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ANEX S
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solictud,
Documento que acredita |a existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Poderes, sl fuere el caso.
Documento de cesiSn del Inventor al solicitants o a su causante.
Declaraclones.
Copla de la solicitud Internadional. (Resumen, descripdén, relvindicaclones, dibujos).
Traducclén de la solicitud Intemacional al castellanp. (Resumen, descripcién, reivindicaclones, dibujos).

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

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

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimlentos tradicionales de las
comunidades Indigenas.

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

De ser el caso, Informacién sobre otras solicitudes de patente o thulcs obtenidos en el extranjero por ¢l mismo
titular o suv causante, relacionadas parclal o totalmente con la Invencln de esta solictud.

De ser ¢ caso, modificaciones efectuadas a la solicitud Internacional.
Otros. Blsqueda Internacional

©®

NOMBRE: CARLOS R, OLARTE FIRMA:

Solicito la concesién de la patente,

C.C. 79,782,747 Bta T.P. 74,295
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" Traduccidén oficial del Inglés por Marlén Neira Castro. resolucién 2117 del

Ministerio de Justicia de Colombia
APOSTILLA EN PODER DE REPRESENTACION DE
GLAXO GROUP LIMITED

PODER DE REPRESENTACION
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agosto de 2003 y firmado por Peter John Giddings, Apoderado y Funcionario
autorizado.

Certificado de Notario De Pinna en espafiol firmado por James Kerr Milligan

APOSTILLA
(Convencién de 1a Haya del § de octubre de 1861)
1. Pais: Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norte
- Este documento Piblico
2. ha sido firmado por James Kerr Milligan
3. Quien ejerca funciones de Notario piblico
4, Lleva e sello dél Notario piblico
CERTIFICADO
6. En Londras
8. E1 14 agosto 2003
7. Por el Secretario de Estadoe Principal de su Majlestad para Asuntos
exterfores y de 1a Mancomunidad
8. No. G220474
9. Gran Sello de 1a Oficina de Asuntos exteriores y de 1a Mancomunidad
10. Firma legible de J. Garbrah- Por el Secretario de Estado

Si el documento se usa en un pais que no pertenece a l1a Convencién de 1a Haya del
5 de octubre de 1961 debe pasar por la seccién consular de -1a Misién que
representa el pafs.
Es traduccidn fle] del fnglés, con copia archive pars confrostaciéa. Bogotd 21 aposto-2.
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Yo, el infrascrito JAMES XKERR MILLIGAN, Notario Pfiblico de la Ciudad de
Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y juramentado,

CERTIFICO:

QUE es auténtica 1a firma suscrita al pis del adjunto Poder, por ser del pufio y latra
del Sefior Don PETER JOHN GIDDINGS, cuys identidad me consta, Apoderado de
la Sociedad inglesa denominada “GLAX0O GROUP LIMITED”, Sociedad
legalmente constitufda y existente de acuerdo con las leyes de Inglaterra, e inacrita
en la Oficina de Ragistro de Sociadades bajo al nGmero 308979, con domicilio social
en Qlaxo Wellcome House, Berkeley Avenue, Greenford, Middlesex UUB8 ONN,
Inglaterra;

QUE el citado Sefior Don PETER JOHN GIDDINGS esté debiday suficientemente
autorizado para firmar documentos de esta clase en nombre y representacién de

dicha Sociedad en virtud de un Poder otorgado por la referida Sociedad fachado 8 de
julio ds 2002.

Y QUE los objetos para loa cuales se otorgd dicho Poder se encuentran dentro de los
objetos o actividades de la citads Sociedad, de acuerdo con la Escriturs Conatitutiva
y los Estatutos Sociales, loa cuales he tenido a la vista.

Y PARA QUE CONSTE donde y como convenga y fuere necesario expido el
sente Certificado que firmo y sello en dicha Ciudad de Londres, el dia de hoy

de agoato del afio doa mil tres.

JAMES KERR MILLIGAN
Notario Piiblico de Londres, Inglaterra
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Power of Attorney Poder
The undemsigned, El suscrito,
Glaxo Group Limited
domiciled in domiciliado en

Glaxo Wellcome House, Berkeley Avenue, Greenford, Middlesex UB6 ONN, GB

by means of these presents hernby grants to Carlos
R. Olarte, J. Ian Raisbeck and Ana
Mariz Frierl full and sufficient Power of
Attorney to file, prasecute, obtnin, defend and
enforce any and sll of the company's Patents,
Utllity Models and Industrial Designs in the
Republic of Colombia, to which end it empowers
them to take all steps necessary before any
administrative or judicial suthority of any class for
the objects statad, to file petitions, sppeals, replies
and oppositions, pay taxes and annuities, request
power is hereby granted to receive notifications on
behalf of the Company, to confer powers on those .
who are to represent the company judicially and
extrajudicially, to anawer in comt in the matter of all
claims and demands that may be presented in
comnection with the objects stated, giving them
likewise power to substitute these presents and

Sig'nntmufFirmn:

por medio del presente otorgs s Carlos R,
Olarte, J. Ian Raisbeck y Ana Maria

Frier] poder especial, amplio y suficiente para
presentar, tramiter, obtener, defender y hacer
respeiar todas y cuslquiera de Patentes, Modelos
de Utitidad y Disefios Industriales de Ia
compafiia en la Repiblica de Colombia, a cuyo
efecto loa faculta para dar todos los pasos
necesarios ante cualquier autoridad adminigtrativa
0 judicial de cualquier jerarquia para cumplir con
lo encomendado, elever solicitudes, apelaciones,
respucstas y oposicliones, pagar impuestos y
documentos y valores, desistir y percibir. Se

2 nombre de la compaliia, otorgar poderes &
quienes vayan a representar a Is compafiia judicial
y extrajudicialmente, responder en juicio a todas
Ins reclampciones o demanday que por motivo de
lo encomendado se presentaren, déndoles
asimizsmo facultad pare sustituir o] presente y
revocar dichas sustituciones.

Peter John GID
Date/Fecha: 13 August 2003

City,Country/Ciudad,Pais: Breatford, Middlesex, England

s ?ttomcy and Authorised Official
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This invention relates to 3-substituted-8-azoniabicyclo[3.2.1]octanes ,
pharmaceutical compositions, end uses thereof in treating muscarinic acetylcholine
recoptor mediated diseases of the respiratory tract.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Acetylcholine released from cholinergic neurons in the peripheral and central
pervous systems affects many different biological processes through interaction with
two major classes of acetylcholine receptors — the nicotinic and the muscarinic
ecetylcholine receptors. Muscarinic acetylcholine receptors (mAChRs) belong to
the superfamily of G-protein coupled receptors that have seven transmembrene
domains. There are five subtypes of mAChRs, termed M1-Ms, and each is the

product of a distinct gene. Each of these five subtypes displays unique
pharmacological properties. Muscarinic acetylcholine receptors are widely
distributed in vertebrate organs where they mediate many of the vital fimctions.
Muscarinic receptors can mediate both inhibitory and excitatory actions. For
example, in smooth muscle foumd in the airways, M3 mAChRs mediate contractile
responses. For review, pleass see Canlfield (1993 Pharmac, Ther. 58:319-79),
incorporated herein by reference.

In the lungs, mAChRs have been localized to smooth muscle in the trachea
end bronchi, the submucosal giands, and the parasympathetic ganglia. Muscarinic
receptor density is greatest in parasympathstic ganglia and then decreases in density
from the submucosal glands to tracheal and then bronchial emooth muscle.
Muscarinic receptors are nearly absent from the alvecli. For review of mAChR
expression and function in the lungs, please sce Fryer and Jacoby (1998 Am J Respir
Crit Care Med 158(5, pt 3) S 154-60).

Three subtypes of mAChRs have been identified as importent in the lungs,
M;, Mz and M; mAChHRs. The Ms mAChRs, located on airway smooth muscle,
mediate muscle contraction. Stimmlation of My mAChRs activates the enzyme

-1-
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phospholipase C via binding of the stimulatory G protein Gq/11 (Gs), leading to
liberation of phosphatidyl inositol-4,5-bisphosphate, resulting in phosphorylation of
contractile proteins. My mAChRs are also found on pulmonary submucosel glends.
Stimulation of this population of M3 mAChRs results in mucus secretion.

. Ma mAChRs make up approximately 50-80% of the cholinergic receptor
population on airway smooth muscles. Although the precise fimction is still
unknown, they inhibit catecholaminergio relaxation of airway amooth muscle via
inhibition of cAMP generation. Neuronal Ma mAChRs are located on
postganglionic parasympathetic nerves. Under normal physiologic conditions,
neuronal M; mAChRs provide tight control of acetylcholine release from
parasympathetic nerves. Inhibjtory M> mAChRs have also been demonstrated on
sympathetic nerves in the lungs of some species. These receptors inhibit release of
noradrenaline, thus decreasing sympathetic input to the lungs.

M; mAChRs are found in the pulmonary parasympathetic ganglia where they
function to enhance neurotransmission. These receptors have also been localized to
the peripheral lung parenchyma, however their function in the parenchyma is
unknown,

Muscarinic acetylcholine receptor dysfunction in the lungs has been noted in
a variety of different pathophysiological states. In particular, in asthma and chronic
obstructive pulmonary disease (COPD), inflammatory conditions lead to loss of
inhibitory M2 muscerinic acetylcholine sutoreceptor fimetion on parasympathetic
nerves supplying the pulmonary smooth muscle, cansing increased acetylcholine
release following vagal nerve stimulation (Fryer et al. 1999 Lifs Sci 64 (6-7) 449-
§5). This mACHR dysfunction results in airway hyperreactivity and
hyperresponsiveness mediated by increased stimulation of M3 mAChRs. Thus the
identification of potent mAChR antagonists would be useful as therapeutics in these
mAChR-medinted disease states.

COPD is an imprecise term that encompasses a veriety of progressive health
problems including chronic bronchitis, chronic bronchiolitis and emphysema, and it
is a major cause of mortality and morbidity in the world. Smoking is the major risk
factor for the development of COPD); neerly 50 million people in the U.S. alone
smoke cigarettes, and an estimated 3,000 people take up the habit daily. As a result,

-2-
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COPD i3 expected to rank among the top five as a world-wide heatth burden by the
year 2020, Inhaled anti-cholinergic therapy is currently considered the "gold
standard"” as first line therapy for COPD (Pauwels et al. 2001 Am. J. Respir. Crit.
Care Med. 163:1256-1276), incorporated herein by reference.

Degpite the large body of evidence supporting ths use of enti-cholinergic
thanpyforthenmmofaimyhypmcﬁwdimrels&wlyfcwwﬁ-
More specifically, in United States, Ipratropium Bromide (Atrovent®; and
Combivent©, in combination with albuterol) is currently the only inhaled anti-
cholinergic marketod for the treatment of airwey hyperreactive diseases, While this
compound is a potent anti-muscerinic agent, it is short acting, and thms must be
administered as many as four times daily in arder to provide relief for the COPD
patient. In Europe and Asia, the long-acting anti-cholinergic Tiotropium Bromide
(Spiriva®) was recently approved, however this product is currently not available in
the United States. Thus, there remains a need for novel compounds that are capable
of causing blockade at mAChRs which are long acting and can be administered
once-daily for the treatment of airway hyperreactive diseasos such as asthma and
COPD.

Since mAChRs are widaly distributed throughout the body, the ability to
apply enti-cholinergics locally and/or topically to the respiratory tract is particularly
advantageous, as it would allow for lower doses of the drug to be utilized.
Furthermore, the ability to design topically active drugs that have long durstion of
action, and in particular, are retained either at the receptor or by the lung, would
allow the avoidance of unwanted gide effects that mey be seen with systemic andi-
cholinergic use.

SUMMARY OF THE INVENTION

This invention provides for a method of treating a muacarinic acetylcholine
mepbr(mAChR)mediMdimwhuﬁnunﬂyloboﬁmbinﬂsbungmAChR
and which method comprises administering an effective emount of a compound of

formula (I) or a pharmaceutically acceptable salt thereof,
-3.
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This invention also relates to a method of inhibiting the binding of
acetylcholine to its receptors in @ mammal in need thereof which comprises
administering to aforementioned mammal an effective amount of a compound of
formula (1).

The present invention also provides for the compounds of formula (I), and
pbarmaceutical compositions comprising a compound of formula (I), and a
pharmaceutical carrier or diluent.

The compounds according to this invention have the structure shown by
formula (I):

Ny

)

whesein the preferred orientation of the alkyl chein attached to the tropane
ring is endo.

R2 and R3 are, independently, selected from the group consisting of straight
or branched chain lower alkyl groups having preferably from 1 to 6 carbon atomas,
cycloalkyl groups having from 5 to 6 carbon atoms, cycloalkyl-alkyl having 6 to 10
carbon atoms, 2-thienyl, 2-pyridyl, phenyl, phenyl substituted with an alkyl group
having not in excess of 4 carbon atoms and phenyl substituted with en alkoxy group
having not in excess of 4 carbon atoms.

X represents an anion associated with the positive charge of the N atom. X
may be but not limited to chloride, bromide, iodide, sulfate, benzene sulfonats,
toluens sulfonate.

Illustrative examples of this invention include ‘
(3-endo)-3-(2,2-diphenylethyl)-8,8-dimethyl-8-azoniabicyclo[3.2.1Joctane bromide;
and s
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(3-endo)-3-(2,2-diphenylethyl)-8,8-dimethyl-8-azoniabicyclo{3.2.1]octans 4-
methylbenzenesnlfonate,

DS O

The compounds of Formula (T) may be obtained by applying synthetic
procedures well known in the art as described in the patent US2800478 incorporated
herein in its entirety by reference.

SYNTHETIC EXAMPLES

The above synthetic examples in this invention are referenced to the
examples described in the patent US2800478, incorporated herein in its entirety by
reference.

BIOLOGICAL EXAMPLES

The inhibitory effects of compounds at the M3 mACHR of the present
invention ere determined by the following in vitro and in vivo fimctional assays:

Analysis of Inhibition of Receptor Activation by Calcium Mobilization:

Stimulation of mAChRs expressed on CHO cells were analyzed by

. monitoring receptor-activated calcium mobilization as previously described (H.

M.Sarau ez al, 1999. Mol. Pharmacol. 56, 657-663). CHO cells stebly expressing
M3 mAChRs were plated in 96 well black wall/clear bottom plates. After 18 to 24
hours, media was aspirated end replaced with 100 ul of load media (EMEM with
Earl's salts, 0.1% RIA-grade BSA (Sigma, St. Louis MO), and 4 uM Fluo-3-
acetoxymethyl ester fluorescent indicator dye (Fluo-3 AM, Molecular Probes,
Eugene, OR) and incubated 1 br at 37° C. The dye-containing media was then
aspirated, replaced with fresh media (without Fluo-3 AM), and cells were incubated
for 10 mimutes at 37° C. Cells were then washed 3 times and incubated for 10
-5.
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minutes at 37° C in 100 pl of assay buffer (0.1% gelatin (Sigma), 120 mM NaCl, 4.6
mM KCl, 1 mM KHy PO, 25 mM NaH C03, 1.0 mM CaCly, 1.1 mM MgCly, 11

mM glucose, 20mM HEPES (pH 7.4)). 50 ul of compound (1x10-11 — 1x10-5 M
final in the assay) was added and the plates were incubated for 10 min. at 37° C,
Plates were then placed into a fluorescent light intensity plate reader (FLIPR,
Molecular Probes) where the dye loaded cclls were exposed to excitation light (488
nm) from a 6 watt argon laser. Cells were activated by adding 50 ul of acetylcholine
(0.1-10 nM final), prepared in buffer containing 0.1% BSA, at a rate of 50 WW/sec.
Calcium mobilization, monitored as change in cytosolic calcium concentration, was
measured as change in 566 nm emission intensity. The change in emission intensity
is directly related to cytosolic calcium levels. The emitted fluorescence from all 96
wells is measured simultaneously using a cooled CCD camera. Data points are
collected every second. This data was then plotting and analyzed uaing GraphPad
PRISM software.

Muscarinic Receptor Radioligand Binding Asssys

Radioligand binding studies using 0.5 oM [*H]-N-methyl scopolamine '
(NMB) in a SPA format is used to asseas binding of muscarinic antagonists to M;,
M;, M3, M4 and M muscarinic acetylcholine receptors. In a 96-well plate, the SPA
beads are pre-incubated with receptor-containing membrane for 30 min at 4°C.
Then 50 mM HEPES gnd the test compound ere added and incubated at room
temperature (shaking) for 2 hours. The beads are then spun down and counted using
a scintillation counter.

Evaluation of potency and durstion of action in isolated guinea pig trachea

Tracheae were removed from adult male Hartely guinea pigs (Charles River,
Raleigh, NC; 400-600 grams) and placed into modified Krebs-Henseleit solution.
Composition of the solution was (mM): NaCl 113.0, KCl 4.8, CaCly 2.5, KHaPO4
1.2, MgSO4 1.2, NaHCO3 25.0 and dextrose 11.0. which was gassed with 95% Ox:

-6-
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5% COr and maintained at 37°C. Each trachea was cleaned of adherent tissue and
opened lengthwise. Epithelium was removed by gently rubbing the lominal surface
with a cotton-tipped applicator. Individual strips were cut, approximately 2 cartilage
rings in width, and suspended via silk suture in 10-m! water-jacketed organ baths
containing Krebs-Henseleit solution and connected to Graas FT03C force-
displacement tranasducers. Mechanical responses were recorded isometrically by
MP100WS/Acknowledge data acquisition system (BIOPAC Systems, Goleta, CA,
www.biopac.com) run on Apple G4 computers. The tissues were equilibrated under
a resting teasion of 1.5 g, determinad to be optimal by length-tension evaluation, and
washed with Krebs-Henseleit solution every 15 minutes for one hour. After the
equilibration period pulmonary tissues were contracted with 10 uM carbachol until
reaching platean, which served as a reference contraction for data analysis, Tissues
were then rinsed every 15 minutes over 1 hour until reaching baseline tone. The
preparations were then left for at least 30 minutes before the start of the experiment.

Concentration-response curves were obtained by a cumulative addition of
carbachol in half-log increments (Van Roasum, 1963, Arch. Int. Pharmacodyn.,
143:299), initiated at 1 nM. Each concentration was lef} in contact with the
preparation until the response plateaued before the addition of the subsequent
carbachol concentration. Paired tissues were oxposed to mAChR antagonist
compounds or vehicle for 30 min before carbachol curnulative concentration-
response curves were generated. All data is given as mean + standard error of the
mean ($.¢.m.) with » being the number of differont animals.

For superfusion (duration of action) studies, the tissues were continuoualy
superfused with Krobs-Henseleit solution at 2 ml/min for the duretion of the
experiment, Stock solutions of agonist and antagonist were infused (0.02 ml/Anin)
via 22-guage needle inserted into the superfusion tubing. Mechanical responses
were recorded isometrically nsing a commercially-available data acquisition system
(MP100WS/Acknowledge; BIOPAC Systems, Goleta, CA, www.biopec.com)
interfaced with a Macintosh G4 computer (Apple, Cupertino, CA www.apple.com).
The tissues were suspended under an optimal resting tension of 1.5 g. Aftera 60
min equilibration period, the tissues were contracted with carbachol (1 uM) for the
duration of the experiment. Upon reaching & sustained contraction isoprotereno] (10

-7-
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uM) wes administered to maximally relax the tissue, and this change served asa
reference. Isoproterenol exposure was halted and the carbachol-induced tension
allowed to recover. Muscarinic receptor antagonists infused at a single
concentration per tissue until a susteined level of inhibition was attained. The
compound was then removed and, once again, the carbachol-induced tension was
allowed to recover.

The following parametery were determined for each concentration of
antagonist, and expressed as the mean + S.E.M. for » individual animals. Inhibition
of the carbachol-induced contraction was expressed as a percent of the reference
response (isoproterenol) and the time required to reach one-half of this relaxation
was measured (onset of response). The tension recovery following removal of the
compound was determined as was the time required to reach one-half of the
maximum tension recovery (offset of response). At 60 and 180 mimtes after
removal of the entagonist the remairing level of inhibition was determined and
expressed as e percent of the isoproterenol refarence.

Antagonist concentration-response curves were obtained by plotting the
maxima] relaxation data at 0, 60 and 180-min following antagonist withdrawal.
Recovery, termed shift, was calcnlated from the ratio of the (-min inhibition curve
ICsq and the concentration of compound yielding a similar tension recovery at 60
and 180 minutes.

" Halftimes for onset and offset of response were plotted vE. carresponding
concentration and the data were fit with non-linear regreasion. These values were
extrapolated at the ICs( (determined from the inhibition concentration-response
curve) and designated Otsq (time required, at the IC5( canoentration, to reach half
of the onset response) and Ri50 (time required, at the IC5q concentration, to reach
half of the recovery response).

Methacholine-indnced bronchoconstriction — potency and duration of action

Airway responsiveness to methacholine was determined in awake,
unrestrained Balb C mice (n = 6 each group). Barametric plethysmography was

used to measure enhanced pause (Penh), & unitless measure that has been shown to
-8-
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correlate with the changes in airway resistance that occur during bronchisl challenge
with methacholine(2). Mice were pre-treated with 50 ul of compound (0.003-10
Wg/mouse) in 50 pl of vehicle (10% DMSO) intranasally (i.n.) and were then placed
in the plethysmography chamber a given amount of time following drug
administration (15 min —96 ). For potency determination, a dose response to a
given drug was performed, and all measurements were taken 15 min following i.o.
drug administration. For duration of action determination, measurements were taken
anywhere from 15 min to 96 hours following i.n. drug administration.

Once in the chamber, the mice were allowed to equilibrate for 10 min before
taking & baseline Penh measurement for 5 mimites. Mice were then challenged with
&n aerosol of methacholine (10 mg/ml) for 2 mimites. Penh was recorded
continuously for 7 min starting at the inception of the methacholine acrosol, and
continming for 5 minutes afterward. Date for each mouse were analyzed and plotted
by using GraphPad PRISM software. This experiment allowa the determination of
duration of activity of the administered compound.

The present compounds are useful for treating a variety of indications,
including but not limited to respiratory-tract disorders such as chronic obstructive
lung disease, chronic bronchitis, asthma, chronic respiratory obstruction, pulmonary
fibrosis, pulmonary emphysema, and allergic rhinitis.

FORMULATION-ADMINISTRATION

Aeoordingly.ﬂmprumtinvmﬁonﬁ:rthﬂpmvidesnpbﬂmmuﬁﬂll
formulstion comprising & compound of formula (I), or a pharmaceutically acceptable
salt, solvate, or physiologically functional derivative (e.g., salts and esters) thereof,
and a pharmaceutically acceptable carrier or excipient, and optionally one or maore
other therapoutic ingredients.

Hereinafier, the term “active ingredient” means a compound of formula (T),
or a pharmaceutically acceptable salt, solvate, or physiologically functional
derivative thereof

Compounds of forula (T) will be administered via inhalation via the mouth
OF nose.

-9-
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Dry powder compositions for topical delivery to the lung by inhalation may,
for example, bo presented in capsules and cartridges of for example gelatine, or
blisters of for example laminated aluminium foil, for use in an inhaler or insuffiator.
Pownder blend formulations generally contain a powder mix for inhalation of the
compound of the invention and a suitable powder base (carrier/diluent/excipient
substance) such as mono-, di- or poly-saccharides (e.g., lactose or starch), organic or
inorgenic salts (e.g., calcium chloride, calcium phosphate or sodium chloride),
polyalcohols (e.g., mannitol), or mixtures thereof, altumtiw:!y with one or more
additional materials, such additives included in the blend formulation to improve
chemical and/or physical stability or performance of the formulation, as discussed
below, or mixtures thereof. Use of lactose is preferred. Each capsule or cariridge
may generally contain between 20)1g-10mg of the compound of formula (X)
opticoally in combination with another therapentically active ingredient.
Alterpstively, the corapound of the invention mey be presented without excipients,
or may be formed into particles comprising the compound, optionally other
therapeutically active materials, and excipient materials, such as by co-precipitation
or coating.

Suitably, the medicament dispenser is of a type selected from the group
consisting of a reservoir dry powder inhaler (RDPI), a multi-dose dry powder inhaler
(MDPI), and 2 metered dose inhater (MDI).

By reservoir dry powder inhaler (RDPI) it is meant as an inhaler having a
reservoir form pack suitable for comprising multiple (un-metered doses) of
medicament in dry powder form and including means for metering medicament dose
from the reservoir to a delivery position. The metering means may for example
comprise a metering cup or perforated plate , which is movable from a first position
where the cup may be filled with medicament from ths reservoir to & second position
where the metered medicament dose is made available to the patient for inhalation.

By multi-dose dry powxder inhaler (MDPI) is meant an inhaler suitable for
dispensing medicament in dry powder form, wherein the medicament is comprised
within a multi-dose pack containing (or otherwise carrying) multiple, define doses
(ot parts thereof) of medicament In a preferred aspect, the carrier has a blister pack
form, but it could also, for example, comprise a capsule-based pack form or a carrier

-10-~

11



WO 2005/009440 PCT/US2004/023042

10

15

25

30

onto which medicament has been applied by any suitable process including printing,

The formulation can be pre-metered (eg as in Diskus, see GB 2242134 or
Diskhaler, sce GB 2178965, 2129691 and 2169265) or metered in use (eg as in
Turbuhaler, see EP 69715). An example of a unit-dose device is Rotahaler (see GB
2064336). The Diskus inhalation device comprises an elongate strip formed from a
base sheet having a plurality of receases spaced along its length and & lid sheet
hesmetically but peelebly sealed thereto to define a plurality of contsiners, each
container having therein an inhalable formulation containing a compound of formula
() preferably combined with lactose. Preferably, the strip is sufficiently flexible to
be wound into a roll. The lid sheet and base sheet will preferably have leading end
portions which are not sealed to one another and at least one of the said leading end
portions is constructed to be eitached to a winding means. Also, preferably the
hermetic seal between the base and lid sheets extends over their whole width. The
lid sheet may preferably be peeled from the base sheet in a longitudinal direction
from a first end of the said base sheet.

In one aspect, the multi-dose pack is a blister pack comprising multipie
blisters for containment of medicament in dry powder form. The blisters are
typically arranged in regular fashion for ease of release of medicament therefrom.

In one aspect, the multi-dose blister pack comprises phural blisters arranged
in generally circular fagshion on a disk-form blister pack. In another aspect, the multi-
dose blister pack is elongate in form, for example comprising a strip or a tape.

Preferably, the multi-dose blister pack is defined between two members
peelably secured to one another. US Patents Nos. 5,860,419, 5,873,360 and
5,590,645 describe medicament packs of this general type. In this aspect, the device
is usually provided with an opening station comprising peeling means for peeling
the members apart to access each medicament dose. Suitably, the device is adapted
for use where the peelable members are elongate shests which define a plurality of
with indexing means for indexing each container in furn. More preferably, the
device is adapted for use where one of the sheets is a base sheet baving a plurality of
pocksts therein, and the other of the sheets is & lid sheet, each pocket and the
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adjacent part of the lid sheet defining a respective one of the containers, the device
comprising driving means for pulling the lid sheet and base sheet apart at the
opening station.

By metered dose inhaler (MDI) it is meant a medicament dispenser suitable
for dispensipg medicament in acrosol form, wherein the medicament is comprised in
&n aerosol contriner suitable for containing & propellant-based aerosol medicament
formulation. The aarosol container is typically provided with & metering valve, for
atmpleaslidevdw.fornleueofthenu‘osolﬁommedicammtfmnuhﬂmmﬂm
patient. The aerosol container is generally designed to deliver a predetermined dose
of medicament upon each actuation by means of the valve, which can be opened
cither by depressing the valve while the container is held stationary or by depressing
the contriner while the valve is held stationary.

Spray compositions for topical delivery to the lung by inhaletion may for
example be formulated as aqueous solutions or suspensions or as acrosols delivered
from pressurised packs, such as a metered dose inhaler, with the use of a suitable
liquefied propellant. Acrosol compositions sutiable for inhalation can be either &
suspension or a solution and generally contain the compound of formula (1)
optionally in combination with another therapeutically active ingredient and &
suitable propellant such as a fluorocarbon or hydrogen-containing
chlorofluorocarbon or mixtures thereof, particularly hydroftuoroalkanes, e.g.
dichlorodifluoromethane, trichlorofluoromethane, dichlorotetra-fluoroethane,
especially 1,1,1 2-tetrafluoroethane, 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoro-n-propane or a
mixture thereof. Carbon dioxide or other suitable gas mey also be used as propellant.
The aerosol composition mey be excipient free or may optionally contain additional
formulation exscipients well known in the art such as surfactants eg oleic acid or
lecithin and cosolvents eg ethanol. Pressurised formulations will generally be
retained in a canister (eg an aluminium canister) closed with a valve (eg a metering
valve) and fitted into an actuator provided with a mouthpiece.

Medicaments for administretion by inhslation desirably have a controlled
particle size. The optimum asrodynamic particle size for inhalation into the
bronchial system for localized delivery to the lung is usually 1-10um, preferably 2-
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Spm. The optimum acrodynamic particle size for nhalation into the alveolar region
for achieving systemic delivery to the lung is approximately .5-3 pum, preferably 1-3
um Perticles having an asrodynamic size above 20um are generaily too large when
inhaled to reach the small airways. Average aerodynamic particle size of 8
formulation may measured by, for example cascade impaction. Average geometric
particle size may be measured, for example by laser diffraction, optical means.

To achieve a desired particle size, the particles of the active ingredient as
produced may be size reduced by conventional meens eg by controlled
crystallization, micronisation or panomilling .The desired fraction may be separated
out by air classification. Alternatively, particles of the desired gize may be directly
produced, for example by spray drying, controlling the spray drying parameters to
generate particles of the desired size range. Preferably, the particles will be
crystalline, although amorphous material may also be employed where desirable.
When an excipient such as lactose is employed, generaily, the particle size of the
excipient will be much greater than the inhaled medicement within the present

" invention, such that the “coarse” carrier is non-respirable. When the excipient is

lactose it will typically be present as milled lactose, wherein not more then 85% of
lactose particles will have a MMD of 60-90jm and not less than 15% will have a
MMD of less than 15um. Additive materials in a dry powder blend in addition to
the carrier may be either respirable, i.e., acrodynamically less than 10 microns, or
non-respirable, i.e., acrodynamically greater than 10 microns.

Suitable additive materials which may be employed include amino acids,
such as leucine; water soluble or water insoluble, natural or synthetic surfactants,
such as lecithin (e.g., soya lecithin) and solid state fixtty acids (e.g., lauric, palmitic,
and stearic acids) and derivatives thereof (such as salts and esters);
phosphatidylcholines; sugar esters. Additive materials may also include colorents,
taste masking agents (e.g., saccharine), anti-static-agents, lubricants (see, for
example, Published PCT Patent Appl. No. WO 87/905213, the teachings of which
are incorporated by reference herein), chemical stabilizers, buffers, preservatives,
absorption enhancers, and other materials known to those of ordinary skill.
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Sustained release coating materials (e.g., stearic acid or polymers, e.g.
polyvinyl pyrolidone, polylactic acid) may also be employed on active material or
active material containing particlea (see, for example, Patent Nos. US 3,634,582, GB
1,230,087, GB 1,381,872, the teachings of which ere incorporated by reference
herein). .

Intranasal sprays may be formulsted with aqueous or non-aqueous vehicles
u&ﬂatheaddiﬁonofagmtuunhuthichningmﬂ,buﬂ'unltsordorﬂ]pﬁto
adjust the pH, isotonicity adjusting agents or anti-oxidants.

Solutions for inhalation by nebulation may be formulated with en aqueous
vehicle with the addition of agents such as acid or alkali, buffer salts, isotonicity
adjusting agents or antimicrobials. They may be sterilised by filtration or heating in
an autoclave, or presented as a non-sterile product.

Preferred unit dosage formulations are those containing an effective dose, as
herein before recited, or an appropriate fraction thereof, of the active ingredient.

Throughout the specification and the claims which follow, unless the context
requires otherwise, the word ‘comprise’, and veriations such es ‘comprises’ and
‘comprising’, will be understood to imply the inclusion of a stated mteger or step or
group of integers but not to the exclusion of any other integer or step or group of
integers or steps.

All publications, including but not limited to patents and patent applications,
cited in this specification are herein incorporated by reference as if each individual
publication were specifically and individually indicated to be incorporated by
reference herein as thongh fully set forth.

The above description fully discloses the invention including prefarred
embodiments thereof Modifications and improvements of the embodiments
specifically disclosed herein are within the scope of the following claims. Without
further elaboration, it is believed that one skilled in the art cen, using the preceding
description, utilize the present invention to its fullest extent. Therefore the
Examples herein are to be construed as mevely illustrative and not a limitation of the
scope of the present invention in any way. The embodiments of the invention in
which an exclusive property or privilege is claimed are defined as follows.
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wherein R1 is selected from the group conaisting of straight or branched chain lower
alky] group having from 1 to 6 carbon atoms;

R2 and R3 are, independently, selected from the group consisting of straight or
branched chain lower alkyl groups(having from 1 to 6 carbon atoms, cycloalkyl
groups (having from 5 to 6 carbon atoms), cycloalkyl-alkyl (having 6 to 10 carbon
atoms), 2-thienyl, 2-pyridy], phenyl, phenyl substituted with en alkyl group having

not in excess of 4 carbon atoms, and phenyl substituted with an alkoxy group having

not in excess of 4 carbon atoms; end
X represents an anion associated with the positive charge of the N atom.

2. A compound eccording to claim 1 wherein the orientation of the-alkyl chain
attached to the tropane ring is endo.

3. A compound according to cleim 2 selected from the group consisting of:.
(3-endo)-3-(2,2-diphenylethyl)-8,8-dimethyl-8-azoniabicyclo[3.2.1]octane bromide;
end

(3-endo)-3-(2,2-diphenylethyl)-8,8-dimethyl-8-azoniabicyclo[3.2.1]octane 4-
methylbenzenesulfonate;

4. A compound according to claim 1 wherein X~ is selected from the group

consisting of chloride, bromide,jodide, sulfats, benzene sulfonate and tolusne
sulfonate.

=-15-
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5. A pharmaceutical composition for the treatment of muscarinic acetylcholine
receptor mediated diseases comprising a compound according to claim 1 and a
pharmaceutically acceptable carrier thereof.

6. A method of inhibiting the binding of acetylcholine to its receptors ina
mammal in need thereof comprising administering a safe and effective amount of a
compound according to claim 1.

7. A method of treating a muscarinic acetylcholine receptor mediated disease,
wherein acetylcholine binds to said receptor, compriging edministering a safe end
effective amount of a compound according to claim 1.

8. A method according to claim 7 wherein the disease is selected from the
group consisting of chronic obstructive hung disease, chronic bronchitis, asthma,
chronic respiratory obstruction, pulmonary fibrosis, pulmonary emphysema and
allergic chinitis.

9. A method according to claim 7 wherein administration is via inhalation via
the mouth or nose.
10. A method acconding to claim 7 wherein administration is via a medicament

dispenser selected from s reservoir dry powder inhaler, a multi-doss dry powder
inhaler or a metered doae inhaler.

11. A method according to claim 7 wherein the compound is administered io a
buman and bas a duration of action of 12 hours or more for a dose of up tol mg.

12. A method according to claim 11 wherein the compound bas a duration of
action of 24 hours or more.

13. A method according to claim 12 wherein the compound has a duration of
action of 36 hours or more.
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I DE RECEPTORES MUSCARINICOS DE LA N
CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se reflere a 8-azoniabiciclo{3.2.1]octanos sustituidos en la posi-
cidn 3, a composiciones farmacéuticas, y a sus usos para tratar enfermedades del
tracto respiratorio mediadas por los receptores muscarinicos de ia acstilcolina.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La acetilcolina liberada desde las neuronas colinérgicas en los sistemas ner-
viosos periférico y central afecta a muchos procesos bioldgicos diferentes a través de
la interaccion con dos clases principales de recaptores de acetilcolina — los receptores
nicotinicos y los receptores muscarinicos de la acetilcolina. Los receptores muscarini-
cos de la acstilcolina (mAChRs) pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados
a protelnas G que tienen slete dominics transmembranales. Hay cinco subtipos de
mAChRs, denominados M1-Mg, y cada uno es el producto de un gen distinto. Cada

uno de estos cinco subtipos presenta propiedades farmacolégicas (nicas. Los recepto-
res muscarinicos de la acetiicolina estdn ampllamente distribuidos en drganos verte-
brados en los que median muchas de las funciones vitales. Los receptores muscarini-
cos pueden mediar tanto en las acciones inhibidoras como en las excitedoras. Por
ejemplo, en el misculo liso que se encuentra en las vias respiratorias, los MAChRs M3

median en las respusstas contrictiles. Para revision, véase por favor Caulflield (1883
Pharmac. Ter. 58: 318-79), incorporado aqul como referencia.

En los pulmones, se han locallzado los mAChRs en el masculo liso de la tré-
quea y de los bronquios, en las gldndulas submucosales, y en los ganglios parasimpé-
ticos. La densidad de los receptores muscarinicos es méxima en los ganglios parasim-
péticos y después disminuye en densidad desde las glandulas submucosales hesta el
misculo liso traqueal y después hasta el masculo liso bronquial. Los receptores mus-
carinicos estdn casi ausentes de los alveolos. Para revision de la expresién y funcidn
del mAChR en los pulmones, véase por favor Fryer and Jacoby (1988 Am J Respir Crit
Care Med 158 (5, pt 3) S 154-60).

Se han |dentificado tres subtipos de mAChRs como importantes en los pulmo-
nes, mAChRs M;, Mz y Ms. Los mAChRs M,, localizados en el masculo liso de las vias
respiratorias, median en la contracclén muscular. La estimulacién de los mAChRs My
activa la enzima fosfolipasa C mediants la unién de la protelna G estimuladora Gg/11
(Gs), llevando a la liberacién de Inoaltol-4,5-bisfosfato de fosfatidilo, dando como resul-
tado la fosforilacion de las proteinas contrdctiles. Se han encontrado temblén los
mAChRs M; sobre las glandulas submucosales pulmonares. La estimulacién de esta
poblacién de mAChRs My da como resultado la secrecion de mucus.
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Los mAChRs M, representan aproximadamente hasta 50-80 % de la poblacién
de receptores colinérgicos sobre los misculos lisos de las vias respiratorias. Aunque
la funclén preciea es todavia desconocida, inhiben la relajacion catecolaminérgica del
mdsculo liso de las vias respiratorias mediante la Inhibickin de la generacién de cAMP.
Los mAChRs M; neuronales estédn localizados sobre los nervios parasimpéaticos post-
gangliénicos. En condiciones figlolégicas nomnales, ios mAChRs M; neuronales pro-
porcionan un estrecho contro! de la libsracidon de acstilcolina desde los nervios para-
simpéticos. Los mAChRs M; inhibidores han sido demostrados también sobre los ner-
vios simpdticos en los puimones de algunas especies. Estos receptores inhiben la libe-
racién de noradrenalina, reduciendo de este modo el aporte simpatico a los pulmones.

Los mAChRs M; se encueniran en los ganglios parasimpéaticos puimonares en
los que funcionan para mejorar la neurciransmisiéon. Estos receptores han sido locall-
zados también en el parénquima pulmonar periférico, pero su funcién en el parénqui-
ma es desconocida.

La disfuncién de los receptores muscarinicos de la acetilcolina en los puimones
ha sido observada en una variedad de diferentes estados patofislolégicos. En particu-
lar, en €l asma y en la enfermadad pulmonar obstructiva crénica (COPD), las condicio-
nes inflamatorias llevan a la pérdida de la funcién inhibidora del autorreceptor musca-
rinico M2 de la acetilcolina sobre los nervios parasimpéaticos que abastecen al misculo

liso puimonar, causando un aumento de la liberacién de acetiicolina que sigue a ia es-
timulacién del nervio vago (Fryer ef al. 1899 Life Sci 64 (6-7) 449-55). Esta disfuncién
del mMAChR da como resultado Ia hiperreactividad e hipereensibilidad de las vias respi-
ratorias mediadas por el aumento de la estimulacion de los mMAChRs M3. Por tanto la

identificacion de antagonistas potentes de mAChR deberla ser Gtil para usarios como
agentes terapéuticos en estas enfermedades mediadas por el mMAChR.

COPD es un término impreciso que engloba una variedad de problemas pro-
gresivos de salud que incluyen la bronquitia crénica, la bronquiolitis cronica y el enfi-
sema, y 65 una causa importante de mortalidad y morbidilidad en el mundo. Fumar es
el principal factor de riesgo pera el desamolio de COPD; casi 50 millones de personas,
sélo en los Estados Unidos, fuman cigarillos, y un estimado de 3.000 personas ad-
quieren el habito diariaments. Como resultado, se espera que la COPD ocupe un
puesto entre los cinco primeros problemas de salud en todo el mundo hacia el afio
2020. La terapia anti-colinérgica inhalada se considera actuaimente el "esténdar de
oro" como terapia de primera linea para la COPD (Pauwels ef a/. 2001 Am. J. Respir.
Crit. Care Med. 183:1256-1278), incorporada aqul como referencia.
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A pesar de los grandes indicios que apoyan el uso de la terapia anti-colinérgica
para el tratamiento de las enfermedades hipemreactivas de las vias respiratorias, hay
relativamente pocos compuesios anti-colinérgicos disponibles para uso en la clinica
para las indicaciones pulmonares. Mds especificaments, en Estados Unidos, el bromu-

ro de ipratropio (Atrovent®: y Combivent®, en combinacién con albuterol) es actual-
mente el Gnico anti-colinérgico inhalado comercializado para el fratamiento de las en-
fermedades hiperreactivas de las vias respiratorias. Aunque este compuesto es un po-
tente agents anti-muscarinico, es de accién corta, y por tanto debe ser administrado
tantas como cuatro veces al dia para proporcionar alivio al paciente de COPD. En Eu-
rope y Asia, el anti-colinérgico de accién prolongada bromuro de tiotropio (Spiriva®) ha
sido aprobado recientemente, pero este producto no estd actusimente disponible en
los Estados Unidos. Por tanto, sigue existiendo la necesidad de nuevos compuesios
que sean capaces de causar el bloqueo en los MAChRs, que sean de accién prolon-
gada y puedan ser administrades una vez al dla, para e! fratamiento de las enferme-
dades hiperreactivas de las vias respiratorias tales como el asma y la COPD.

Puesto que los mAChRs estidn ampliamente distribuidos por el cuerpo, la capa-
cidad de aplicar anti-colinérgicos locaimente y/o tdpicamente al tracto respiratorio es
particularmente ventajosa, ya que podria permitir que se utilizaran dosis mas bajas del
farmaco. Ademés, la capacidad de disefiar fdrmacos activos tépicamente que tengan
una duracion de accién prolongada, y en particular, que sean retenidos ya sea en el
receptor o por el puimén, permitiria evitar los efectos secundarios indeseados que se
pueden ver con el uso sistémico de los anti-colinérgicos.

SUMARIO DE LA INVENCION

Esta invencién proporciona un método para fratar una enfermedad mediada por
un receptor muscarinico de la acetilcolina (mAChRY), en el que la acstiicolina se une a
un mAChR M3 y cuyo método comprende administrar una cantidad eficaz de un com-

puesto de la fdrmula (I) o de una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Esta invencidn se reflere también a un método para inhibir la unién de la acetil-
colina a sus receptores en un mamifero que lo necesite, que comprende administrar a
dicho mamifero una cantidad eficaz de un compuesto de la férmula (1).

La presente invencién proporciona también los compuestos de la férmula (1), y
composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto de la férmula (l), y un
vehlculo o diluyente farmacéutico.

Los compuestos segln esta invencidn tienen la estructura mostrada por la for-
mula (1):
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en la que Ia orientacién preferida de la cadena alquilica unida al anillo de tropano es
endo.

R2 y R3 se seleccionan, independientemente, del grupo constituido por grupos
alquilos inferiores de cadena lineal o ramificada que fienen preferiblemente de 1 a 6
adtomos de carbono, grupos cicleaiquilos que tienen de 5 a 6 dtomos de carbono, ci-
cloalquil-aiquilo que tiens 6 a 10 Atomos de carbono, 2-tianilo, 2-piridilo, fenilo, fenilo
sustituido con un grupo alquilo que no tiene mis de 4 &tomos de cerbono y fenilo susti-
tuido con un grupo aicod que no tiena méas de 4 4tomos de carbono.

X" representa un anidn asoclado con la carga positiva del atomo de N. X puede
ser, pero sin limitarse a ellos, cloruro, bromuro, yoduro, sulfato, bencenosulfonato, to-
luenosulfonato.

Ejemplos ilustrativos de esta invencién incluyan
bromuro de (3-endo)-3-(2,2-difeniletil)-8,8-dimetil-8-azoniabiciclo[3.2.1]octano; y
4-metilbencenocaulfonato de (3-6ndo)-3-(2,2-difeniletil)-8,8-dimetil-8-azoniabiciclo-
[3.2.1]octano.

METODOS DE PREPARACION

L.os compuestos de la férmula (1) se pueden cbtener aplicando procedimientos
sintéticos blen conocidos en Ia técnica como se describe en la patente US2800478 in-
corporada aqul en su totalidad como referencia.

EJEMPLOS SINTEBCQ

Los anteriores ejemplos sintéticos de esta invencion hacen referencia a los
eJemplos descritos en la patente US2800478, incorporada aqul en su totalidad como
referencia.

EJEMPLOS BIOLOGICOS
Los efectos inhibidores de los compuestos en el MAChR M3 de la presents in-

vencién se determinan por los siguientes ensayos funcionales in viftro e in vivo:
Andlisis de la Inhibiclén de la activacién del receptor mediante la movilizacién
del caiclo:

Se analizé la estimulacién de los mAChRse expresados en células CHO haclen-
do seguimiento de la movilizacién del calcio activada por el receptor como se ha des-
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crito previamente (H. M. Sarau ef al/, 1998. Mol. Pharmacol. 58, 857-663). Las células
CHO que expresan establemente los mMAChRs M3 se colocaron en placas de paredes

negras y fondo claro de 88 pocillos. Después de 18 a 24 horas, se aspird el medio y se
reemplazé con 100 ul de medio de carga (EMEM con sales de Earl, seroalbimina bo-
vina (BSA) de grado RIA al 0,1% (Sigma, St. Louis MO), y el colorante Indicador fluo-
rescente éster de Fluo-3-acetoximetiio 4 uM (Fluo-3 AM, Molecular Probes, Eugene,
OR) y se incubé 1 hora a 37 °C. Se aspird enfonces el medio que contiene el coloran-
te, se reemplazéd con medio fresco (sin Fluo-3 AM), y se Incubaron las células durante
10 minutos a 37 °C. Se lavaron después las células 3 veces y se incubaron durante 10
minutos a 37 °C en 100 pul de tampdn de ensayo (gelatina al 0,1 % (Sigma), NaCl 120
mM, KCI 4,6 mM, KHaPO4 1 mM, NaHCO3 25 mM, CaClz 1,0 mM, MgCla 1,1 mM,

glucosa 11 mM, HEPES 20 mM (pH 7.4)). Se aftadieron 50 ul de compuesto (concen-

tracién final en el ensayo 1x10-11 = 1x10-% M) y se incubaron las placas durante 10
minutos a 37 °C. Se colocaron después las placas en un lector de intensidad de luz
fiuorescente en placas (FLIPR, Molecular Probes) en el que ias células cargadas con
colorante se expusieron a la luz de excitaciéon (488 nm) desde un laser de argon de 6
vatios. Se activaron las células afladiendo 50 pl de acetlicolina (final 0,1-10 nM), pre-
parada en tampén que contiene BSA al 0,1%, a una velocidad de 50 pl/segundo. La
movilizaciéon del calclo, monttorizada como el cambio en la concentracién del calkclo
citosdlico, se midid como el cambio en la intensidad de emision a 586 nm. El camblo
en la intensidad de emisién estd directamente relacionado con los niveles del calcio
citosdlico. La fluorescencia emitida desde los 96 pocillos se mide simultdneamente
usando una cdmara CCD enfriada. Se recogen puntos de datos cada segundo. Estos
datos se representan después gréficamente y se analizan usando el aoftware Graph-
Pad PRISM.
Ensayos de unién del receptor muscarinico a un radioligando

Los estudios de unién a un radicligando empleando [*H}-N-metil-escopolamina
{NMS) 0,5 nM en un formato SPA (ensayo de centellec por proximidad) se usan para
evaluar la unién de los antagonistas muscarinicos de los receptores muscarinicos M,,
Mz, My, M, ¥ M; de |a acetilcolina. En una placa de 86 pocillos, las perlas SPA se pre-
incuban con la membrana que contiene el receptor durante 30 minutos a 4 °C. Des-
pués se afiaden HEPES 50 mM y el compuesto de ensayo y se incuba a temperatura
ambiente (con agitacién) durante 2 horas. Las perias se separan por movimiento gira-
torio y se cuentan usando un contador de centelleo.
Evaluacién de la potencla y duracién de accién en la tréiquea alslada de cobaya
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Se separaron las triéqueas de cobayas machos adultos Hartely (Charles River,
Raleigh, NC; 400-800 gramos) y se colocaron en una solucion de Krebs-Henseleit mo-
dificada. La composicion de la solucion fue (mM): NaCl 113,0, KCI 4,8, CaCly 2,5,

KHaPOg4 1,2, MgSO4 1,2, NaHCO3 25,0 y dextrosa 11,0, la cual se gasifics con O2 al
85 %:CO2 al 5 % y se mantuvo a 37 °C. Se limpi6 cada tradquea de tejido adherente y

se abrid longitudinaiments. Se separd el epitelio frotando suavemente la superficie lu-
minal con un aplicador con la punta de algodén. Se cortaron tiras individuales, aproxi-
madamente de 2 anillos de cartllago de ancho, y se suspendieron mediante una sutura
de seda en bafios de érganos de 10 ml con camisa de agua, que contenlan solucién
de Krebs-Henseleit y se conectaron a los transductores de desplazemliento de fuerza
Grass FT03C. Se registraron las respuesiss mecanicas isométricamente mediante el
sistema de adquisicion de datos MP100WS/Acknowledge (BIOPAC Systems, Goleta,
CA, www.biopac.com) puesto en marcha en ordenadores Apple G4. Se equilibraron
los tejidos a una tensién de reposo de 1,5 g, que se determind que era éptima median-
te la evaluacidon de la tensidn longitudinal, y se iavaron con solucion de Krebs-
Henseleit cada 15 minutos durante una hora. Después del periodo de equillbrio, se
contrajeron los tejidos pulmonares con carbacol 10 uM hasta alcanzar una meseta,
que sirvié como la coniraccién de referencia para el anélisis de los datos. Se enjuage-
ron entonces los tejidos cada 15 minutos a lo largo de 1 hora hasta alcanzar e! tono de
la linea base. Se dejaron entonces las preparaciones durante al menos 30 minutos an-
tes del comienzo del experimento.

Se obtuvieron las curvas concentracién-respuesta mediante la adicion acumu-
lativa de carbacol en Incrementos semi-ogaritmicos (Van Rossum, 1983, Arch. Int.
Phamacodyn., 143: 299), iniciados a 1 nM. Se dejé cada concentracién en contacto
con la preparacién hasta la respuesta de la messta antes de la adicién de la subsi-
gulente concentracién de carbacol. Los tejidos se expusieron por parejas a los com-
puestos antagonistas de mAChR o al vehlculo durante 30 minutos antes de que se
generaran las curvas acumulativas concentracion-respuesta del carbacol. Todos los
datos se dan como la media + emror estdndar de la media (8.e.m.) slendo n el nimero
de los diferentes animales.

Para los estudios de superfusién (duracién de accién), se superfundieron contl-
nuamente los tejidos con solucidn de Krebs-Henseleit a 2 m/min durante la duracién
del experimento. Las soluciones stock del agonista y antagonista se perfundieron (0,02
ml/min) mediante una aguja de calibre 22 insertada en el tubo de superfusion. Las res-
puestas mecdnicas se registraron isométricaments usando un sistema de adquisicién
de datos comerclaimente disponilble (MP100WS/Acknowledge; BIOPAC Systems, Go-
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leta, CA, www.biopac.com) en interfase con un ordenador Macintosh G4 (Apple, Cu-
pertino, CA www.apple.com). Se suspendieron los tejidos bajo una tension 6ptima de
reposo de 1,5 g. Después de un periodo de equilibrio de 80 min, se contrajeron los te-
jidos con carbacol (1 uM) durante la duracién del experimento. Después de alcanzar
una contraccién sostenida se administré Isoproterenol (10 uM) para relajar al méximo
el tejido, y este cambio sirvié como referencia. Se Interrumpié la exposicion a isoprote-
renol y se dejé que ae recuperara la tensién inducida por el carbacol. Se perfundieron
los antagonistas de los receptorea muscarinicos a una Gnica concentracion por tejido
hasta que se alcanzd un nivel sostenido de inhibicion. Se separé entonces el com-
puesto, y una vez mas, se dejé que ae recuperara la tension inducida por el carbacol.
Se determinaron los siguientes pardmetros para cada concentracién de anta-

gonista, y se expresaron como la media + S.E.M. para n animales individuales. La in- .

hibicién de la contraccidn inducida por el carbacol se expresé como porcentaje de la
respuesta de referencia (lsoproterenol) y se midié el tiempo requerido para alcanzar la
mitad de esta relajacién (comienzo de la respuesta). Se determiné la recuperacion de
ia tensién después de la separaciéon del compuesto que fue el tiempo requerido para
alcanzar la mitad de la recuperacién de la tensién méxima (cese de la respuesta). A
loa 60 y 180 minutos después de la separacién del antagonista se determind el nivel
restante de Inhibicién y se expresd como porcentaje del isoproterenol de referencia.

Se obtuvieron las curvas concentracidn-respuesta del antagonista represen-
tando graficaments los datos de maxima relajacién a 0, 60 y 180 min después de la
retirada del antagonista. La recuperacién, denominada cambio, se calculé a partir de la
relacién de la IC5q en la curva de inhibicién a los 0 min y la concentracién de com-
puesto que produce una recuperacion similar de la tensién a los 60 y 180 minutos.

Los semitiempos para el comienzo y final de la respuesta se representaron gré-
ficamente frente a la correspondiente concentracién y se ajustaron los datos con re-
gresion no lineal. Estos valores sa extrapolaron a la IC5q (determinada a partir de la
curva de inhibicién concentracién-respuesta) y se designaron Otgq (tiempo requerido,
a la concentracién ICgq, para alcanzar la mitad del comienzo de la respuesta) y Rt50
(tempo requerido, a la concentracién ICsg, para alcanzar la mitad de la recuperacion
de la respuesta).

Broncoconstriceién Inducida por metacolina — potancia y duraclén de acclén

Se determiné la capacidad de respuesta de las vias respiratorias a la metacoll-
na en ratones Balb C despierios, libres (n = 6 cada grupo). Se usé la pletismografia
barométrica para medir el aumento de la pausa {Penh), una medida sin unidades que
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se ha demostrado que se comelaciona con los cambios en la resistencia de las vias
respiratorias que tienen lugar durante el enfrentamiento bronquial con metacolina(2).
Se pre-trataron los retones con 50 uwl de compuesto (0,003-10 ug/ratdn) en 50 yl de
vehiculo (DMSOQ al 10 %) Intranasalmente (i.n.) y después se colocaron en la camara
de pletismografia durante un tiempo dado después de la administracion del farmaco
(15 min — 86 h). Para la determinacién de potencia, se realizd una dosis-respuesta pa-
ra un fdrmaco dado, y se tomaron todas las medidas 15 min después de la administra-
cién i.n. del fdmaco. Durante la determinacién de la duracién de accidn, se tomaron
medidas en cualquier momento desde 15 min a 86 horas después de la administracion
i.n. del farmaco.

Una vez en la camaera, se dejé que los ratones se equilibraran durante 10 min
antes de tomar una medida de Penh en la linea base durante 5 minutos. Se enfrenta-
ron entonces los ratones con un aerosol de metacoling (10 mg/ml) durante 2 minutos.
Se registrd el Penh continuamente durante 7 min empezando en la incepcion del aero-
8ol de metacolina, y continuando durante 5 minutos después. Se analizaron los datos
para cada ratdn y se representaron gréficamente usando el software GraphPad
PRISM. Este experimento permite la determinacién de la duracién de la actividad del
compuesto administrado.

Los presentes compuestos son (llles para tratar una variedad de indicaciones,
incluyendo, pero sin limitarse a ellos, trastomos del tracto respiratorio tales como la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, bronquitis crdnica, asma, obaftruccién respl-
ratoria crdnica, fibrosis pulmonar, enfisema pulmonar, y rinitis alérgica.

FORMULACION-ADMINISTRACION

Por consiguiente, la presente invencién proporciona ademés una formulacion
farmacéutica que comprende un compuesto de la férmula (l), o una de sus sales, sol-
vatos, o derivados fislolégicamente funcionales (por ejemplo, sales y ésteres) farma-
céuticamente aceptables, y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable, y
opcionalmente uno o més de otros Ingredientes terapéuticos.

De aquif en adelante, el término “ingrediente activo® significa un compuesto de
la férmula (l), o una de sus sales, solvatos, o derivados fisiolégicaments funcionales
farmacéuticamente aceptables.

Los compuestos de la formula (1) se administraran por inhalacion por via bucal
o nasal.

Las composiciones de polvo seco para administracién topica al pulmén por in-
halacién se pueden presentar, por ejemplo, en cépsulas y cartuchos, por ejemplo de
gelatina, o en blisters por ejemplo de léminas de aluminio, para uso en un inhalador o
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insuflador. Las formulaciones de mezcla de polvos, generalmente contienen una mez-
cla de polvos para inhalacién del compuesto de la invencion y una base da polvo ade-
cuada (sustancla vehlculo/diluyente/excipiente) tal como mono-, di- o poli-sacaridos
(por ejemplo, Iactosa o almidén), sales orgédnicas o inorgédnicas (por ejemplo, cloruro
de calcio, fosfato de calcio o cloruro de sodio), poliaicoholes (por ejemplo, manitol), o
sus mezclas, altermnativamente con uno o0 mas materiales adicionales, siendo incluidos
tales aditivos en la formulacién de la mezcla para mejorar la estabilidad quimica y/o
fisica o las caracteristicas de la formulacion, como se discute més adelante, o sus
mezclas. Se prefiere el uso de la lactosa. Cada cépsula o cartucho puede contener
generaimente entre 20 pg-10 mg del compuesto de la fdrmula (I} opcionaimente en
combinacién con otro ingrediente terapéuticamente activo. Alternativamente, el com-
puesto de la invencidn puede estar presente sin excipientes, o puede estar en forma
de particulas que comprenden el compuesto, opcionalmente otros materiales terapéu-
ticaments activos, y materiales excipientes, tal como por co-precipitacién o recubri-
miento.

De manera adecuada, el dispensador del medicamento es ds un tipo selecclo-
nado del grupo constituido por un inhalador de polvo seco con reservorio (RDP!), un
inhalador de polvo seco multi-dosls (MDPI), y un inhalador de dosis medida (MDI).

Por inhalador de polvo seco con reservorio (RDPI) se quiere decir un inhalador
que tiene un envase en forma de reservorio adecuado para comprender miltiples do-
sis {dosis no-medidas) de medicamento en forma de polvo seco y que incluye medios
para medir la dosis del medicamentio desde el reservorio hasta una posicién de dis-
pensacién. Los medios de medida de la dosis pueden comprender, por ejemplo, una
copa o placa perforada de dosificacién, que @8 movible desde una primera posicion en
la que la copa se puede llenar con medicamento desde el reservorio hasta una segun-
da posicién en la que la dosis del medicamento medida se hace disponible para el pa-
ciente para inhalacion.

Por inhalador de polvo seco multi-dosis (MDPI) se quiere decir un inhalador
adecuado para dispensar un medicamento en forma de polvo seco, en el que el medi-
camento estd comprendido dentro de un envase multi-dosis que contiene (o que lleva
de otra manera) dosis (o partes de ellas) multiples, definidas, de medicamento. En un
aspecto preferido, el portador tiene una forma de envase en blister, pero podria tam-
blén, por ejemplo, comprender una forma de envase basado en una cépsula o un por-
tador sobre el que se ha aplicado el medicamento por cualquier procedimlento ade-
cuado incluyendo impresién, pintura y oclusion al vaclo.
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La formulacién puede ser pre-dosificada (como, por ejemplo, en Diskus, véase
GB 2242134 o Diskhaler, véanse GB 2178965, 2129691 y 2169265) o dosificada en
uso (como, por ejemplo, en Turbuhaler, véase EP 69715). Un ejemplo de un dispositi-
vo de dosis unitarila e Rotahaler (véase GB 2084338). El dispositivo de inhalacién
Diskus comprende una tira alargada formada a partir de una hoja base que tiene una
pluralidad de huecos espaciados por toda su longitud y una hoja tapa sellada herméti-
camenta pero despegable para definir una pluralidad de recepticulos, teniendo cada
receptdculo una formulaclén inhalable que contiene un compuesto de la férmula (l)
preferiblemente combinado con lactosa. Preferiblemente, la tira es suficlentemente
flexible para poder ser enrollada. La hoja tapa y la hoja base tendrén preferiblemente
porciones finales conductoras que no se sellan una a |a otra y al menos una de las di-
chas porciones finales conductoras estd hecha para ser unida a un medio de rebobi-
nado. También, preferiblemente el sellado hemmético entre las hojas base y tapa se
extiende sobre su anchura total. La hoja tapa puede ser despegada preferiblemente de
la hoja base en una direccién longitudinal desde un primer extremo de dicha hoja ba-
se.

En un aspecto, el envase multi-dosis es un envase blister que comprende mul-
tiples blisters para contener el medicamento en forma de polvo seco. Los blisters se
ordenan tipicamente de forma regular para facilitar la liberacién del medicamento des-
de ellos.

En un aspecto, el envase blister multi-dosis comprende blisters plurales orde-
nados en forma generaimente circular en un envase blister en forma de disco. En otro
aspecto, el envase blister multi-dosis es de forma alargada, por ejemplo comprendien-
do una tira o cinta.

Preferiblemente, el envase blister mulii-dosis estd delimitado entre dos miem-
bros despegables asegurados uno a otro. Las patentes de Estados Unidos Nos.
5.860.419, 5.873.360 y 5.580.645 describen envases de medicamentos de este tipo
general. En este aspecto, el dispositivo se proporciona usuaimente con una estacién
de abertura que comprende medios para despegar y separar [os miembros para acce-
der a cada dosis de medicamento. De foorma adecuada, el dispositivo se adapta para
uso en el que los miembros despegables son hojas alargadas que definen una plurali-
dad de receptidculos de medicamentos espeaciados por toda su longitud, siendo pro-
porcionado el dispositivo con medios para indexar cada recepticulo por orden. Méas
preferiblemente, el dispositivo se adapta para uso en el que una de las hojas es una
hoje base que tiene una pluralidad de bolsas en ella, y la otra hoja es una hoja tapa,
definiendo cada boisa y la parte adyacente de la hoja tapa un receptéculo particular,
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comprendiendo el dispositivo medios conductores para tirar de la hoja tapa y separar
la hoja base en la estacién de abertura.

Por inhalador de dosis medida (MDI), se quiere decir un dispensador de un
medicamento adecuado para dispensar un medicamento en forma de aerosol, en el
que el medicamento estd comprendido en un reciplente de aerosol adecuado para
contener una formulacién de un medicamento en aerosol basado en un propelente. El
recipiente de aerosol se proporciona t{picamentas con una vélvula de dosificacién, por
eJemplo una viéivula deslizante, para la liberacién de la formulacién del medicamento
en forma de aerosol al paciente. El recipiente de aerosol generaimente esti disefiado
pera dispensar una dosis predeterminada de medicamento después de cada actuacién
por medio de la valvula, que se puede abrir o bien deprimiendo la vélvula mientras que
so mantiene fijo el recipiente o bien deprimiendo el recipiente mientras que se mantie-
ne fija ia véivula.

Las composiciones en pulverizacién para administracion tdpica al puimén por
inhalacién pueden ser formuladas, por ejemplo, como soluciones o suspensiones
acuosas 0 como aerosoles dispensados desde envases presurizados, tales como un
inhalador de dosls medidas, con el uso de un adecuado propelents licuado. Las com-
posiclones en aerosol adecuadas para inhalacion pueden ser o bien una suspensién o
bien una solucidn y'genemlmente contienen el compuasto de la fdormula (I) opclonal-
mente en combinacién con otro ingrediente terapéuticamente activo y un propelente
adecuado tal como un fluorocarbono o cloroflucrocarbono que contiene hidrégeno o
sus mezcles, pariicularmente hidrofluorcalcanos, por ejemplo diclorodifluorometano,
fricloroflucrometano, diclorotetra-fluoroetano, especiaimente 1,1,1,2-tetrafluoroetano,
1,1,1,2,3,3,3-heptafluoro-n-propano o una de sus mezclas. También se puede usar
como propelente didxido de carbono u otro gas adecuado. La composicion en aerosol
puede estar libre de exciplentes o puede contener opcionaimente excipientes de for-
mulacién adicionales bien conocidos en la técnica tales como tensioactives, por ejem-
plo acldo oleico o lecitina y codisolventes por ejemplo etanol. Las formulaciones presu-
rizadas generaimente serdan mantenidas en un bote (por ejemplo un bote de aluminio)
cemado con una valvula (por ejemplo una vélvula de doslficacién) y ajustado dentro de
un impulsor provisto con una boquilla.

Los medicamentog para administracién por inhalacion tienen deseablemente
un tamafio da particula controlado. El tamafio de particula aerodinamico éptimo para
inhalacion dentro del sistema bronquial para la dispensacion locallzada al pulmén es
usugimente 1-10 pm, preferiblements 2-5 pm. El tamafio de particula aerodinamico
éptimo para inhalacién dentro de la regién alveolar para alcanzar la dispensacion sis-
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témica al puimén es aproximadamente 5-3 um, preferiblemente 1-3 um. Las particulas
que tienen un tamafio aerodinédmico por encima de 20 um generaimente son demasia-
do grandes cuando se inhalan para alcanzar las vias respiratorias pequefias. El tama-
fio de particula asrodindmico medio de una formulacién se puede medir, por ejemplo
por impacto en cascada. El tamafio de particula geométrico medio se puede medir, por
ejemplo por difraccion de léser, medios opticos.

Para conseguir un tamafio de particula deseado, las particulas del ingrediente
activo cuando se producen se pueden reducir de tamafio por medios convencionales
por ejemplo por cristalizacién controlada, micronlzacién o nanomolienda. La fraccion
deseada se puede sepanar por clasificacién aérea. Aitemativamente, las particulas del
tamafio deseado se pueden producir directamente, por ejemplo secando con pulveri-
zaclén, controlando los pardmetros del secado con pulverizacion para generar particu-
las del Intervalo de tamafio deseado. Preferiblemente, las particulas serdn cristalinas,
aunque también se puede emplear material amorfo cuando sea deseable. Cuando se
emplea un excipiente tal como lactosa, generaimente, el tamafic de particula del exci-
piente serA mucho mas grande que el medicamento inhalado dentro de la presente
invencién, de tal modo que el vehiculo “grueso” no es respirable. Cuando el excipiente
es lectosa estara tipicamente presente como lactosa molida, en la que no mas del 85
% de las particulas de lactosa tendrdn un MMD de 60-80 um y no menos del 15 %
tendrén un MMD menor que 15 ym. Los materiales aditivos en una mezcla de polvo
seco en adicidn al vehlculo pueden ser o bien respirables, esto es, aerodinémicamente
menores que 10 micras, o bien no-respirables, esto es, aerodindmicamente mayores
que 10 micras.

Los materiales aditivos adecuados que se pueden emplear incluyen aminoéci-
dos, tales como leucina; tensloactivos naturales o sintéticos solubles en agua o insolu-
bles en agua, tales como lecitina (por ajemplo, lecitina de soja) y écidos grasos en es-
tado sélido (por ejemplo, 4cidos lalrico, palmitico, y estedrico) y sus derivados (tales
como sales y ésteres); fosfatidlicolinas; ésteres de azicar. Los materiales aditivos pue-
den Incluir también colorantes, agentes enmascaradores del sabor (por ejemplo, saca-
rina), agentes anti-estdticos, lubrificantes (véase, por ejemplo, la solicitud de patante
PCT publicada No. WO 87/905213, cuyos hallazgos se incorporan aqul como referen-
cla), estabilizantes quimicos, tampones, conservantes, mejoradores de la absorcion, y
otros materiales conocidos por las personas con experiencia normal.

Los materiales de recubrimientio para liberacién sostenida (por ejemplo, acido
estedrico o polimeros, por ejemplo polivinilpirrolidona, poli{écido lactico)) se pueden
emplear también sobre material activo o particulas que contienen el material activo
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(véanse, por ejemplo, las patentes Nos. US 3.634.582, GB 1.230.087, GB 1.381.872,
cuyos hallazgos se incorporan aqul como referencla).

Las pulverizaciones Intranasales se pueden formular con vehiculos acuosos 0
no acuosos con la adicién de agentes tales como agentes espesantes, sales tampon o
acidos o dicalis para ajustar el pH, agentes para ajustar la isotonicidad o anti-
oxidantes.

Las soluciones para Inhalacién por nebulizacién se pueden formular con un ve-
hfculo acuoso con la adicién de agentes tales como acidos o alcalis, sales tampon,
agentss para ajustar la isotonicidad o anfimicrobianos. Se pueden esterilizar por filtra-
¢idn o por calentamiento en un autoclave, o 8e pueden presentar como un producto no
estéril.

Las formulaciones de dosis unitarias preferidas son las que contienen una do-
sis eficaz, como se ha indicado aqul antes, o una aproplada fracciéon de la misma, del
ingredients activo.

A lo largo de la memoria descriptiva y de las relvindicaciones que siguen, a
menos que el contexto requiera otra cosa, la palabra ‘comprenden’, y variaciones tales
como ‘comprende’ y ‘comprender’, se deberén entender como que implican la Inclusién
de un nimero entero o un intervalo o grupo de nimeros enteros establecidos, pero no
la exclusion de cualquler otro niimero entero o intervalo o grupo de nimeros enteros o
intervalos.

Todas las publicaciones, incluyendo, pero sin limitarse a ellas, las patentes y
solicitudes de patentes citadas en esta memoria descriptiva, se incorporan aqul como
referencia, como si cada publicacién individual hubiera sido especlifica e Individual-
mente indicada para ser incorporada aqul como referencia, como tfotalmente publica-
da.

La descripcidn anterior describe completamente la invencién incluyendo las
realizaciones preferidas de la miema. Las madificaciones y mejoras de las reslizacio-
nes especlficamente descritas aqul estén dentro del aicance de las sigulentes relvindi-
caclones. Sin elaboracién adicional, se cree que, utilizando la precedente descripcion,
un axperto en la técnica puede utilizar la presente invencién en toda su extension. Por
tanto los ejemplos aqui deben ser considerados como meramente ilustrativos y no una
limitacién del alcance de la presents invencién en ningin modo. Las realizaciones de
la invencion en las que se reivindica una propiedad o privileglo exclusivo se definen
como sigue.
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto segun la férmula (I) que sigue:

N

)

en la que R1 se selecciona del grupo constituido por el grupo de alquilo inferior de ca-
dena lineal o ramificada que tiene de 1 a 6 4tomos de carbono;
R2 y R3 se seleccionan, independientemente, del grupo constituido por grupos alquilos
Inferiores de cadena lineal o ramificada {(que tienen de 1 a 6 atomos de carbono), gru-
pos cicloalquilos (que tienan de 5 a 8 4tomos de carbono), cicloalquil-alquilo (que tlene
8 a 10 4tomos de carbono), 2-tienllo, 2-piridilo, fenilo, fenilo sustituido con un grupo
alquilo que no tiene més de 4 dtomos de carbono y fenilo sustituido con un grupo al-
coxi que no tiene més de 4 dtomos de carbono; y
X representa un anién asociado con la carga positiva del atomo de N.

2. Un compuesto segin la relvindicacién 1, en el que la orientacién de la cade-
na alquilica uniia at anillo de tropano es endo.

3. Un compuesto segin la relvindicacién 2, seleccionado del grupo constituido
por:
bromuro de (3-endo)-3-(2,2-difenileti)-8,8-dimetil-8-azoniabiciclo[3.2.1]octano; y
4-metilbencenosulfonato de (3-endo)-3-(2,2-difeniletil)-8,8-dimetil-8-azoniabiciclo-
[3.2.1]octano.

4. Un compuesto segln la reivindicacion 1, en el que X" se selecciona del gru-
po constituido por cloruro, bromuro, yodure, sulfato, bencenosulfonato y toluenosulfo-
nato.

5. Una composicién farmacéutica para el tratamiento de enfermedades media-
das por los receptores muscarinicos de la acetilcolina, que comprende un compuesto
segUn la relvindicacién 1 y un vehiculo del mismo farmacéuticamente aceptable.

6. Un método para inhibir la unién de la acetilcolina a sus receptores en un
mamifero que lo necesite, que comprende administrar una cantidad segura y eficaz de
un compuesto segiin la reivindicacion 1.

7. Un método para tratar una enfermedad mediada por un receptor muscarinico
de la acetlicolina, en el que la acstilicolina se une a dicho receptor, gue comprende
administrar una cantidad segura y eficaz de un compuesto segin la reivindicacion 1.
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8. Un método segin la relvindicaclén 7, en el que la enfermedad se selecciona
del grupo constituido por la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, bronquitis crénl-
ca, asma, obstruccién respiratoria crénica, flbrosis pulmonar, enfisema pulmonar y rini-
tis alaérgica.

9. Un método seglin la reivindicacién 7, en el que la administracion es por in-
halacién por via bucal o nasal.

10. Un método segin la reivindicacién 7, en el que la administracion es me-
diante un dispensador de medicamento seleccionado entre un inhalador de polvo seco
con reservorio, un inhalador de polvo seco multi-dosis o un inhalador de dosis medida.

11. Un método seglin la relvindicacién 7, en el que el compuesto se administra
a un ser humano y tiene una duracién de accién de 12 horas o méas para una dosis de
hasta 1 mg.

12. Un método segin la relvindicacion 11, en el que el compuesto tiene una du-
racion de accién de 24 horas o mas.

13. Un método segun la reivindicacién 12, en el que el compuesto tiene una du-
racion de acclén de 38 horas o més.
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RESUMEN
Se proporcionan antagonistas de los receptores muscarinicos de la acetilcolina
y métodos para usarios.
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