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DESCRIPCION
Nuevo tratamiento
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones utiles en el tratamiento de trastornos asociados a la actividad del
regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR en inglés), por ejemplo, la fibrosis quistica
(FQ).

Antecedentes de la invencion

El CFTR controla la conductancia transmembrana y la secrecién de Cl- en células epiteliales. Por tanto, controla el
movimiento de fluidos a través de las membranas. La actividad deficiente del CFTR puede conducir a fluidos
insuficientes en las vias respiratorias u otros érganos, que es indeseable.

Varias enfermedades se asocian a disfunciones del CFTR, la mas importante la fibrosis quistica. La fibrosis quistica
es el trastorno genético fatal mas comun en seres humanos de herencia europea y se estima que entre 1 en 2000 y
1 en 3000 recién nacidos en la Unién Europea se ven afectados de FQ.

RPL554 (9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6, 1-
alisoquinolin-4-ona) es un inhibidor doble de PDE3/PDE4 y se describe en el documento WO 00/58308. Como
inhibidor combinado de PDE3/PDE4, se sabe que RPL554 tiene actividad tanto antiinflamatoria como
broncodilatadora. EI documento WO 00/58308 sugiere el uso de varios compuestos, incluyendo RPL554, como
farmacos antiinflamatorios para tratar los sintomas de varias enfermedades, incluyendo la FQ.

Aunque los farmacos antiinflamatorios con frecuencia son utiles en el tratamiento de los sintomas de algunas
afecciones mediadas por una disfuncion del CFTR, sigue existiendo una necesidad médica de tratamientos que
sean capaces de abordar la etiologia subyacente de dichas afecciones, mediante la modulacién de la actividad del
CFTR. A este respecto, se estan desarrollando varios farmacos modificadores de la enfermedad para la fibrosis
quistica. Un ejemplo es ivacaftor (VX770), que se desvela en el documento WO 2011/0722241.

Los farmacos modificadores de la enfermedad para la fibrosis quistica son una categoria de farmacos diferente de
los antiinflamatorios. Adicionalmente, la inhibicion de PDE3/PDE4 no se asocia necesariamente a la activacion
satisfactoria de CFTR. Por ejemplo, se descubrié que el inhibidor de la PDE4 (fosfodiesterasa 4) roflumilast no tiene
ningun efecto sobre la secrecién de CI- en células colénicas humanas T84 (Liu et al., JPET, (2005), 314: 846-854).
No se ha observado ningun efecto sobre la secrecion de CI- para la milrinona (un inhibidor de la PDE 3) después de
la administracion nasal a sujetos con CFTR de tipo silvestre (TS), CFTR con la mutacién AF508 o CFTR con la
mutacion G551D (Smith et al., Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. (1999), 20: 129-134). Se descubrio que el rolipram y Ro
20-1724 (ambos inhibidores de la PDE 4) no tienen ningun efecto sobre CFTR TS en células CHO (Chappe et al.,
British Journal of Pharmacology, (1998), 123: 683-693).

Cuando se descubre que los farmacos activan el CFTR, con frecuencia provocan diarrea como efecto secundario
que es resultado de un mayor transporte de fluidos en el colon.

Rowe y Verkman (Cold Spring Harb-Perspect Med 2013; 3; a009761) describen correctores y potenciadores del
CFTR.

Sumario de la invencion

Es un hallazgo sorprendente de la presente invencién que RPL554 es activo en la modulacién de la actividad de
CFTR. Se ha descubierto que RPL554 activa el CFTR en células epiteliales bronquiales humanas primarias y
también en monocapas de CFBE (estirpe celular epitelial humana CF inmortalizada) que expresan establemente
CFTR TS. Ademas, RPL554 no tiene el efecto secundario de la diarrea habitualmente asociado a otros farmacos
activos en CFTR.

También es un hallazgo de la invencion que RPL554 puede interactuar sinérgicamente con antagonistas del receptor
de leucotrienos para activar CFTR, aumentando la corriente de CI-.

RPL554 es, por tanto, activo como un agente modificador de la enfermedad para el tratamiento de la fibrosis quistica
y otras enfermedades mediadas por la disfuncién del CFTR.

La invencidon proporciona una composiciéon que comprende (i) 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-
carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6, 1-alisoquinolin-4-ona o una sal de adicion de acido
farmacéuticamente aceptable de la misma y (ii) un antagonista del receptor de leucotrienos.
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La invencién también proporciona una composicion que comprende (i) 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-
carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6, 1-alisoquinolin-4-ona o una sal de adicion de acido
farmacéuticamente aceptable de la misma y (ii) un potenciador del CFTR o un corrector del CFTR.
Breve descripcion de las figuras
La Figura 1 muestra los resultados de ensayos para la activacion del CFTR de tipo silvestre (TS) en monocapas
de células epiteliales bronquiales de fibrosis quistica (CFBE, por sus siglas en inglés) en camaras Ussing
mediante RPL554 y forskolina.

La Figura 2 muestra los cursos temporales para la activacién del CFTR TS en monocapas de células CFBE
mediante RPL554, genisteina y forskolina.

La Figura 3 muestra los cursos temporales para la activacion del CFTR TS en células epiteliales bronquiales
humanas (HBE, por sus siglas en inglés) primarias.

La Figura 4 muestra la concentracién-respuesta de la forskolina (Fsk) para la corriente del CFTR en células de
ovario de hamster chino (CHO, por sus siglas en inglés).

La Figura 5 muestra la sensibilidad del CFTR en células CHO al inhibidor del CFTR Inh-172.

La Figura 6 muestra la dependencia de la concentracion de RPL554 como potenciador del CFTR en células
CHO.

La Figura 7 muestra el curso temporal de activacion del CFTR mediante RPL554 y de inhibicion mediante Inh-
172.

La Figura 8 muestra la comparacion de los efectos de RPL554 y VX770 sobre CFTR TS en células CHO durante
la estimulacion de forskolina submaxima.

La Figura 9 muestra los resultados de la actividad potenciadora para RPL554 en células CFBE que expresan
CFTR AF508.

La Figura 10 muestra la potenciacién del CFTR TS en células CFBE TS después de forskolina 1 uM.

La Figura 11 muestra los cursos temporales para la potenciacion por RPL554 de CFTR-TS en células CFBE TS
después de la estimulacion con forskolina.

La Figura 12 muestra la estimulacion de corrientes de ClI- mediante inhibidor de MRP4 (MK571) en células CFBE
CFTR-AF508 corregidas a baja temperatura.

La Figura 13 muestra la activaciéon mediante RPL554 de corrientes de ClI- mediante RPL554 en células CFBE
CFTR-AF508 corregidas a baja temperatura.

La Figura 14 muestra los resultados para MK571 (MRP4inh) + estimulacién para DMSO, RPL554 e IBMX.

La Figura 15 muestra los resultados después del pretratamiento con MK571 (MRP4inh) para DMSO, RPL554 e
IBMX.

La Figura 16 muestra los cursos temporales para la activacion y potenciacién del CFTR en células HBE de un
paciente AF508/R117H.

La Figura 17 muestra la comparacion de la activacion total del CFTR en células HBE de un paciente
AF508/R117H con tratamiento con RPL554 y VX770 (lvacaftor) después de un control, adenosina y forskolina a
concentraciones bajas y altas.

La Figura 18 muestra el efecto sobre la Icc medido de RPL554 solo ("control") o en combinacion con Lumacaftor
("Lumacaftor") después de la estimulacién con forskolina.

La Figura 19 muestra un curso temporal para la potenciacion por RPL554 del CFTR en células HBE después de
la estimulacion con forskolina.

Descripcion detallada de la invenciéon

RPL554
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La 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6,1-
aJisoquinolin-4-ona puede denominarse RPL554. RPL554 tiene la siguiente estructura:

|
o

O

Los nombres sistematicos para RPL554 incluyen 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-
aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6,1-alisoquinolin-4-ona y  N-{2-[(2E)-2-(mesitilimino)-9,10-dimetoxi-4-oxo-
6,7-dihidro-2H-pirimido[6, 1-a]-isoquinolin-3(4H)-illetil}urea.

La composicion de la invencion puede comprender RPL554 o una sal de adicién de acido farmacéuticamente
aceptable del mismo. Una sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable es una sal con un acido
farmacéuticamente aceptable.

Para evitar dudas, el RPL5545 puede usarse, si se desea, en forma de solvato. Adicionalmente, para evitar dudas, el
RPL554 puede usarse en cualquier forma tautomérica.

Enfermedades y afecciones

La invencién proporciona una composicién, como se define en el presente documento, para su uso en el tratamiento
o la prevencion de la fibrosis quistica mediante la modulacién de la actividad del CFTR. En particular, la composicion
puede ser para su uso en el tratamiento de la fibrosis quistica mediante la modulacién del CFTR.

RPL554 puede activar, potenciar y mejorar el CFTR. RPL554 puede, por tanto, tratar enfermedades y afecciones
mediante la modulacién de la actividad del CFTR. El CFTR se expresa en varios tipos celulares y, en particular, en
células epiteliales. Una funcion del CFTR es proporcionar un canal de cloruro a través de la membrana de células
que producen mucosidad, sudor, saliva y lagrimas. Estos canales son vitales para la funciéon de varios 6rganos,
incluyendo los pulmones, el pancreas y el sistema digestivo. Muchas enfermedades y afecciones se asocian a la f
uncion del CFTR. En particular, esto incluye fibrosis quistica, trastornos pancreaticos (por ejemplo, pancreatitis
idiopatica) e infertilidad masculina causada por la ausencia congénita de los conductos deferentes.

La actividad de la proteina CFTR se ha asociado a problemas que afectan al sistema digestivo y respiratorio,
ademas de aquellas afecciones descritas anteriormente. De manera tipica, RPL554 se puede usar para tratar
afecciones asociadas a la funcion del CFTR mediante la modulacién de la actividad del CFTR. Tales afecciones son
bien conocidas.

Las enfermedades o afecciones que se pueden tratar o prevenir con la composicion de la invencion se seleccionan,
de manera tipica, de fibrosis quistica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), asma, enfermedad
pulmonar leve, bronquitis, bronquiectasia, bronquiectasia idiopatica, aspergilosis broncopulmonar alérgica, sinusitis,
rinosinusitis, sindrome metabdlico relacionado con CFTR (CRMS en inglés), pancreatitis, pancreatitis cronica
idiopatica y sindrome de Sjoérgren o la enfermedad o afeccién que se puede prevenir es la infertilidad masculina
causada por la ausencia congénita de los conductos deferentes. Por ejemplo, la enfermedad o afeccion puede ser
fibrosis quistica, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), asma leve, asma grave, enfermedad pulmonar
leve, bronquitis crénica, bronquiectasia crénica, bronquiectasia crénica idiopatica, aspergilosis broncopulmonar
alérgica, sinusitis crénica, rinosinusitis cronica, sindrome metabdlico relacionado con CFTR (CRMS), pancreatitis
aguda, pancreatitis cronica, pancreatitis aguda idiopatica, pancreatitis crénica idiopatica, sindrome de Sjoérgren o
infertilidad masculina causada por la ausencia congénita de los conductos deferentes.

Preferentemente, la enfermedad o afeccion es fibrosis quistica, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC),
bronquitis, bronquiectasia, bronquiectasia idiopatica, aspergilosis broncopulmonar alérgica, sinusitis, rinosinusitis,
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sindrome metabdlico relacionado con CFTR (CRMS), pancreatitis o pancreatitis crénica idiopatica. Mas
preferentemente, la enfermedad o afeccién es fibrosis quistica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
aspergilosis broncopulmonar alérgica, sinusitis, rinosinusitis, sindrome metabdlico relacionado con CFTR (CRMS) o
pancreatitis cronica idiopatica. Lo mas preferentemente, la enfermedad o afeccion es fibrosis quistica.

Preferentemente, la modulacion de la actividad del CFTR comprende la activacion del CFTR, la potenciacion del
CFTR o la mejora del CFTR. Mas preferentemente, la modulacion de la actividad del CFTR comprende la activacion
del CFTR.

La composicion puede usarse para aumentar la movilidad de la mucosidad o reducir la viscosidad de la mucosidad
en un paciente que padece fibrosis quistica. La composicién puede usarse para facilitar el aclaramiento de la
membrana mucosa de las vias respiratorias en un paciente que padece fibrosis quistica.

Pacientes

RPL554 pueden modular la actividad del CFTR de tipo silvestre o el CFTR mutante. Normalmente, el paciente tiene
una mutacion del CFTR. Se ha detectado una gran cantidad de mutaciones del CFTR en individuos que padecen FQ
y otros trastornos relacionados con el CFTR. Los ejemplos de mutaciones comunes incluyen F508del (AF508),
G542X, G551D, N1303K, W1282X, R117H, R553X, P537H, G85E, 1717-1G->A, 621+1G->T, 2789+5G->A,
3849+10kbC->T, R1162X, G85E, 3120+1G->A, 1507del (AlI507), 1898+1G->A, 1898+5G->T, 3659delC, R347P,
R560T, R334W, A455E, 2184delA, 3898insC, 3120+1kbdel8.6kb y 711+1G->T. Dichas mutaciones pueden
clasificarse por su efecto. Existen 6 clases de mutaciones del CFTR. Normalmente, la mutaciéon del CFTR es una
mutacion de clase lll o clase IV. Por ejemplo, la mutacion puede ser una mutacién de compuerta. Una mutacion de
compuerta es una mutacion que disminuye la apertura del canal en las proteinas CFTR en la membrana. La
mutacion del CFTR puede ser AF508, R117H, G542X, G551D, N1303K o W1282X. Preferentemente, la mutacion
del CFTR es AF508, R117H o G551D, por ejemplo, AF508. Por ejemplo, el paciente puede tener la mutacion AF508
o la mutaciéon R117H o ambas, las mutaciones AF508 y R117H.

Se ha demostrado que RPL554 es particularmente eficaz en la modulacion de la mutacion R117H en el CFTR, que
provoca anormalidades en la conductancia y la compuerta. Las mutaciones del CFTR que provocan defectos en la
compuerta pueden clasificarse como mutaciones de clase lll. Los ejemplos de mutaciones de clase Il incluyen
G551D, G178R, G551S, S549N y G1349D. Las mutaciones del CFTR que dan como resultado defectos en la
conductancia se clasifican como mutaciones de clase IV. Los ejemplos de mutaciones de clase IV incluyen R117H,
R347P, R117C y R334W. Por tanto, el paciente puede tener una mutaciéon del CFTR seleccionada entre G551D,
G178R, G551S, S549N, G1349D, R117H, R117C, R347P y R334W. Estos son ejemplos de mutaciones de
compuerta del CFTR. Normalmente, el paciente tiene una mutacién del CFTR que es R117H o G551D.

Otras mutaciones del CFTR se clasifican como mutaciones del CFTR de clase |, clase Il, clase V y clase VI. Para las
mutaciones de clase |, no se produce CFTR. Los ejemplos de mutaciones de clase | incluyen G542X, W1282X,
R553X y 621+1G—T. Para pacientes que tienen una mutacion del CFTR de clase I, existe un defecto en el trafico
de la proteina CFTR a la membrana plasmatica. Los ejemplos de mutaciones de clase Il incluyen F508del (AF508),
N1303K, 1507del (AI507) y R560T. Para las mutaciones de clase V, la sintesis del CFTR se reduce. Los ejemplos de
mutaciones de clase V incluyen 3849+10kbC—T, 2789+5G—A, 3120+1G—A y 5T. Para pacientes que tienen una
mutacién del CFTR de clase VI, existe una disminuciéon en la estabilidad de la proteina CFTR producida. Los
ejemplos de mutaciones de clase VI incluyen 4326delTC, Q1412X y 4279insA.

El paciente puede tener una mutacion del CFTR homocigética o heterocigética. Con frecuencia, el paciente es
homocigético o heterocigético con una mutacion de clase Ill o clase IV. Normalmente, el paciente es homocigotico
con dos copias de una mutacion de clase Ill o clase IV o heterocigético con una copia de una mutacioén de clase Ill o
clase IV y una copia de una mutacién de clase |, 1, V o VI.

El paciente puede ser heterocigético de clase lll/clase |, heterocigético de clase IV/clase |, heterocigético de clase
lll/clase Il, heterocigético de clase [V/clase Il heterocigético de clase lll/clase V, heterocigético de clase V/clase V,
heterocigético de clase lll/clase VI o heterocigético de clase IV/clase VI, donde heterocigético de clase X/clase Y
significa que un alelo lleva una mutacion del CFTR de clase X y el otro alelo lleva una mutacién de clase Y. Por
ejemplo, el paciente puede ser heterocigético con un alelo que muestra la mutacion del CFTR R117H y el otro alelo
que muestra la mutacion del CFTR AF508. Como alternativa, el paciente puede ser heterocigético con un alelo que
muestra la mutaciéon del CFTR G551D y el otro alelo que muestra la mutacion del CFTR AF508.

Como se ha mencionado anteriormente, un efecto secundario observado con el uso de algunos farmacos activos en
la modulacion del CFTR es la diarrea. La diarrea es un efecto secundario desagradable que puede limitar el uso de
un farmaco en el tratamiento de una enfermedad o afeccién, ya que un paciente puede no querer o ser incapaz de
tomar el farmaco en vista de este efecto secundario. Este es particularmente el caso de los pacientes que ya
padecen o son susceptibles a la diarrea.

Los estudios clinicos muestran que RPL554 no provoca diarrea en los pacientes. En consecuencia, la composicion
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de la invencién puede usarse para tratar a un paciente que es susceptible o padece diarrea. La susceptibilidad a la
diarrea puede deberse a una de varias causas, por ejemplo, una susceptibilidad hereditaria a la diarrea,
susceptibilidad a la diarrea debido a factores ambientales o una susceptibilidad a la diarrea provocada por una
afeccion preexistente. Una afeccién preexistente de este tipo es normalmente una afeccién del sistema digestivo.

Normalmente, dicho paciente que padece o es susceptible a la diarrea es un paciente que padece colitis ulcerosa,
enfermedad de Crohn, colitis microscopica, enfermedad celiaca, sindrome del intestino irritable, malabsorcion de
acidos biliares o diverticulitis. La diarrea puede estar provocada por varias afecciones tales como infecciones viricas,
infecciones bacterianas, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, colitis microscépica, enfermedad celiaca, sindrome
del intestino irritable, malabsorcién de acidos biliares, diverticulitis o alergias.

Composicion farmacéutica

De manera tipica, la composicion es una composicion farmacéutica que comprende uno o mas vehiculos, diluyentes
0 excipientes farmacéuticamente aceptables. La composicion farmacéutica puede ser como se describe a
continuacion.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse al sujeto mediante cualquier via de administracion
aceptable incluyendo, pero no limitada a, modos de administraciéon inhalados, orales, nasales, tépicos (incluyendo
transdérmicos) y parenterales. Se prefiere la administracion por inhalacion. Adicionalmente, las composiciones de la
invencion pueden administrarse en multiples dosis por dia, en una sola dosis diaria o una unica dosis semanal. Se
entendera que cualquier forma de los agentes activos utilizados en la composicion de la invencion (es decir, base
libre, sal farmacéuticamente aceptable, solvato, etc.) que sea adecuada para el modo particular de administracion
puede usarse en las composiciones farmacéuticas analizadas en el presente documento.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion normalmente contienen una cantidad terapéuticamente
eficaz de un agente activo. Los expertos en la materia reconoceran, sin embargo, que una composicion farmacéutica
puede contener mas que una cantidad terapéuticamente eficaz, es decir, composiciones a granel, o menos que una
cantidad terapéuticamente eficaz, es decir, dosis unitarias individuales disefiadas para la administracién multiple
para conseguir una cantidad terapéuticamente eficaz. En una realizacién, la composicion contendra
aproximadamente el 0,01-95 % en peso de agente activo, incluyendo, aproximadamente el 0,01-30 % en peso, tal
como aproximadamente el 0,01-10 % en peso, dependiendo la cantidad real de la propia formulacion, de la via de
administracion, de la frecuencia de dosificacion, etc. En otra realizacién, una composiciéon adecuada para inhalacion,
por ejemplo, comprende de aproximadamente el 0,01 al 30 % en peso de agente activo con otra realizacion mas que
comprende aproximadamente el 0,01-10 % en peso de agente activo.

Puede usarse cualquier vehiculo o excipiente convencional en las composiciones farmacéuticas de la invencion. La
eleccion de un vehiculo o excipiente particular, o combinaciones de vehiculos o excipientes, dependera del modo de
administracion que se usa para tratar un sujeto particular o tipo de afecciéon médica o patologia. A este respecto, la
preparacion de una composicion adecuada para un modo particular de administracion esta dentro del alcance de los
expertos en las técnicas farmacéuticas. Adicionalmente, los vehiculos o excipientes utilizados en dichas
composiciones estan disponibles en el mercado. A modo de ilustracion adicional, se describen técnicas de
formulacion convencionales en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 202 Edicion, Lippincott Williams
& White, Baltimore, MD (2000); y H. C. Ansel y et al., Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, 72
Edicion, Lippincott Williams & White, Baltimore, MD (1999).

Los ejemplos representativos de materiales que pueden servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables
incluyen, pero no se limitan a, los siguientes: azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, tales
como almidén de maiz y almidén de patata; celulosa, tal como celulosa microcristalina y sus derivados, tal como
carboximetilcelulosa de sodio, etilcelulosa y acetato de celulosa; tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco;
excipientes, tales como manteca de cacao y ceras para supositorios; aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite
de semillas de algoddn, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja;
glicoles, tales como propilenglicol; polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; ésteres, tales
como oleato de etilo y laurato de etilo; agar; agentes tamponantes, tales como hidréxido de magnesio e hidréxido de
aluminio; acido alginico; agua apirégena; solucién salina isoténica; solucién de Ringer; alcohol etilico; soluciones de
tampon de fosfato; gases propulsores comprimidos, tales como clorofluorocarbonos e hidrofluorocarbonos; y otras
sustancias compatibles atoxicas empleadas en composiciones farmacéuticas. Las composiciones farmacéuticas se
preparan normalmente mezclando o combinando exhaustiva e intimamente el agente activo/principio activo con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable y uno o mas ingredientes opcionales. La mezcla resultante uniformemente
mezclada puede conformarse o cargarse en comprimidos, capsulas, pildoras, botes, cartuchos, dispensadores y
similares usando procedimientos y equipos convencionales.

Normalmente, las composiciones farmacéuticas son adecuadas para la administracion por inhalacién. La
composicion farmacéutica puede ser para la administracion por nebulizador, inhalador de polvo seco (IPS) o
inhalador de dosis medida (IDM).
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Las composiciones adecuadas para la administracién por inhalacién normalmente estaran en forma de un aerosol o
un polvo, por ejemplo, una composicion de polvo seco. Dichas composiciones se administran generalmente usando
dispositivos de administracion bien conocidos, tales como un inhalador nebulizador, un inhalador de polvo seco o un
inhalador de dosis medida, ejemplos de los cuales se describen a continuacion.

Como alternativa, una composicion que comprende el o los agentes activos/principios activos puede administrarse
por inhalaciéon usando un inhalador nebulizador. Dichos dispositivos nebulizadores normalmente producen una
corriente de aire a alta velocidad que provoca que la composicién se pulverice como una bruma que se lleva dentro
del tracto respiratorio de un sujeto. En consecuencia, cuando se formula para su uso en un inhalador nebulizador, el
o los agentes activos/principios activos se disuelven normalmente en un vehiculo adecuado para formar una
soluciéon. Como alternativa, el o los agentes activos/principios activos pueden micronizarse y combinarse con un
vehiculo adecuado para formar una suspension de particulas micronizadas de tamafio respirable, donde
micronizado se define normalmente como que tiene particulas en las que al menos aproximadamente el 90 por
ciento de las particulas tienen una mediana de didmetro en masa de menos de aproximadamente 10 um. La
expresion "mediana de diametro en masa" significa el diametro de manera que la mitad de la masa de las particulas
esta contenida en particulas con un diametro mayor y la mitad esta contenida en particulas con un diametro menor.

Los dispositivos nebulizadores adecuados incluyen el inhalador RespimatR™ Soft Mist™ (Boehringer Ingelheim), el
Sistema de Administracion Pulmonar AERxR™ (Aradigm Corp.) y el Nebulizador Reutilizable PARI LC Plus (Pari
GmbH). Una composiciéon ejemplar para su uso en un inhalador nebulizador comprende una solucién acuosa
isotonica que comprende de aproximadamente 0,05 pg/ml a aproximadamente 10 mg/ml de RPL554 o una sal de
adicion de éacido farmacéuticamente aceptable del mismo. En una realizacién, dicha soluciéon tiene un pH de
aproximadamente 3,5 a 6,0.

Como alternativa, una composicion que comprende el o los agentes activos/principios activos puede administrarse
por inhalacién usando un inhalador de polvo seco (IPS). Dichos IPS normalmente administran el agente activo como
un polvo de flujo libre que se dispersa en la corriente de aire de un sujeto durante la inspiracion. Con el fin de
conseguir un polvo de flujo libre, el o los agentes activos/principios activos se formulan normalmente con un
excipiente adecuado tal como lactosa, almidén, manitol, dextrosa, acido polilactico, polilactida-co-glicolida y
combinaciones de los mismos. Normalmente, el o los agentes activos/principios activos se micronizan y combinan
con un excipiente para formar una mezcla adecuada para la inhalacion. En consecuencia, en una realizacion de la
invencion, el o los agentes activos/principios activos se encuentran en forma micronizada. Por ejemplo, una
composicion representativa para su uso en un IPS comprende lactosa seca que tiene un tamafio de particula de
entre aproximadamente 1 um y aproximadamente 100 um (por ejemplo, lactosa molida seca) y particulas
micronizadas del agente activo. Una formulacién de polvo seco de este tipo puede prepararse, por ejemplo,
combinando lactosa con el agente activo y después mezclando en seco los componentes. Como alternativa, si se
desea, el agente activo puede formularse sin un excipiente. La composicién se carga normalmente en un IPS o en
cartuchos o capsulas de inhalaciéon para su uso con un IPS. Los IPS son bien conocidos por los expertos en la
materia y muchos de estos dispositivos estan disponibles en el mercado, con dispositivos representativos incluyendo
AerolizerR™  (Novartis), Airmax™ (IVAX), ClickHalerR™ (Innovata Biomed), DiskhalerR™ (GlaxoSmithKline),
DiskusR™ o Accuhaler (GlaxoSmithKline), Easyhaler"™ (Orion Pharma), Eclipse™ (Aventis), FlowCapsR™
(Hovione), HandihalerR™ (Boehringer Ingelheim), PulvinalR™ (Chiesi), RotahalcrR™ (GlaxoSmithKline), SkyeHaler™
o Certihaler™ (SkyePharma), Twisthaler (ScheringPlough), TurbuhalerR™ (AstraZeneca), UltrahalerR™ (Aventis) y
similares.

Como alternativa, la composicion que comprende el agente activo puede administrarse por inhalacién usando un
inhalador de dosis medida (IDM). Dichos IDM normalmente descargan una cantidad medida del agente activo
usando gas propulsor comprimido. Las formulaciones de dosis medida, por tanto, normalmente comprenden una
solucion o suspension del agente activo en un propulsor licuado, tal como un clorofluorocarbono tal como CCIsF o un
hidrofluoroalcano (HFA) tal como 1,1,1,2-tetrafluoroetano (HFA 134a) y 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoro-n-propano (HFA
227), aunque generalmente se prefieren los HFA debido a las preocupaciones acerca de que los clorofluorocarbonos
afectan a la capa de ozono. Los componentes opcionales adicionales de las formulaciones de HFA incluyen
codisolventes, tales como etanol o pentano y tensioactivos, tales como trioleato de sorbitano, acido oleico, lecitina y
glicerina. Véase, por ejemplo, la patente de los EE. UU. N.° 5.225.183 de Purewal et al., el documento EP 0717987
A2 (Minnesota Mining and Manufacturing Company) y el documento WO 92/22286 (Minnesota Mining and
Manufacturing Company). Una composicion representativa para su uso en un IDM comprende aproximadamente el
01-5 % en peso de agente activo; aproximadamente el 0-20 % en peso de etanol; y aproximadamente el 0-5 % en
peso de tensioactivo; siendo el resto un propulsor de HFA. Dichas composiciones se preparan normalmente
afadiendo un hidrofluoroalcano frio o presurizado a un recipiente adecuado que contiene el agente activo, etanol (si
esta presente) y el tensioactivo (si esta presente). Para preparar una suspension, el agente activo se microniza y
después se combina con el propelente. Después, la formulacién se carga en un bote de aerosol, que forma una
porcion del IDM. Los IDM son bien conocidos por los expertos en la materia y muchos de estos dispositivos estan
disponibles en el mercado, incluyendo los dispositivos representativos el Sistema Inhalador AeroBid (Forest
Pharmaceuticals), Aerosol de Inhalacion Atrovent (Boehringer Ingelheim), FloventR™ (GlaxoSmithKline), Inhalador
Maxair (3M), Inhalador ProventilR™ (Schering), Aerosol de Inhalacion SereventR™ (GlaxoSmithKline) y similares.
Como alternativa, puede prepararse una formulacién de suspensiéon secando por pulverizacion un recubrimiento de
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tensioactivo sobre particulas micronizadas del agente activo. Véanse, por ejemplo, el documento WO 99/53901
(Glaxo Group Ltd.) y el documento WO 00/61108 (Glaxo Group Ltd.).

Se describen ejemplos adicionales de procesos de preparacion de particulas respirables, y formulaciones y
dispositivos adecuados para la dosificacion por inhalacion en la Patente de los EE.UU. N.° 5.874.063 de Briggner et
al.; 5.983.956 de Trofast; 6.221.398 de Jakupovic et al.; 6.268.533 de Gao et al.; 6.475.524 de Bisrat et al.; y
6.613.307 de Cooper.

Como alternativa, las composiciones farmacéuticas pueden ser adecuadas para la administracion oral. Las
composiciones adecuadas para la administracion oral pueden estar en forma de capsulas, comprimidos, pildoras,
pastillas para chupar, sellos, grageas, polvos, granulos; soluciones o suspensiones en un liquido acuoso o no
acuoso; emulsiones liquidas de aceite en agua o agua en aceite; elixires o jarabes; y similares; conteniendo cada
uno una cantidad predeterminada del agente activo.

Cuando se destina para la administraciéon oral en una forma de dosificacion soélida (es decir, en forma de capsulas,
comprimidos, pildoras y similares), la composicion normalmente comprendera el agente activo y uno o mas
vehiculos farmacéuticamente aceptables, tales como citrato de sodio o fosfato de dicalcio. Las formas de
dosificacion sdlidas también pueden comprender: cargas o diluyentes, tales como almidones, celulosa
microcristalina, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y/o acido silicico; aglutinantes, tales como carboximetilcelulosa,
alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y/o acacia; humectantes, tales como glicerol; agentes disgregantes,
tales como agar-agar, carbonato de calcio, almidon de patata o tapioca, acido alginico, ciertos silicatos y/o carbonato
de sodio; agentes retardantes de la solucion, tales como parafina; aceleradores de la absorcion, tales como
compuestos de amonio cuaternario; agentes humectantes, tales como alcohol cetilico y/o monoestearato de glicerol;
absorbentes, tales como caolin y/o arcilla de bentonita; lubricantes, tales como talco, estearato de calcio, estearato
de magnesio, polietilenglicoles sdlidos, laurilsulfato de sodio y/o mezclas de los mismos; agentes colorantes; y
agentes tamponantes.

También puede haber presentes en las composiciones farmacéuticas agentes de liberacién, agentes humectantes,
agentes de recubrimiento, agentes edulcorantes, aromatizantes y perfumantes, conservantes y antioxidantes. Los
ejemplos de agentes de recubrimiento para comprimidos, capsulas, pildoras y similares, incluyen los utilizados para
recubrimientos entéricos, tales como ftalato de acetato de celulosa, ftalato de acetato de polivinilo, ftalato de
hidroxipropilmetilcelulosa, copolimeros de acido metacrilico-éster de acido metacrilico, trimelitato de acetato de
celulosa, carboximetiletilcelulosa, succinato de acetato de hidroxipropilmetilcelulosa y similares. Los ejemplos de
antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen: antioxidantes hidrosolubles, tales como &acido ascérbico,
clorhidrato de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfato de sodio, sulfito de sodio y similares; antioxidantes solubles
en aceite, tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, lecitina, galato de propilo,
alfa-tocoferol y similares; y agentes quelantes de metales, tales como acido citrico, acido etilendiaminotetraacético,
sorbitol, acido tartarico, acido fosférico y similares.

Las composiciones también pueden formularse para proporcionar una liberacion lenta o controlada del agente activo
usando, a modo de ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variables u otras matrices poliméricas,
liposomas y/o microesferas. Ademas, las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden contener agentes
opacificantes y pueden formularse de manera que liberen el agente activo solamente, o preferentemente, en una
determinada porcién del tracto gastrointestinal, opcionalmente, de forma retardada. Los ejemplos de composiciones
de inclusion que pueden usarse incluyen sustancias poliméricas y ceras. El agente activo también puede estar en
forma microencapsulada, si es apropiado, con uno o mas de los excipientes descritos anteriormente.

Las formas de dosificacidon liquidas adecuadas para la administracion oral incluyen, a modo de ilustracion,
emulsiones, microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Las
formas de dosificacion liquidas normalmente comprenden el agente activo y un diluyente inerte, tal como, por
ejemplo, agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol
isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-
butilenglicol, aceites (por ejemplo, aceites de semillas de algodén, cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo),
glicerol, alcohol tetrahidrofurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitano, y mezclas de los
mismos. Las suspensiones pueden contener agentes de suspension tales como, por ejemplo, alcoholes
isoestearilicos etoxilados, polioxietilen sorbitol y ésteres de sorbitano, celulosa microcristalina, metahidroxido de
aluminio, bentonita, agaragar y tragacanto, y mezclas de los mismos.

Cuando se destinan a la administracién oral, las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden envasarse en
una forma de dosificacion unitaria. La expresion "forma de dosificacion unitaria" se refiere a una unidad fisicamente
individual adecuada para dosificar un sujeto, es decir, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de los
agentes activos calculada para producir el efecto terapéutico deseado ya sea sola o en combinacién con una o mas
unidades adicionales. Por ejemplo, dichas formas de dosificacion unitarias pueden ser capsulas, comprimidos,
pildoras y similares.

Las composiciones de la invencién también pueden administrarse por via parenteral (por ejemplo, por inyeccion
subcutanea, intravenosa, intramuscular o intraperitoneal). Para dicha administracidon, los agentes activos se
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proporcionan en una solucidn, suspension o emulsién estéril. Los disolventes de ejemplo para la preparacion de
dichas formulaciones incluyen agua, solucién salina, alcoholes de bajo peso molecular tales como propilenglicol,
polietilenglicol, aceites, gelatina, ésteres de acidos grasos tales como oleato de etilo y similares. Una formulacion
parenteral normal es una solucion acuosa estéril de pH 4-7 de los agentes activos. Las formulaciones parenterales
también pueden contener uno o mas solubilizantes, estabilizantes, conservantes, agentes humectantes,
emulsionantes y agentes dispersantes. Estas formulaciones pueden convertirse en estériles mediante el uso de un
medio inyectable estéril, un agente esterilizante, filtracion, irradiacion o calor.

Las composiciones de la invencién también pueden administrarse por via transdérmica usando sistemas y
excipientes de entrega transdérmica conocidos. Por ejemplo, los agentes activos pueden mezclarse con
potenciadores de la permeacién, tales como propilenglicol, monolaurato de polietilenglicol, azacicloalcan-2-onas y
similares, y pueden incorporarse en un parche o sistema de entrega similar. Si se desea, pueden usarse excipientes
adicionales incluyendo agentes gelificantes, emulsionantes y tampones, en dichas composiciones transdérmicas.

Dosificacion

Se puede administrar a un paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto como se describe en el
presente documento. En las composiciones de acuerdo con la invencion, puede proporcionarse RPL554 o la sal de
adicion de acido farmacéuticamente aceptable del mismo en cualquier dosificaciéon adecuada. Una dosis normal es
de 0,1 ug a 100 mg de acuerdo con la actividad del compuesto especifico, la edad, el peso y las condiciones del
sujeto que se trata, el tipo y la gravedad de la enfermedad y la frecuencia y la via de administracion. La cantidad de
RPL554 presente en una sola dosis puede ser de 1 uyg a 50 mg, de 1 yg a 10 mg, de 1 uyg a 1 mg, de 1 pyg a 500 pg,
de 1 ug a 100 ug o de 1 ug a 50 ug (es decir, de 0,001 mg a 0,050 mg). Como alternativa, la cantidad de RPL554
presente en una sola dosis puede ser de 1 uyg a 50 mg, de 10 ug a 50 mg, de 100 pg a 50 mg o de 250 ug a 50 mg.
La dosis de RPL554 puede ser de 1 ug/kg a 500 pg/kg o de 50 ug/kg a 250 pg/kg (kg como peso del paciente). Una
dosis puede administrarse con la frecuencia requerida. Esto puede ser como y cuando se requiera una dosis, 0o
puede seguir una rutina tal como tres o0 mas veces al dia, dos veces al dia, una vez al dia, tres 0 mas veces a la
semana, dos veces a la semana o una vez a la semana.

Preferentemente, el agente activo para modular CFTR se administra por inhalacion.

El tratamiento con un compuesto activo como se describe en el presente documento normalmente comprende
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto activo o los compuestos activos.

Combinacion

Es un hallazgo de la invencion que RPL554 y los antagonistas del receptor de leucotrienos tienen un efecto aditivo o
sinérgico en la activacion del CFTR. Son particularmente utiles combinaciones de farmacos en las que los principios
activos funcionen a través de diferentes vias fisiologicas y aun asi conseguir una actividad aditiva o sinérgica.
Frecuentemente, la ventaja terapéutica surge porque la combinacién puede conseguir un efecto terapéuticamente
util usando concentraciones mas bajas de cada componente activo. Esto permite minimizar los efectos secundarios
de la medicacién. Por tanto, la combinacion puede formularse de manera que cada principio activo esté presente a
una concentracion que sea subclinica en células distintas de las células diana con la enfermedad. Sin embargo, la
combinacion es terapéuticamente eficaz en células diana que responden a ambos ingredientes.

Por lo tanto, la invencion proporciona una composicién que comprende RPL554 y un antagonista del receptor de
leucotrienos. El antagonista del receptor de leucotrienos es normalmente un antagonista del receptor de leucotrienos
D4. Preferentemente, el antagonista del receptor de leucotrienos es un inhibidor de la proteina 4 asociada a la
resistencia a multiples farmacos (MRP4).

El antagonista del receptor de leucotrienos puede ser MK-571, MK-886, montelukast, zafirlukast o pranlukast.

La composiciéon que comprende los dos principios activos como se definen en el presente documento puede ser una
composicion farmacéutica. La composicion puede comprender adicionalmente uno o mas vehiculos, diluyentes o
excipientes farmacéuticamente aceptables. El uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente
aceptables pueden ser como se definen en el presente documento. La composiciéon puede administrarse como se
describe en el presente documento. Por ejemplo, la composicion puede administrarse por inhalacion.

Los dos principios activos pueden estar en una combinacion fija o libre. Preferentemente, los dos principios activos
estan en una combinacion fija. Por ejemplo, pueden estar entremezclados.

La invencién proporciona una composicién, como se define en el presente documento, para su uso en el tratamiento
o la prevencién de una enfermedad o afeccion, como se define en el presente documento, en un paciente, como se
define en el presente documento, mediante la modulacién de la actividad del CFTR.

También se desvela el uso de 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-
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2H-pirimido[6,1-a]isoquinolin-4-ona o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable de la misma en la
fabricacién de un medicamento para su uso en el tratamiento o la prevencién de una enfermedad o afeccién, como
se define en el presente documento, en un paciente, como se define en el presente documento, mediante la
modulacion de la actividad del CFTR en combinacién con un antagonista del receptor de leucotrienos, como se
define en el presente documento.

También se desvela el uso de un antagonista del receptor de leucotrienos, como se define en el presente
documento, en la fabricacién de un medicamento para su uso en el tratamiento o la prevencion de una enfermedad o
afeccion, como se define en el presente documento, en un paciente, como se define en el presente documento,
mediante la modulacién de la actividad del CFTR en combinacién con 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-
carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6, 1-alisoquinolin-4-ona o una sal de adicion de acido
farmacéuticamente aceptable de la misma.

La invencién proporciona un producto que comprende (a) 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-
aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6, 1-alisoquinolin-4-ona o una sal de adicion de acido farmacéuticamente
aceptable de la misma y (b) un antagonista del receptor de leucotrienos, como se define en el presente documento,
para su uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento o la prevencién de la fibrosis quistica en un
paciente, como se define en el presente documento, mediante la modulacion de la actividad del CFTR.

La invencion proporciona, ademas, 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-
tetrahidro-2H-pirimido[6,1-a]isoquinolin-4-ona o una sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable de la
misma para su uso en el tratamiento o la prevencién de la fibrosis quistica en un paciente, como se define en el
presente documento, mediante la modulacidon de la actividad del CFTR en combinacion con un antagonista del
receptor de leucotrienos, como se define en el presente documento.

La invencién proporciona, ademas, un antagonista del receptor de leucotrienos, como se define en el presente
documento, para su uso en el tratamiento o la prevencién de la fibrosis quistica en un paciente, como se define en el
presente documento, mediante la modulacién de la actividad del CFTR en combinacion con 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-
trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6, 1-ajisoquinolin-4-ona o una sal de
adicion de acido farmacéuticamente aceptable de la misma.

La dosis de cada uno de los principios activos puede ser, de manera independiente, como se ha descrito
anteriormente para RPL554. La combinacion de los dos principios activos, o cada principio solo, se puede
administrar mediante inhalacién, como se define en el presente documento.

También es un hallazgo de la invencién que (i) RPL554 vy (ii) un potenciador del CFTR o corrector del CFTR tienen
un efecto aditivo o sinérgico en la activacién o potenciacién de CFTR. La invencién proporciona, por tanto, una
composicion que comprende RPL554 o una sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable del mismo y un
potenciador del CFTR. La invencion también proporciona una composicion que comprende RPL554 o una sal de
adicion de acido farmacéuticamente aceptable del mismo y un corrector del CFTR.

La composicidon que comprende los dos principios activos, como se define en el presente documento, puede ser una
composicién farmacéutica. La composicion puede comprender, ademas, uno o mas vehiculos, diluyentes o
excipientes farmacéuticamente aceptables. El uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente
aceptables pueden ser como se define en el presente documento. La composicién se puede administrar como se
describe en el presente documento. Por ejemplo, la composicion se puede administrar mediante inhalacion.

Los dos principios activos pueden estar en combinacion fija o libre. Preferentemente, los dos principios activos estan
en combinacion fija. Por ejemplo, estos se pueden entremezclar.

El potenciador del CFTR puede ser cualquier potenciador adecuado del CFTR. Por ejemplo, el potenciador del
CFTR puede ser VX770 (lvacaftor), QBW251, NPPB (5-nitro-2-(3fenilpropilamino)-benzoato), VRT532 (4-metil-2-(5-
fenil-1H-pirazol-3-il)fenol), PG-01 (N-metil-N-[2-[[4-(1-metiletil)fenillamino]-2-1H-indol-3-acetamida) o una sal de
adicion de acido farmacéuticamente aceptable de uno de estos compuestos. Se prefiere VX-770 o una sal de adicién
de acido farmacéuticamente aceptable del mismo. El farmaco conocido VX-770 (lvacaftor, Kalydeco®) esta
aprobado para el tratamiento de la fibrosis quistica en pacientes con la mutacion G551D y tiene la estructura
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y la formula N-(2,4-di-terc-butil-5-hidroxifenil)-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxamida.

El corrector del CFTR puede ser cualquier corrector del CFTR adecuado o cualquier sal de adicién de acido
farmacéuticamente aceptable del mismo. Por ejemplo, el corrector del CFTR es normalmente VX809 (Lumacaftor,
acido 3-{6-{[1-(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-il)ciclopropanocarbonillamino}-3-metilpiridin-2-il}benzoico), VX661 (1-
(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-il)-N-[1-[(2R)-2,3-dihidroxipropil]-6-fluoro-2-(2-hidroxi)-1, 1-dimetiletil)- 1H-indol-5-il]-

ciclopropanocarboxamida), Corr-4a (N-{2-[(5-cloro-2-metoxifenil)amino]-4'-metil-4,5'-bi-1,3-tiazol-2'-il}benzamida),
VRT532 (4-metil-2-(5-fenil-1H-pirazol-3-il)fenol) o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable de uno
de estos compuestos. Se prefiere Lumacaftor o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable del mismo.

Por lo tanto, la invencion proporciona una composicion que comprende (i) RPL554 o una sal de adicion de acido
farmacéuticamente aceptable del mismo vy (ii) un potenciador del CFTR o un corrector del CFTR. Normalmente, el
componente (ii) es un potenciador del CFTR.

La invencién también proporciona un producto que comprende (a) 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-
carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6,1-alisoquinolin-4-ona o una sal de adicion de acido
farmacéuticamente aceptable de la misma y (b) un potenciador del CFTR o un corrector del CFTR para su uso
simultaneo, por separado o secuencial en el tratamiento o la prevencion de una enfermedad o afeccion como se
define en el presente un paciente como se define en el presente documento mediante la modulacion de la actividad
del CFTR.

Normalmente, el producto comprende (a) 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-aminoetil)-
3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6, 1-alisoquinolin-4-ona o una sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable de
la misma y (b) N-(2,4-di-terc-butil-5-hidroxifenil)-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-carboxamida o una sal de adicién de
acido farmacéuticamente aceptable de la misma para su uso simultaneo, por separado o secuencial en el
tratamiento o la prevencion de una enfermedad o afeccion como se define en el presente documento en un paciente
como se define en el presente documento mediante la modulacion de la actividad del CFTR.

La invencién también proporciona 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-
tetrahidro-2H-pirimido[6,1-a]isoquinolin-4-ona o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable de la
misma para su uso en el tratamiento o la prevencién de una enfermedad o afeccién como se define en el presente
documento en un paciente como se define en el presente documento mediante la modulacién de la actividad del
CFTR en combinacion con un potenciador del CFTR o un corrector del CFTR.

La invencion también proporciona un potenciador del CFTR o un corrector del CFTR para su uso en el tratamiento o
la prevencion de una enfermedad o afeccion como se define en el presente documento en un paciente como se
define en el presente documento mediante la modulacion de la actividad del CFTR en combinaciéon con 9,10-
dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6, 1-a]isoquinolin-4-ona
o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable de la misma.

También se desvela el uso de 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-
2H-pirimido[6,1-a]isoquinolin-4-ona o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable de la misma en la
fabricacién de un medicamento para su uso en el tratamiento o la prevencién de una enfermedad o afeccion, como
se define en el presente documento, en un paciente, como se define en el presente documento, mediante la
modulacioén de la actividad del CFTR en combinacién con un potenciador del CFTR o un corrector del CFTR.

También se desvela el uso de un potenciador del CFTR o un corrector del CFTR en la fabricacion de un

medicamento para su uso en el tratamiento o la prevencién de una enfermedad o afeccién, como se define en el
presente documento, en un paciente, como se define en el presente documento, mediante la modulacién de la
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actividad del CFTR en combinacion con 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-
tetrahidro-2H-pirimido[6,1-a]isoquinolin-4-ona o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable de la
misma.

También se desvela un método de tratamiento o prevencién de una enfermedad o afeccidon, como se define en el
presente documento, en un paciente, como se define en el presente documento, mediante la modulacién de la
actividad del CFTR, método que comprende administrar al paciente (a) 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-
carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6, 1-alisoquinolin-4-ona o una sal de adicion de acido
farmacéuticamente aceptable de la misma y (b) un potenciador del CFTR o un corrector del CFTR.

El paciente que se ha de tratar mediante la combinacién de RPL554 y un potenciador o corrector del CFTR
normalmente tiene una mutaciéon del CFTR que puede ser una mutacion del CFTR de clase Il o clase IV. Como se
ha analizado anteriormente, RPL554 es particularmente eficaz en la modulacién de la actividad del CFTR resultado
de mutaciones de compuerta o conductancia tales como mutaciones del CFTR de clase Il y clase 1V,
respectivamente. Los potenciadores del CFTR y los correctores del CFTR pueden ser eficaces para corregir o
potenciar la actividad del CFTR resultado de mutaciones distintas de las mutaciones de compuerta y conductancia,
por ejemplo, mutaciones de clase |, Il, V o VI, como se ha definido anteriormente. Los correctores del CFTR pueden
ser particularmente eficaces para corregir la actividad del CFTR resultado de mutaciones del CFTR de clase II.

Los pacientes que padecen fibrosis quistica y otros trastornos relacionados con el CFTR pueden ser portadores
homocigéticos o heterocigoticos de genes del CFTR defectuosos. Con frecuencia, los pacientes que padecen
fibrosis quistica son portadores homocigéticos de la mutacion AF508. La combinacion de RPL554 y un potenciador o
corrector del CFTR puede ser particularmente eficaz en el tratamiento de pacientes que son portadores
heterocigoticos de mutaciones del CFTR. En particular, los pacientes heterocigéticos que tienen una mutacion de
compuerta o conductancia en un alelo y una mutacién del CFTR diferente (no de compuerta o no de conductancia)
en el otro alelo pueden tratarse usando esta combinacion debido a que el corrector del CFTR corrige los defectos de
trafico y RPL554 modula la actividad de defectos que surgen de mutaciones de compuerta o conductancia. Por
ejemplo, el paciente puede ser heterocigotico con un alelo que muestra una mutacién del CFTR de clase Il o clase
IV y el otro alelo que muestra una mutacién del CFTR de clase Il. El paciente puede ser heterocigético de clase
lll/clase 1, heterocigoético de clase IV/clase |, heterocigético de clase lll/clase Il, heterocigético de clase IV/clase I,
heterocigotico de clase lll/clase V, heterocigético de clase |V/clase V, heterocigoto de clase lll/clase VI o
heterocigotico de clase 1V/clase VI, donde heterocigotico de clase X/clase Y significa que un alelo lleva una mutacion
del CFTR de clase Xy el otro alelo lleva una mutacion de clase Y. Por ejemplo, el paciente puede ser heterocigotico
con un alelo que muestra la mutacién del CFTR R117H y el otro alelo que muestra la mutacion del CFTR AF508.

Como alternativa, el paciente puede ser heterocigético con un alelo que muestra la mutacién del CFTR G551D y el
otro alelo que muestra la mutacion del CFTR AF508.

La dosis de cada uno de los principios activos puede ser independientemente como se ha descrito anteriormente
para RPL554. La combinacién de los dos principios activos, o cada ingrediente solo, puede administrarse por
inhalacién como se define en el presente documento.

Los siguientes Ejemplos ilustran la invencién. En este sentido, resulta importante comprender que las pruebas
particulas usadas en el apartado de Ejemplos estan disefiadas para proporcionar solo una indicacion de la actividad.
Existen muchas pruebas disponibles para determinar tal actividad y un resultado negativo en cualquier prueba
particular, por lo tanto, no es determinante.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Ensayo de actividad activadora sobre CFTR TS en monocapas de CFBE

Se afiadi6 RPL554 de forma aguda a tres concentraciones diferentes (0,1, 1,0, 10 yM) a monocapas del epitelio
bronquial de fibrosis quistica (CFBE) que expresaba CFTR TS. Se us6 DMSO (dimetilsulféxido) como control
negativo. Se usaron genisteina (50 pM) y forskolina (10 pM) como controles positivos. Los resultados se muestran
en las Figuras 1 y 2 que demuestran que RPL554 solo puede activar los canales del CFTR TS en monocapas de
CFBE.

Ejemplo 2 - Ensayo de actividad activadora sobre CFTR TS en células HBE primarias

Después del pretratamiento con amilorida 100 nM para inhibir corrientes ENaC, se afiadi6 RPL554 o forskolina
(10 uM; apical), seguido secuencialmente de genisteina (50 uM; apical), CFTRinh-172 y ATP (100 pM). Los
resultados se muestran en la Figura 3 que demuestran que RPL554 solo puede activar los canales del CFTR TS en
monocapas de células HBE primarias altamente diferenciadas.

Ejemplo 3 - RPL554 sometido a ensayo como potenciador del CFTR TS en células CHO usando la técnica de
pinzamiento zonal de células enteras

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2773142 T3

Se determind una concentracion de forskolina (Fsk) que proporcionaba una respuesta submaxima. Las corrientes
estimuladas por forskolina se midieron a concentraciones de entre 100 nM y 50 uM y se ajustaron para determinar la
CES50 (Figura 4). Luego se confirmo que la corriente se debié a CFTR.

Para determinar si la corriente inducida por forskolina 2 uM se llevaba realmente por los canales del CFTR, se
examino la sensibilidad de la corriente a +40 mV al inhibidor del CFTR CFTRinh-172 (Inh 172) (Figura 5).

Después, se evalud la capacidad de RPL554 para potenciar la respuesta del CFTR TS a la forskolina 2 uM en zonas
de células enteras. Para examinar el efecto de RPL554 sobre la actividad del CFTR durante la estimulacion
submaxima, las células CHO se estimularon con forskolina 2 yM y después se expusieron de forma aguda a
RPL554. La dependencia de la concentracion de RPL554 como potenciador del CFTR se muestra en la Figura 6.

El curso temporal de activacion del CFTR por RPL554 e inhibicion por Inh 172 (corriente a +40 mV normalizada a la
de forskolina 2 uM) en la Figura 7 muestra la respuesta a RPL554 en estas condiciones. La sensibilidad a CFTRinh-
172 confirma que esta mediada por canales del CFTR.

Ejemplo 4 - Comparacion de la modulacion de la actividad del CFTR TS en células CHO por RPL554 y un
potenciador aprobado (VX770, Kalydeco®)

Los efectos sobre CFTR TS en células CHO durante la estimulacion submaxima por forskolina se compararon para
RPL554 y VX770 (Figura 8). RPL554 potencia la actividad del canal del CFTR TS en células CHO y esta respuesta
es >50 % la de VX770.

Ejemplo 5 - Potenciacion de células CFBE CFTR-AF508

Se incubaron células CFBE CFTR-AF508 a 29 °C durante 24 horas para rescatar parcialmente el CFTR. Las células
se estimularon con forskolina 10 uM en el lado apical y después con RPL554 a 100 nM, 300 nM, 1 uM, 3 uM y
10 uM, usando DMSO como control. Los resultados se muestran en la Figura 9 lo que demuestra que RPL554
potencia las células CFBE CFTR-AF508.

Ejemplo 6 - Potenciacion de la activacion de CFTR-TS en células CFBE por RPL554

Se cultivaron células CFBE en ALl durante una semana hasta que se polarizaron. Las células se estimularon
apicalmente con forskolina, después con RLP554 y genisteina como se muestra en las Figuras 10 y 11. RPL554
actla como un potenciador de CFTR-TS.

Ejemplo 7 - RPL554 y un antagonista del receptor de leucotrienos en células CFBE CFTR-AF508

Se estimularon células CFBE CFTR-AF508 con el agonista del receptor de leucotrienos D4 (inhibidor de MRP4)
MK571 (20 uM) y esto aumento la Icc dependiente del CFTR en 6 veces (Figura 12) y potencié la respuesta a
RPL554. Esto implica que hay una liberacidon significativa de AMPc desde las células epiteliales de las vias
respiratorias en condiciones basales. Los resultados para RPL554 en ausencia de pretratamiento con MRP4inh se
muestran en la Figura 13. MK571 y RPL554 interactian sinérgicamente cuando se usan juntos (Figura 14). MK571 y
RPL554 (3 uM) provocaron aumentos aditivos en la actividad del CFTR cuando se afadieron secuencialmente
(Figura 15).

Estos resultados sugieren que RPL554 solo o en combinacién con antagonistas del receptor de leucotrienos (por
ejemplo, bloqueadores de MRP4) puede ser util como terapia complementaria en la FQ.

Ejemplo 8 - RPL554 y VX-770 en células HBE de un paciente AF508/R117H

Se cultivaron células HBE primarias de un paciente F508del/R117H en la interfaz aire-liquido (IAL) hasta que se
diferenciaron bien (4 semanas), después se montaron en camaras Ussing con un gradiente de CI- de basolateral a
apical. Las monocapas se expusieron secuencialmente a adenosina apical (10 yM) o forskolina (1 o 10 uM,
bilateralmente), después a RPL554 apical (10 uM) y finalmente a VX-770 (100 nM) como se indica. Los resultados a
lo largo del tiempo para cada tratamiento se muestran en la Figura 16. Las concentraciones de los agentes utilizados
fueron las siguientes: amilorida 100 uyM, adenosina 10 uM, forskolina yM o 10 uM, RPL554 10 pM, VX-770 100 nM,
CFTRinh172 10 uM y ATP 100 uM. La comparacion de la activacion total se muestra en la Figura 17.

Se ha demostrado que RPL554 provoca una mejora significativa de la activacion del CFTR en estas mutaciones de
CF en condiciones de control (sin agonista) y durante la estimulaciéon con adenosina fisiologica. El efecto relativo de
RPL554 disminuye progresivamente al aumentar las concentraciones de forskolina, confirmando el efecto de
inhibicion de la PDE de RPL554.

Ejemplo 9 - Efecto de RPL554 solo y en combinacién con Lumacaftor
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Se obtuvieron células epiteliales bronquiales humanas (HBE) primarias de dos pacientes heterocigoticos
R117H/AF508 (pacientes 1 y 2). El efecto de RPL554 sobre las células HBE de cada uno de estos pacientes se
evalué usando una camara Ussing midiendo la corriente de cortocircuito (Icc) de transporte de CI- dependiente del
CFTR. RPL554 se us6 con pre-estimulacién con forskolina, sola o en combinacién con el corrector del CFTR
Lumacaftor. Todos los experimentos usaron forskolina 2 yM, RPL554 10 uM y Lumacaftor 10 pM.

La resistencia de las células HBE obtenidas del paciente 1 fue de aproximadamente 550 Q cm™. El efecto sobre la
lcc medida de RPL554 solo ("control") o en combinacion con Lumacaftor ("Lumacaftor") después de la estimulacién
con forskolina para células HBE del paciente 1 se muestra en la Figura 18. Los resultados mostrados son la
respuesta media con n = 4.

La resistencia de las células HBE obtenidas del paciente 2 fue de aproximadamente 850 Q cm. La Figura 19

muestra un curso temporal para la potenciacion por RPL554 del CFTR en células HBE del paciente 2 después de la
estimulacién con forskolina.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende (i) 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-
tetrahidro-2H-pirimido[6,1-a]isoquinolin-4-ona o una sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable de la
misma y (ii) un potenciador del CFTR o un corrector del CFTR.

2. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el potenciador del CFTR es Ivacaftor (VX770, N-
(2,4-di-terc-butil-5-hidroxifenil)-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-carboxamida), QBW251, NPPB (5-nitro-2-(3-
fenilpropilamino)-benzoato), VRT532  (4-metil-2-(5-fenil-1H-pirazol-3-il)fenol), PG-01  (N-metil-N-[2-[[4-(1-(1-
metiletil)fenillamino]-2-1H-indol-3-acetamida) o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable de la
misma o el corrector del CFTR es VX809 (Lumacaftor, acido 3-{6-{[1-(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-
il)ciclopropanocarbonillamino}-3-metilpiridin-2-il}benzoico), VX661 (1-(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-il)-N-[1-[(2R)-
2,3-dihidroxipropil]-6-fluoro-2-(2-hidroxi-1,1-dimetiletil)-1H-indol-5-il]-ciclopropanocarboxamida), Corr-4a (N-{2-[(5-
cloro-2-metoxifenil)amino]-4'-metil-4,5'-bi-1,3-tiazol-2'-il}benzamida), VRT532 (4-metil-2-(5-fenil-1H-pirazol-3-il)fenol)
o una sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. Una composicién de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o la reivindicacion 2, en donde el potenciador del CFTR o el
corrector del CFTR es N-(2,4-di-terc-butil-5-hidroxifenil)-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxamida (lvacaftor) o una sal
de adicién de acido farmacéuticamente aceptable de la misma.

4. Una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su uso en el tratamiento o la
prevencion de la fibrosis quistica en un paciente mediante la modulacion de la actividad del CFTR.

5. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde:

el paciente tiene una mutacioén del CFTR,

preferentemente en donde la mutaciéon del CFTR es una mutacién del CFTR de clase Il o una mutacién del
CFTR de clase IV,

mas preferentemente en donde la mutacion del CFTR es G551D, G178R, G551S, S549N, G1349D, R117H,
R117C, R347P o R334W, preferentemente en donde la mutacion del CFTR es R117H; o

en donde el paciente es heterocigético con (i) un alelo que muestra una mutacion del CFTR de clase lll o clase
IV y (i) el otro alelo que muestra una mutacion del CFTR de clase II.

6. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4 o 5, en donde el paciente es susceptible a o
padece diarrea,

preferentemente en donde el paciente padece colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, colitis microscépica,
enfermedad celiaca, sindrome del intestino irritable, absorcién insuficiente de acidos biliares o diverticulitis.

7. Un producto que comprende (a) 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-
tetrahidro-2H-pirimido[6,1-a]isoquinolin-4-ona o una sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable de la
misma y (b) un potenciador del CFTR o un corrector del CFTR, como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, para su uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento o la prevencion de la fibrosis
quistica en un paciente, como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, mediante la modulacién de
la actividad del CFTR.

8. 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6, 7-tetrahidro-2H-pirimido[6, 1-
ajisoquinolin-4-ona o una sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable de la misma para su uso en el
tratamiento o la prevencion de la fibrosis quistica en un paciente, como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 6, mediante la modulacion de la actividad del CFTR en combinacién con un potenciador del
CFTR o un corrector del CFTR, como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

9. Un potenciador del CFTR o un corrector del CFTR, como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, para su uso en el tratamiento o la prevencion de la fibrosis quistica en un paciente, como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, mediante la modulacion de la actividad del CFTR en combinacién con 9,10-
dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6, 1-a)isoquinolin-4-ona
0 una sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable de la misma.

10. Una composicion que comprende (i) 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-
tetrahidro-2H-pirimido[6,1-a]isoquinolin-4-ona o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable de la
misma y (ii) un antagonista del receptor de leucotrienos.

11. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde el antagonista del receptor de leucotrienos es un
antagonista del receptor de leucotrienos D4,

preferentemente en donde el antagonista del receptor de leucotrienos es un inhibidor de la proteina 4 asociada a la
resistencia a multiples farmacos (MRP4 en inglés),

mas preferentemente en donde el antagonista del receptor de leucotrienos es MK-571, MK-886, montelukast,
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zafirlukast o pranlukast.

12. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 10 u 11 para su uso en el tratamiento o la prevencion de la
fibrosis quistica en un paciente, como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, mediante la
modulacion de la actividad del CFTR.

13. Un producto que comprende (a) 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-
tetrahidro-2H-pirimido[6,1-a]isoquinolin-4-ona o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable de la
misma y (b) un antagonista del receptor de leucotrienos, como se define en la reivindicaciéon 10 u 11, para su uso
simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento o la prevencién de la fibrosis quistica en un paciente, como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, mediante la modulacién de la actividad del CFTR.

14. 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6,1-
aJisoquinolin-4-ona o una sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable de la misma para su uso en el
tratamiento o la prevencion de la fibrosis quistica en un paciente, como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 6, mediante la modulacion de la actividad del CFTR en combinaciéon con un antagonista del
receptor de leucotrienos, como se define en la reivindicacion 10 u 11.

15. Un antagonista del receptor de leucotrienos, como se define en la reivindicaciéon 10 u 11, para su uso en el
tratamiento o la prevencién de la fibrosis quistica en un paciente, como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 6, mediante la modulacion de la actividad del CFTR en combinacién con 9,10-dimetoxi-2-(2,4,6-
trimetilfenilimino)-3-(N-carbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6, 1-ajisoquinolin-4-ona o una sal de
adicion de acido farmacéuticamente aceptable de la misma.
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