), metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-
pirimidinilcarbamato (4), sal de sodio de 5-cloro-2-(5-clorotiofen-2-sulfonilamino-N-(4-(morfolin-4-sulfonil)-fenil)-
benzamida (6), 2-(4-cloro-fenilsulfonilamino)-4,5-dimetoxi-N-(4-(tiomorfolin-4-sulfonil)-fenil)-benzamida (7), y acido 4-
(((4-carboxibutil)[2-(22[4-(2-feniletil) bencilloxi)fenil)etillamino)metil) benzoico (5), acido 1-{6-[5-cloro-2-({4-trans-4-
Hrifluorometil)ciclohexillbencil}oxi)fenil]piridin-2-il}-5-(trifluorometil)- 1H-pirazol-4-carboxilico (8), acido 1-[6-(2-(2-metil-
4-(4-trifluorometoxifenil)benciloxi)-fenil)piridin-2-il]-5-trifluorometil-pirazol-4-carboxilico (9), acido 1[6-(3,4-diclorofenil)-
2-piridinil-5-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxilico (10), acido 1-({2-[3-cloro-5-(trifluorometil)fenil]-5-metil-1,3-tiazol-4-
il}metil)-1H-pirazol-4-carboxilico (11), acido 4-({2-[3-(trifluorometil)fenil]-1,3-tiazol-4-il}metil)benzoico (12), acido 1-({2-
[2-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-5-metil-1,3-tiazol-4-il}metil)- 1H-pirazol-4-carboxilico (13) para la preparacion de una
composicion farmacéutica para el tratamiento de la fibrosis quistica (FQ).

El uso de una combinacion de al menos un estimulador y activador de la GCs seleccionados del grupo de
estimuladores y activadores de la GCs de 2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazol[3,4-b]piridin-3-il]-5-(4-morfolinil)-4,6-
pirimidindiamina (1), 2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-(4-piridinil}-4-pirimidinamina (2), metil-4,6-
diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinil(metil)carbamato (3), metil-4,6-diamino-2-[1-(2-
fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinilcarbamato ~ (4),  3-(4-amino-5-ciclopropilpirimidin-2-il)-1-(2-
fluorbencil)1H-pirazol[3,4-b]piridina (4a), sal de sodio de 5-cloro-2-(5-clorotiofen-2-sulfonilamino-N-(4-(morfolina-4-
sulfonil)-fenil)-benzamida (6), 2-(4-cloro-fenilsulfonilamino)-4,5-dimetoxi-N-(4-(tiomorfolina-4-sulfonil)-fenil)-
benzamida (7) y acido 4-({(4-carboxibutil)[2-(2-{[4-(2-feniletil) bencil]oxi}fenil)etillamino}metil)benzoico (5), acido 1-{6-
[5-cloro-2-({4-trans-4-}trifluorometil)ciclohexillbencil}oxi)fenil]piridin-2-il}-5-(trifluorometil)- 1H-pirazol-4-carboxilico  (8),
acido 1-[6-(2-(2-metil-4-(4-trifluorometoxifenil)benciloxi)-fenil)piridin-2-il]-5-trifluorometil-pirazol-4-carboxilico (9), acido
1[6-(3,4-diclorofenil)-2-piridinil-5-(trifluorometil)- 1 H-pirazol-4-carboxilico (10), acido 1-({2-[3-cloro-5-
(trifluorometil)fenil]-5-metil-1,3-tiazol-4-il}metil)-1H-pirazol-4-carboxilico (11), acido 4-({2-[3-(trifluorometil)fenil]-1,3-
tiazol-4-il}metil)benzoico (12), acido 1-({2-[2-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-5-metil-1,3-tiazol-4-il}metil)-1H-pirazol-4-
carboxilico (13)

y al menos un inhibidor de la PDES5 seleccionado del grupo de inhibidores de la PDES5 que consiste en Vardenafilo
(2-(2-etoxi-5-(4-etilpiperazin-1-il-1-sulfonil)fenil )-5-metil-7-propil-3H-imidazo (5,1) (1,2,4) triazin-4-ona), Sildenafilo (3-
[2-etoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)sulfonil-fenil]-7-metil-1-9-propil-1-2,4,7,8-tetrazabiciclo [4.3.0]nona-3,8,10-trien-5-ona)
y Tadalafilo ((6R,12aR)-2,3,6,7,12,12a-hexahidro-2-metil-6-(3,4-metilen-dioxifenil) para la preparacion de una
composicion farmacéutica para el tratamiento de la fibrosis quistica (FQ).

Se divulga adicionalmente un procedimiento para la preparacion de una composicion farmacéutica para el
tratamiento de las enfermedades mencionadas con anterioridad, en la que el estimulador y activador de la guanilato
ciclasa soluble se selecciona del grupo de compuestos que consiste en 2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-
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3-il]-5-(4-morfolinil)-4,6-pirimidindiamina (1),
2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-(4-piridinil)-4-pirimidinamina (2), metil-4,6-diamino-2-[1-(2-
fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinil(metil)carbamato (3), metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinilcarbamato (4), 3-(4-amino-5-ciclopropilpirimidin-2-il)-1-(2-fluorbencil ) 1H-
pirazol[3,4-b]piridina (4a), sal de sodio de 5-cloro-2-(5-clorotiofeno-2-sulfonilamino-N-(4-(morfolina-4-sulfonil)-fenil)-
benzamida (6), 2-(4-cloro-fenilsulfonilamino)-4,5-dimetoxi-N-(4-(tiomorfolin-4-sulfonil)-fenil)-benzamida (7),

acido 4-({(4-carboxibutil)[2-(2-{[4-(2-feniletil) bencilloxi}fenil)etillamino}metil) benzoico (5), acido 1-{6-[5-cloro-2-({4-
trans-4-}-trifluorometil)ciclohexil]bencil}oxi)fenil]piridin-2-il}-5-(trifluorometil)- 1 H-pirazol-4-carboxilico (8), acido 1-[6-(2-
(2-metil-4-(4-trifluorometoxifenil)benciloxi)-fenil)piridin-2-il]-5-trifluorometil-pirazol-4-carboxilico  (9), acido 1[6-(3,4-
diclorofenil)-2-piridinil-5-(trifluorometil)- 1H-pirazol-4-carboxilico (10), acido 1-({2-[3-cloro-5-(trifluorometil)fenil]-5-metil-
1,3-tiazol-4-il}metil)-1H-pirazol-4-carboxilico (11), acido 4-({2-[3-(trifluorometil)fenil]-1,3-tiazol-4-il}metil)benzoico (12),
acido 1-({2-[2-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-5-metil-1,3-tiazol-4-il}metil)- 1H-pirazol-4-carboxilico (13).

El uso de una composicion farmacéutica como se ha mencionado con anterioridad para la estimulacion y activacion
de la guanilato ciclasa soluble en un mamifero que tiene fibrosis quistica (FQ).

El uso de una composicion farmacéutica como se ha mencionado con anterioridad para la estimulacién y activacion
de la guanilato ciclasa soluble y para la regulacion de la actividad de la PDE en un mamifero que tiene fibrosis
quistica (FQ).

Una composicion farmacéutica que contiene al menos metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-
b]piridin-3-il]-5-pirimidinil-carbamato (4) ylo acido 4-({(4-carboxibutil)[2-(2-{[4-(2-
feniletil)bencilloxi}fenil)etillamino}metil) benzoico (5) y al menos Sildenafilo, Tadalafilo, Udenafilo, Dasantafilo,
Avanafilo, Mirodenafilo, Lodenafilo, UK 369.003, UK 371.800, SLx2101 y LAS34179 y, preferentemente, Vardenafilo
o una sal, un hidrato o un hidrato de una sal de los inhibidores de la PDE5 para el tratamiento de la fibrosis quistica
(FQ).

Con el fin de aclarar el efecto de los estimuladores y activadores de la GCs solos y en combinacion con vardenafilo
se realizaron experimentos.

En concreto, los estimuladores de la GCs y los activadores de la GCs, es decir metil-4,6-diamino-2-[1-(2-
fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinil-carbamato (4), solos y en combinacién con inhibidores de la
PDES, es decir Vardenafilo, se analizaron in vitro e in vivo:

e en células BHK que expresan un canal CFTR mutante, es decir un canal CFTR deltaF508 marcado, sobre la
expresion en la superficie celular del delta F508 CFTR.

e en células HEK-293 que expresan un canal CFTR mutante, es decir un canal CFTR deltaF508 marcado, sobre
la funcién de CFTR a través de la medicion de la entrada de yodo mediante fluorescencia.

e en células HEK-293 que expresan un canal CFTR mutante, es decir un deltaF508CFTR, sobre la biosintesis
(banda B) y el procesamiento (banda C) potenciados.

e en células CFBE410 que expresan un canal CFTR mutante, es decir un delta F508CFTR, sobre la conductancia
transepitelial al usar experimentos en camara.

e en biopsias rectales de pacientes con FQ y comparadas con biopsias rectales de pacientes sin FQ sobre la
conductancia transepitelial al usar experimentos en camara.

e en ratones transgénicos que expresan el canal delta FS508CFTR sobre la diferencia de potencial nasal y la
salivacion.

e enratones transgénicos que no expresan el CFTR sobre la diferencia de potencial nasal y la salivacion.

Las combinaciones de estimuladores y activadores de la GCs, es decir metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinil-carbamato (4) con inhibidores de la PDES5, es decir vardenafilo, son seguras y
tienen un perfil hemodinamico similar al vardenafilo.

La realizacion preferida de la invencién es una combinacién de al menos un estimulador o activador de la GCs
seleccionados del grupo que comprende 2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-(4-morfolinil)-4,6-
pirimidindiamina (1), 2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-(4-piridinil}-4-pirimidinamina (2), metil-4,6-
diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinil(metil)carbamato (3), metil-4,6-diamino-2-[1-(2-
fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinilcarbamato ~ (4),  3-(4-amino-5-ciclopropilpirimidin-2-il)-1-(2-
fluorbencil)1H-pirazol[3,4-b]piridina (4a), sal de sodio de 5-cloro-2-(5-clorotiofen-2-sulfonilamino-N-(4-(morfolina-4-
sulfonil)-fenil)-benzamida (6), 2-(4-cloro-fenilsulfonilamino)-4,5-dimetoxi-N-(4-(tiomorfolina-4-sulfonil)-fenil)-
benzamida (7) y acido 4-({(4-carboxibutil)[2-(2-{[4-(2-feniletil) bencil]oxi}fenil)etillamino}metil)benzoico (5), acido 1-{6-
[5-cloro-2-({4-trans-4-}trifluorometil)ciclohexillbencil}oxi)fenilpiridin-2-il}-5-(trifluorometil)- 1H-pirazol-4-carboxilico  (8),
acido 1-[6-(2-(2-metil-4-(4-trifluorometoxifenil)benciloxi)-fenil)piridin-2-il]-5-trifluorometil-pirazol-4-carboxilico (9), acido
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1[6-(3,4-diclorofenil)-2-piridinil-5-(trifluorometil)- 1 H-pirazol-4-carboxilico (10), acido 1-({2-[3-cloro-5-
(trifluorometil)fenil]-5-metil-1,3-tiazol-4-il}metil)-1H-pirazol-4-carboxilico (11), acido 4-({2-[3-(trifluorometil)fenil]-1,3-
tiazol-4-il}metil)benzoico (12), acido 1-({2-[2-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-5-metil-1,3-tiazol-4-il}metil)-1H-pirazol-4-
carboxilico (13) con un inhibidor de la PDE5 seleccionado del grupo que comprende vardenafilo, sildenafilo,
tadalafilo, udenafilo, dasantafilo, avanafilo, midodenafilo, lodenafilo, UK 369.003, UK 371.800, SLx2101 y LAS34179
en la que la combinacién comprende de 0,1 a 1 mg del estimulador o activador de la GCs y de 2,5 a 20 mg del
inhibidor de la PDES.

Otra realizacion preferida de la invencidon es una combinacién de acuerdo con la reivindicacién 1 en la que el
estimulador de la GCs es metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinil -
(metil)carbamato (3) o metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinil carbamato (4).

Otra realizacién preferida de la invencion es una combinacion como se ha divulgado con anterioridad, en la que el
inhibidor de la PDES5 es vardenafilo o sildenafilo.

Otra realizacion preferida de la invencion es una combinacién como se ha divulgado anteriormente en la que el
estimulador de la GCs es metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinil -
(metil)carbamato (3) o metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinil carbamato (4)
y el inhibidor de la PDES5 es vardenafilo.

Otra realizacion preferida de la invencidon es una combinacion de acuerdo con las realizaciones divulgadas
anteriormente para usar como medicamento.

Otra realizacién preferida de la invencion es el uso de una combinacion tal como se ha divulgado con anterioridad
para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la fibrosis quistica (FQ).

Otra realizacion preferida de la invencidon es una formulacién farmacéutica que comprende al menos una
combinacién tal como se ha divulgado con anterioridad.

Otra realizacion preferida de la invencidon es una formulacién farmacéutica que comprende al menos una
combinacién como se ha divulgado con anterioridad para el uso en la fibrosis quistica (FQ).

Tabla 1:

Las tasas de salivacion se expresan como el incremento porcentual medio tras el tratamiento con vardenafilo (0,07,
0,14, 0,42 mg/kg i.p.) y BAY 41-2272 (compuesto de acuerdo con la formula (4a)) (0,01, 0,03, 0,1, 0,3 mg/kg i.p.) en
comparacion con el tratamiento con placebo, */**/*** quiere decir estadisticamente significativo con valores p
<0.05/<0.01/0.001 analizados mediante una prueba ANOVA de una via, seguida por un analisis post-hoc de
Bonferoni.

Tabla 1
Tabla 1: Tasas de salivacion en ratones deltaF508 CFTR en porcentaje de placebo
Tasa de salivacion [%] | Significacion estadistica | ndmero de ratones [n]

Placebo 100 49
Vardenafilo - 0,07 mg/kg 111 n.s. 25
Vardenafilo - 0,14 mg/kg 215 o 39
Vardenafilo - 0,42 mg/kg 202 o 30
BAY 41-2272 - 0,01 mg/kg 142 n.s. 40
BAY 41-2272 - 0,03 mg/kg 164 ** 59
BAY 41-2272 - 0,10 mg/kg 179 ox 59
BAY 41-2272 - 0,30 mg/kg 200 ox 40

Ejemplo 1:

Efectos de vardenafilo y el estimulador de la GCs en ratones transgénicos que expresan el canal delta F508 CFTR
sobre la salivacion.
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Ensayo de secrecién salival en ratones delta(A)508-CFTR

En este ensayo se usaron ratones macho y hembra, homocigotos y heterocigotos para A508-CFTR (retrocruzados
sobre el fondo genético de FVB en mas de 12 generaciones, obtenidos originariamente de la Universidad de
Erasmus, Rotterdam; van Doorninck y col.) de 10-14 semanas de edad y de 18-36 g de peso.

Se prepararon soluciones de vardenafilo a concentraciones de 0,07, 0,14 y 0,42 mg/kg de PC en solucion salina
estéril, mientras que el estimulador de la GCs BAY 41-2272 se disolvi6 hasta 0,01, 0,03, 0,1 y 0,3 mg/kg de PC en
un disolvente que contiene 50 % de ddH»0, 40 % de PEG 400 (polietilenglicol 400) y 10 % de etanol. Las sustancias
o los vehiculos adecuados se administran a los ratones mediante inyeccion intraperitoneal (5 mi/kg de PC) 60
minutos antes del ensayo de secrecion salival. Tras 60 minutos se anestesio a los ratones con una combinacion de
ketamina y diazepam. La solucion se preparé de modo que contuviera 1 ml de 5 mg/ml de diazepam y 1 ml de 100
mg/ml de ketamina en 8 ml de solucioén salina estéril. La anestesia se indujo mediante inyeccion intraperitoneal de la
solucion (10 ml/kg de PC). Tras la anestesia se tratd previamente a los ratones con una inyeccion subcutanea de
atropina 1 mM (50 pl) en el carrillo izquierdo con el fin de evitar una estimulacién cruzada de receptores colinérgicos.
Tiras pequefas de papel de filtro Whatman se colocaron dentro del carrillo previamente inyectado durante 4 minutos
para absorber toda la saliva secretada tras la inyeccion de atropina. Esta primera pieza de papel de filtro se retird y
reemplazé con un segundo papel de filtro previamente pesado. A continuacion, se inyectaron 50 ul de una solucion
que contiene isoprenalina 100 uM y atropina 1 mM en el carrillo izquierdo en el mismo sitio para inducir la secrecién
salival mediante mecanismos adrenérgicos. El momento de la inyeccién de isoprenalina se tomé como tiempo cero y
las tiras de papel de filtro se reemplazaron cada 10 minutos durante un periodo de recoleccion total de 30 minutos.
Cada pieza de papel de filtro se coloco inmediatamente y se sellé en un vial previamente pesado. Una vez recogidas
todas las muestras, cada vial se volvio a medir y se registraron los pesos de todas las muestras. La diferencia en el
peso total del vial mas el papel medido antes y después de recoger la saliva se tomd como el peso neto de la saliva
secretada durante el periodo de recoleccién. Las cantidades totales de secrecion salival se calcularon como el peso
de la saliva dividido por el niumero de minutos requeridos para cada recoleccion y, después, normalizado con la
masa del ratén en gramos. Los resultados se expresan en la tabla 1 como el incremento porcentual medio de n
ratones en comparacion con el tratamiento del placebo. La estadistica se analizé mediante una prueba ANOVA de
una via, seguido por un analisis post-hoc de Bonferoni; */**/*** quiere decir estadisticamente significativo con valores
p <0,05/<0,01/0,001 y n.s. significa no significativo.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un estimulador o activador de la GCs seleccionados del grupo que comprende 2-[1-(2-fluorobencil)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-(4-morfolinil)-4,6-pirimidindiamina (1), 2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-
(4-piridinil)-4-pirimidinamina (2), metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-
pirimidinil(metil)carbamato (3), metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-
pirimidinilcarbamato (4), 3-(4-amino-5-ciclopropilpirimidin-2-il)-1-(2-fluorbencil)1H-pirazolo[3,4-b]piridina (4a), sal de
sodio de 5-cloro-2-(5-clorotiofen-2-sulfonilamino-N-(4-(morfolina-4-sulfonil)-fenil)-benzamida  (6), 2-(4-cloro-
fenilsulfonilamino)-4,5-dimetoxi-N-(4-(tiomorfolina-4-sulfonil)-fenil)-benzamida (7) y/o acido 4-({(4-carboxibutil)[2-(2-
{[4-(2-feniletil) bencilloxi}fenil)etillamino}metil)benzoico 5), acido 1-{6-[5-cloro-2-({4-trans-4-
Hrifluorometil)ciclohexillbencil}oxi)fenil]piridin-2-il}-5-(trifluorometil)- 1H-pirazol-4-carboxilico (8), acido 1-[6-(2-(2-metil-
4-(4-trifluorometoxifenil)benciloxi)-fenil)piridin-2-il]-5-trifluorometil-pirazol-4-carboxilico (9), acido 1[6-(3,4-diclorofenil)-
2-piridinil-5-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxilico (10), acido 1-({2-[3-cloro-5-(trifluorometil)fenil]-5-metil-1,3-tiazol-4-
il}metil)-1H-pirazol-4-carboxilico (11), acido 4-({2-[3-(trifluorometil)fenil]-1,3-tiazol-4-il}metil)benzoico (12), acido 1-({2-
[2-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-5-metil-1,3-tiazol-4-il}metil)- 1H-pirazol-4-carboxilico (13) para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de la fibrosis quistica (FQ).

2. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1 de un estimulador de la GCs seleccionado del grupo que comprende metil-
4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinil-(metil)carbamato (3), metil-4,6-diamino-2-
[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinilcarbamato (4), 3-(4-amino-5-ciclopropilpirimidin-2-il)-1-(2-
fluorobencil)1H-pirazolo[3,4-b]piridina (4a) para la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento de la fibrosis
quistica (FQ).

3. Uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 y 2 de metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-
3-il]-5-pirimidinil-(metil)carbamato (3) para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la fibrosis
quistica (FQ).

4. Uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 y 2 de 3-(4-amino-5-ciclopropilpirimidin-2-il)-1-(2-fluorobencil)1H-
pirazolo[3,4-b]piridina (4a) para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la fibrosis quistica (FQ).

5. Formulacién farmacéutica que comprende al menos un compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4, para
su uso en pacientes que sufren fibrosis quistica (FQ).

6. Combinacion de al menos un estimulador o activador de la GCs seleccionados del grupo que comprende 2-[1-(2-
fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-(4-morfolinil)-4,6-pirimidin-diamina (1), 2-[1-(2-fluorobencil)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-(4-piridinil)-4-pirimidin-diamina (2), metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-
b]piridin-3-il]-5-pirimidinil-(metil)carbamato (3), y metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-
5-pirimidinil-carbamato (4), 3-(4-amino-5-ciclopropilpirimidin-2-il)-1-(2-fluorbencil)1H-pirazolo[3,4-b]piridina (4a), y sal
de sodio de 5-cloro-2-(5-clorotiofen-2-sulfonilamino-N-(4-(morfolin-4-sulfonil)-fenil)-benzamida (6), 2-(4-cloro-
fenilsulfonilamino)-4,5-dimetoxi-N-(4-(tiomorfolin-4-sulfonil)-fenil)-benzamida (7), y/o acido 4-({(4-carboxibutil)[2-(2-

{[4-(2-feniletil)bencilJoxi}fenil)etillamino}metil) benzoico (5), acido 1-{6-[5-cloro-2-({4-[trans-4-
(trifluorometil)ciclohexil]bencil}oxi)fenil]piridin-2-il}-5-(trifluorometil)- 1H-pirazol-4-carboxilico (8), acido 1-[6-(2-(2-metil-
4-(4-trifluorometoxifenol)benciloxi)-fenil)piridin-2-il]-5-trifluorometil-pirazol-4-carboxilico 9), acido 1-[6-(3,4-

diclorofenil)-2-piridinil-5-(trifluorometil)- 1H-pirazol-4-carboxilico (10), acido 1-({2-[3-cloro-5-(trifluorometil)fenil]-5-metil-
1,3-tiazol-4-il}metil)-1H-pirazol-4-carboxilico (11), acido 4-({2-[3-(trifluorometil)fenil]-1,3-tiazol-4-il}metil)benzoico (12),
acido 1-({2-[2-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-5-metil-1,3-tiazol-4-il}metil)- 1H-pirazol-4-carboxilico (13), con un inhibidor
de la PDE5 seleccionado del grupo que comprende Vardenafilo, Sildenafilo, Tadalafilo, Udenafilo, Dasantafilo,
Avanafilo, Mirodenafilo, Lodenafilo, UK 369.003, UK 371.800, SLx 2101 y LAS 34179 en el que la combinacion
comprende de 0,01 a 10 mg del estimulador o activador de la GCs y de 2,5 a 20 mg del inhibidor de la PDEb.

7. Combinacion de acuerdo con la reivindicacion 6 en la que el estimulador de la GCs es metil-4,6-diamino-2-[1-(2-
fluorobencil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinil-(metil)carbamato (3) o metil-4,6-diamino-2-[1-(2-fluorobencil)-
1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il]-5-pirimidinilcarbamato (4).

8. Combinacion de acuerdo con las reivindicaciones 6 y 7, en la que el inhibidor de la PDE5 es Vardenafilo o
Sildenafilo.

9. Combinacién de acuerdo con las reivindicaciones 6 a 8, para su uso como medicamento.

10. Uso de la combinacion de acuerdo con las reivindicaciones 6 a 9 para la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento de la fibrosis quistica (FQ).

11. Combinacion de acuerdo con las reivindicaciones 6 a 9 para su uso en pacientes que sufren fibrosis quistica
(FQ).

12. Formulacion farmacéutica que comprende al menos una combinacion de acuerdo con las reivindicaciones 6 a 8.
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