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Fecha solicitud 30 de novierabre de 2006 

1 Yo, Luz Clemencia DE PAEZ, en mi condiciOn de apoderada de la 

sociedad solicitante de la patente de la referencia, de acuerdo con la 

sutitucion del poder a iti otorgada par el doctor Emilia Ferrero, me 

refiero al oficio No 2667 notificado por fijaciôn  en lista del 26 de 

febrera de 2010 

� 2. Mediante ofii.o No. 2667 so puso en conbimientO del soliditante el . = 

informe que con,tiene.las observacionas hechas par su pespacho sobre la 

presente solicitud de patente Atiendo a las observaciones de la manera 

siguiente: � . � . . : : - 

2.-.1 De la solicitud de patente 

2.11TItu1o. � � . . � . . . .-. 
� 

El Examinador recomienda ajustar el titulo de ia. solici-tud cart ºl 

fin de que refleje la materia que se desea prateger, 

NT 860.04-1.367-3 
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Fecha solicitud 30 tie noviexnbre de 2006 

11. Yo, Luz Clemencia DE PAEZ, en mi conthcion tie apoderada tie la 

sociedad. sOlicitante tie la pate’ite tie la referenci-a, de acuedo con la. 

sustituciôn del poder a mi otorgada por el doctor Emilio Ferrero, me 

refiero al oficio No 2667 notificado por fijacion en lista del 26 tie febrero de 2010...._--2. Mediante ofici.o No1267spuso en.corocixtiento del so1icitantel 

informe que contierie las . observaciones he.cha por su Despacho sobre . la 

presente solicitud de patente. AtIendo a las observaciones tie ía  mafiera -. - - . 

siguiente: - - . . -. . .. - . S � . . - - - 2.1 De la so1itud de patente � 2,1.1Titulo 

El Examinador recomienda ajustar el titulo tie ía solicitud con el 

fin de que refleje la materia que se desea proteger 1 NIT 860.041.367-3. 
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3.1 Moclificación cle una solicitud en trÆmite 

� acuerdo con el artIculo 34 de la Decision 486 de la ComisiOn 

de la Comunidad Andina, dondØ se establece que la modificaciOn de una 

solicitud es posible. en cuaiquier memento del trÆmite mientras no 

mpLique una ampliaciOn so’licud imicial, me permito presentar 

una nueva memoria .descriptiva, un nuevo pliego reivindicatorio 

don.formado per 9 reivindicaciones, asi coma u4 nuevo tItulo paa la -’ 

solicitud. 

Las modificaciones ral–zadas son las siguientes: 

- El pliego reivindicatoio se Łncuentra dirigido ahora 

ilnicamente a la cobinaci6n farmacØutica, caracterizac[a per sus 

compoente5 

- Se han. eliminado as reivindicciones 4 a 11 

� La memoria. descritiva ha s.idô limitada de acuerdo con el. nuevo 

� pliego reivindicatorlo S �� 

- Finalmente, el. titulo de la solicitud ha sido modificado: coma 

se.iædicaacontinuabiOn: .� 

COMBINACZ6N QTJE COM’BENDE UN INRIBII)OR flE PE-4 Y UN ANAGONISTA 

� DE LOS RZCEPTOES MrJSCARNICOS M3 EL cUAL ES (3R) -2-ENETIL-3- (9R-

� XANTEN-9-CAEBONI.LOXI) -1-AZONIABICICLOE2. 2. 2]OCTANO 

De acuerdo con 10 anterior, se presenta un pliego 

� reivindicatorlo claro, conciso, que.posee un ünico concepto. inventive 

(la combinaciÆi .farmacØutia) y que no. reivindica uses a mØtodos de 

tªtamiento. � : � � 
: 

�r� � � � - 

� Per lo tanto consideramos que las objeciones formuladas a este 

- r.especto se yen sup.eradas. S � � 

� Aclaraciones s.obre la invenciOn S 

Con el fin de complementar los argumentos de patentabiuldad.que. 

se presentan mÆs adelante, se desean poner de preseite las siguientes 

.aclaracidnes: � 

.3 











CAVELiER ABOGADOS COLO 08734-845-0098 ID-i71326 

Industria y Comercio 

[ 

Espaclo reservado para el adhesivo de radicación (4 
SUPERINTENDENCIA 

FORMtJLARIO: UNCO DE CORRECCIONES Y MODIFICACIONES 

I SOLICTUD DE 

El Corrección do Error Material ModiflcaciOn a uno solicitud 

Nombre: LABORATORIOS ALMIRALL, S.A 
Sociedad cohstituida y exitente bajo as leyes de 

2 Espàna. 

SOLICITANTE 
IDENTIFICAC1ON 

Direccion:. Ronde del Genera Mitre 151, 
00022 Barcelona, CC, H NIT H 
Espana CE. Ti Otro H 

� Dornicilio: Barcelona. 
Numero- 

TelØfono: 5460970 Fax: 2494070 
IE-mail; cRentescaveller.om 

3 
� Nombre: LUZ CLENIENCIA DE PAEZ IOENTJF1CACtO1 

Dirección: Carrera 4� No. 72-35 
REPRESENTANTE TelØforio: 3473611 C.C. NIT 0 

� 0 APODERADO Fax: 2118650 C.E. D Otro 0 
� E-mail: cflentes@cavelter.com. Cual  

Domiclilo: Bogota, Colombia. 
NUmero 35.456.344 T. P. 23.555 

Nümero de expediente: 611216 

- Descripción de Ia corrección o rnodificación solicitada: 

P.resentos nuevos capflulos desoriptivo y reiindicatorio cornpuesto.por 9 reivindicaciones con el fin do 

supefar ls obciones hechas por Sc Despacho a lapresente solicitud de patente y pido respetuosa 

mente quo el examen de patentabilidad sea reaHzado sobre estas nuevas re.ivindicadones preseOtadas. 

.Comprobante de pago No.  Fecha: 

0 Anexos.. 

O Comprobante de pago de Ia tasa por $114.000, par concepto de modificaciones. 

0 Comprobante de pago par reivindicaciones adicionates despuØs de la dØcima 
reivindicación por 

0 Poderes, ci fuere el caso 

Coria aütØntica de la Sustitución del poder otomada por el Doctor Emilio Ferrero a mi favor 
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COMBINACIONES QUE COMMEND EN AGENTES ANTIMUSCARINICOS E 

INHIBIDORESDE PDE4 

CAMPO.DE LA INVENCION 

La presente invenciOn se refiere a las nuevas combinaciones de ciertos .agentes 

muscarinicos con �inhibidores de PDE4, y. su uso en el tratamiento de trastomos 
� respiratorios. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 
� S 

Los inhibidores do PDE4 
y 

los agentes antimuscarinicos en particular antÆgonistas do los 

� 

receptorØs muscarinicos M3, son dos. .clases do fÆmiacos Utiles en & tratamiento do 

� 

.trastornos respiratorios tales come, el asma O !as enfemiedades pulmonares obstructivas 

crónicas (COPD, per sus siglas en ingles). S 

Aun4ue los inhibidores de.,PDE4 y los agentes antirnuscarinicos pueden ser terapias 
� 

efectivas, existe una necesidad clinica para las terapias contra el asma 
y 

el COPD quo 

.tenganaccón potente y.selectiva 
y 

que tengan un prfil de acciOn ventajoso. 

� 

So sabe quo ambas clàses do fÆrmacos pueden ser utilizadas en combinación. 

� 

Las combinaciones do frmacos en las cuales los ingredientes activos operan por medic 

de.difererites Was fisiológicas sesabe que son terapØuticarnente ütiles. Frecuentemente, 
S . 

Ia ventaja terapØutica surge debido a que la combinaclOn puede lograr un efecto 

terapØuticamente ütil utilizando menores concentraciones do cada componente active. 

� Esto hace posible quo sean redUcidos al minimo los efectos colaterales de la medicación. 

� De este mode, la combinación puedo ser formulada de mode que cada ingrediente activo 

estØpresente a unà concentraciOn quo sea subclinica en cØlulas diferentes de las cØlulas 

S en cØlulas objetivo. No obstante, Is cornbinación es terapØuticamente efectiva en cØlulas 

S objetivo que responden a ambos ingredientes.  

DESCRIPCION DE LA INVENCION 

� . . 

S 

� Sórprendentemente, �puede ser observado un efecto terapØutico inesperadamente 

� benØfico en el tratamiento do enfermedades inflamatorias U obstructivas del tracto 

� 

S 

� respiratoriô, si un antimuscarinico do la formula (I) $8 utilizado con uno o mÆs inhibidores 

do PDE4. En vista do este efecto, las combirtaciones farmacØuticas do acuerdo a (a 

� invenciÆn pueden ser utilizadas en dosis mØs pequeæas quo to quo podria ser el caso con � � 
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� compuestos individuales utilizados en monoterapia de una manera usual.. Esto reduce los 

efectos colaterales no deseados tales coma pueden ocurrir cuando los. inhibidores de 

PDE4 antimuscarinicos do Ia fOrmula (1) son administrados solos. 

La presente invención proporciona en consecuencia una cornbinación quo comprende 

(a) un inhibidor de .PDE4 
y (b) un antagonista de los receptores muscarinicos M3 quo es 

el (3R)-1 -fenetil-3-(9H-xanten-9-carbonlloxi)-1 -azoniabiciclo[2.22]octano en. Ia forma do 

� una sal quo tiene un aniOn X, que es Un :ariiOn .farrnacØuticamente aceptable do un Æcido 

mono- o poilvalente. . . �. . . . 
S 

Los ejeniptos do aniones farmacØuticamente aceptables do los Æcidos. mono o 

poilvalentes son los aniones derivados do Æcidbs inorgÆnicOs tales coma el dcido 

clorh.idriOo Æcido bromhIdrico, Æcido sulfco, Æcido fósfOrico a Ædos orgÆnicos tales 

coma el Æcido metansulfOnico, Æcido acØtico, Æcido fumÆrico, ªoido succinico, doido 

’lÆctico Æcido cItrico a Æcido maleico. AdemÆs, pueden ser utilizadas rnezclas de los 

Æcidos anteriormonte mencionados. S � . .. 

Tipicarnente, el antagortista do los receptores muscaririicos de M3 es el brornuro do (3R)-

I -fenetil-3-(9H-xanten9-carbonUoxi-I -azoniabiciclo[2.2.2}octano. .. 

Tipcamente, Is combnacion contiene of o los rngredentes activos (a) 
y 

(b) que forman 

parte do una composiciOn farmacOutica simple. . . . . .. . . . . 

Para evitar dudas, el tØrmiæo. . (3R)-1 -fenetil-3-(9H-xanten-9-arboniloxi)-i - � 

I azoniabiciclO2.2.2]oOtano sel entlende quo abarca las sales on �forma disociada, 

parcialmente disociada a. no disociada, por ejemplo, en soluciOn acuosa. Las diferentes 

sales del compuestopueden existir en Ia forma desolvatos, por ejernplo, on Ia forma do 

hidratos 
y 

todas estas formas estÆn tambiØn dentro del alcance de Ia presents invencion. 

� Adems, las diferentes sales 
y 

solvatosdel compuesto pueden existWen lemma amorfa a 

en Ia forma do diferentes po!imorfos dentro del alcance de Ia presØnte invención. 

� TambiØn so proporciona una composicion farmacØutica que comprende (a) un inhibidor do 

PDE4 y (b) un antagonista do los receptores muscarinicos M3 do Ia invenciOn con (c) un 

� portadoro dlluyentefarmacOuticamente aceptable. 
� : . � 

Se proporciona ademÆs una combinaciOn como so describe anteriormente. que ademâs 

comprende (c) otro compuesto activo seleccionado de (a) el agonista de 02, (b) 

� . corticosteorides, (c) antagonistas dØ leucotrieno D4, (d) inhibidores de egfr-cinasa, (e) 

inhibidores do La. cinasa p38,: 
y 

(f) agonistas del receptor do NK1 pars of use aim ultâneo, 

� S .. S � 

S 
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IL 

separado o secuencial.. Tipicamente ci compuesto activo adicional (c) se selecciona del 

grupo que consists de (a) agonista 32 y (b) corticosteroides. S 

� Es una modaildad de La presents invención que là combinaciOn comprenda. (b) un 

� . . antagonista de Los receptores rnuscarinicos M3 de La invención y (a) un inhibidor de PDE4 

com.o Los compuestos activos UflICOS. . . . .. . 

� Los ejernplos de inhibidores de PDE4 que van a ser utilizados en las .combinaciones de La 

� . .. presents invención se seleccionan del grupo que consists de teofihina, clorhidrato dc 

drotaverina, cilomilast, roflumilast, denbufilina, roHpram, tetomilast, .enprofllina, arofilina, 

ôipanfihina, tofimilast, fitaminast, . piclamilast, (R)-(+)-4-[2-(3-ciclopentiloxi-4-metoxifenhl)-2-

feniletil]piridina, m.esopram, N-(3,5-dicloro-4-piridinll)-2-[1 -(4-fluorobencil)-5-hidroxi-1 H-

I . indol-3-il]-2-oxoacetamida, CDC-801 (ejemplo, Celgene), CC-1088 (ejemplo Celgene), 

�� � Lirimilast, ONO-6126 (ejemplo, Ono), CC-10004 (ejemplo, Celgene),. MN-001 (ejemplo, 

� Kyorin), KW-4490 (ejemplo, Kyowa Hakko), dimaleato dc benafentrina, zardaverina, 

tolafentrina, clorhidrato de 3-[3(cicJopentiloxi)4metoxibencil1-6-(etilarnino)-8-isopropil-3H- . 

� purina, N(3,5-dicloro-4-piridinhl)-8-metoxiquinolina-5-carboxamida, 4-(3-cloroferiil)-1 ,7-

dietilpirido[2,3-d]pirimidin-2(1 H)-ona, :. � N-[9-metil-4-oxo-1 -fenil-3,4,6,7-

tetrahidropirrolo[3,2, 1-jk][1 ,4]benzodiazepin-3(R)-iljpiridin-4-carboxamida, 35-dicloro-4-[8-

mŁtoxi-2-(trifluorometU)quinolin-5-ilcarboxamido]piridin-1 -ôxido, NIK-61 6 (ejemplo, Nikken 

� S � � Chemicals), CDC-998 (ejemplo, Celgene), Project PDE4 (ejemplo, Ceiltech), EHT-0202 

(ejemplo, ExonHit Therapeutics), 5(S)-[3-(ciclopentlloxi)-4-metoxifenhlj-3(S)-(3- 
� . metilbencil)piperidin-2-ona, .ND-1251 (ejemplo, Neuro3d), GRC-3886 (ejemplo, Gtenmark 

� S 

Pharmaceuticals), Atizoram, .Pumafentrina, 4-[6,7-dietoxi-2,3-bis(hidroximetil)naftalen-1 -ilj. 

� �� S 

� 1-(2-metoxietio)piridin-2(1 H)-ona, clorhidrato de 2-[4[6,7-dietoxi-2,3-

� . 

S bis(hidroximetil)naftalen-i -il]piridin-2-ill-4-(3-pi(dil)ftalazin-1 (2H)-ona, I -etil-8-rnetoxi-3-

� S � metil-5-propilimidazo[1 ,5-a]pirido[3,2-e]pirazin-4(SH)-ona, 4(3-bromofenil)-1 -eti)-7-metil-
� . . I ,8-naftiridin-2(I H)-ona, � N-[9-arnino-4-oxo-I-fenil-3,4,6,7-tetrahidropirrolo[3,2,1-

� � jkj[I ,4]benzodiazepin-3(R)-iI]piridin-3-carboxamida, hidroxipumafentrina y Los compuestos 

ejemplifcados en las solicitudes de patents del PCT Nos WO 03/097613, WO 

2004/058729 y WO 2005/. � 

5 

5 . . . � 
�:
 � 

Los inhibidores de PDE4 preferidos bajo La presents invŁnción sort: teofilina, clorhidrato de 

� � drotaverina, cilomilast, roflumilÆst, denbufihina, rolipram, tetomilast, enprofihina, arofihina, � 

cipanfilina, tofimilast, filaminast, piclarnilast, (R)-(+)-4-[2-(3-ciclopentiloxi-4-metäxifenil)-2-

�  feniletil]pirIdina., mesopram, � N-(3,5-dicLoro-4-pi6dinil)-2-[1-(44luorobencil)-5hidroxi-1 1-1-

indol-341-2-oxoacetamida, . CDC-801 (ejemplo, Celgene), CC-1086 (ejemplo Celgene), 
� 

S Lirimilast, ONO-6126 (ejemplo, Ono), CC-10004 (ejempto, Celgene), MN-001 (ejemplo, . . S 
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IS3 
� Kyorin), y las compuestos ejemplificados en las solicitudes de patente del PCT Nos. WO 

03/097613, WO 2004/058729 y.WO 20051. .. . . . S 

� Los inhibidores de PDE4 toda’vIa mÆs preferidos bajo La presents invención son: teofilina, 

clorhidrato de drotaverina, cilomilast, roflumilast, denbufilina, rohpram, tetomfiast, N-(3,5-

dicloro4-plridinll)-2-[1 -.(4-fiuorobencil)-5hidroxi-1 H-iridol-3-il]-2-oxoacetamida, . .enprofihina, 

arifthna y Los compuestos ejemplificados en las solicitudes do patents del PCT Nos WO 
� .03/097613, WO 20041058729y WO 2005/. Los inhibidores de PDE4 mÆs preferidos son 

� 

cilomilast, roflumilast, denburilina, . tetom.ilast y los compuestos ejemplificados en las 
� 

� solicitudes de patente del PCT Was, WO 03/097613, WO 2004/058729 y WO 2005/, en 

� . . especial cilomilast, roflumilast, denbufiliria, y tetomilast, mÆs .preferentemente roflumilast y 

cilomilast. � � � � S � 

� S � Las formas do sal farmacØuticamente .aceptables Ae. Las cornbinacionŁs de Los 

compuestos de La presents invencin. son :preparadas en su mayor parte por medios 

convencionales. � Donde el compuesto componente contiene un grupo Æcido carboxilico, 

una sal adecuada del rnis.mo puede ser form ada al hacer reaccionar el corn puesto con, 

una. base apropiada, para proporcionar La sal por adiciOn de base corresporidiente. Los 

� ejemplos de tales bases son hidrôxidos de metal alcalino que . incluyen hidrOxido do 

potasiO, hidróxido do sodio $ hidróxido de titlo; hidróxidos de metal alcalinotØrreo tales 

como hidrOxido do barlo e h.idróxido do caiclo, alcóxldos de metal alcalino, por ejemplo, 

etanolato de potasio y propanolato de sodlo, y las diversas bases orgÆnicas tales � coma � 

piperidina, dietanolamina,y Nrnetilglutamina. .TambiØn so incluyen Las sales de aluminlo 

do Los compuestos componentes do la presente invención.. � 
.. . S. 

� . 
� Para ciertos compuestos componentes, Las sales :por adición  de Æcido pueden ser 

� . . formadas mediante el tratamiento do. los compuestos con âcidos orgÆnicos e inorgÆnicos 

� farmacØUticamerite .aceptables, por ejemplo, hidrohaluros tales como clorhidrato, 

� bromhidrato, yodhidrato; otros Æcidos mirierales y .sus sales corresppndientes tales como 

� � sulfato., nitrato, fosfato, etc.; y aiquil- . y monoarilsulfonatos tales como . etansülfonato, 

S toluensülfonatô, y bencensulfonato; y otros Acidos orgÆnicos y sus sales correspondientes � : � 
� . tales como acetato, tartrato, maleato succinato, citrato, benzoato, salicilato, ascorbato, 

� . 
. etc. S . �. S � . S. � 

En consecuencia, las sales por adiciôn do Æcido farniacØuticarnertte aceptables de los 

� compuestos componentes do La presents invención  incluyen, pore no estÆn limitados a: 

� . acetato, adipatO, alginato, arginato, aspartato, . benzoato, bencensulfon.ato (besilato), 

� . . S � bisulfato, bisulfito, bromuro, butirato,; canforato, .cariforsulfonato, � . caprilato, cloruro, � 

� clorobenzoato, citrato, � ciclopentanpropionatô, digluconato, S. dihidrogenofosfato, 



dinitrobenzoato, dodecilsulfato, etansulfonato, fumarato, galacturato (del Æcido mtcico). 

galàcturonato, glucoheptanoato, gluconato, glutamato, glicerofosfato, hemisuccinato, 

hemisulfato, heptanoato, hexanoato, . hipurato, clorhicirato, brornhidrato, yodhidrato, 2-. 

hidroxetansutfonato, yoduro, isetionato,  !so-butirato, lactato, lactobionato, malato, 

maleàto, malonato, mandelato, metafosfato, metansulfonato, metilbenzoato, 

monohidrogenfosfato, 2-naftalensulfonato, nicotinato, nitrato, oxalato, oleato, pamoato, 

pectinato, persulfato, fenilacetato, 3-fenilpropionato, fosfato, fosfonato, 
y 

ftalatO. 

Los ejemplos partiôularrnente preferidos de (as sales por: adición de Æcido 

S 

farrnacológicarnente aceptables de ) inhibidores de PDE4 son las sales 

� . farmacØuticamente aceptablas que son seleccionadas do entre las sales de Æcido 

clorhIdrico, Æcido bromhidrico, Æcido sulfcirico, Æcido fosforico, Æcido metansulfónico, 6cido 

acØtico, Æcido fumÆrico, Æcido succinico, Æcido lÆctico, Æcido citrico, Æcido tartÆrico, Æcido 

1-hidr6xi-2-naftalen-carboxilico o Æcido maleico Si Se desea, pueden ser tamblØn 

utilizadas mezclas do los Æcidos anteriormente mencionados para preparar las sales de 

los inhibidores de PDE4. . . . . 

En las composciones farmacØuticas do acuerdo a La invención, los inhibidores de PDE4 

pueden estar presentes en las formas do sus racematos, enantiómeros a mezclas de los 

mismos. La separación de Los enantiómeros a partir de los racematos puede ser ilevada a 

cabo utifizando mØtodos conocidos en la materia (por ejemplo, mediante cromatografia 

S sobrefases quirales, etc.).  

Una modalidad preferida de ,la presente invención es .una combinaci6n de .un antagonista 

. 

de los receptores muscarinicos M3 de la invenciOn con un inhibidor do PDE4 

Mn la seleccionado do ôilomilast, roflumilast, denbufifina, ytetomilast. mÆs preferida es 

combinaciOn do un antagonista de los receptores muscarInicos M3 do la invenciOn con 

� citomilast 
y 

la combinación do un antagonista do los receptores muscarinicos M3 de la 

invenciOn con roflumilast. 

Otra modalidad de la presente invertción Os una combinación do un antagonista de M3 of  

� cual es bromuro de (SR)-1 -fenetil-3-(9H-xanten-9-carboniloxi)-1 -azoniabiciclo[2.2.2}octano 

� con un inhibidor do PDE4 seleccionado do cilomilast, roflumilast, denbufilina 
y 

tetomilast. 

� � Las combinaciones de La invención pueden comprender opcionalmente una o mØs 

sustancias activas adicioriales quo son conocidas coma ütiles en el tratamiento do 

trastomos respiratorios, tales :.comp los agonistas 02, corticosteroides a glucocorticoides, 

inhibidores do leucotrieno 04, inhibidores de egfr-cinasa, inhibidores do p38-cinasa yb 

antagônistas del receptor NKt S 
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� Los agonistas 132 prefer3dos Para ser utilizados en las combinaciones de Ia invenciOnr son:: 

arformoterol, bambuterol, bitolterol, broxaterol, carbuterol, clenbuterol, dopexamina, 

fenoterol, forrnoteroL hexoprenalina, ibuterol, isoetarina, isoprenalina, levosalbutamot, 

� mabuterol, rneluadrina, � metaprotenerol, nolomirol, orciprenalinà, pirbuterol,. procaterot, 

� � repróterol, ritodrin.a, rimoterol, salbutamol, salmefarnol, salmeterol, sibenadet, sotenerot, 

sutfonterot, terbutaltria, tiaramda, tutobuterol, GSK-597901, GSK-1 59797, GSK-678007, 

GSK-642444, GSK-159802, HOKU-81, clorhidrato de (-)-2-17(S)-[2(R)-hdroxi-2-(4-

� 
S hidroxifenhl)etilaminó}-5,6,7,8-tetrahidro-2-nafti)oxi]-N,  N-dirnetilacetamida monohidratado., 

carmóteról, QAB-149 y 5-[2-(5,64ietilindan-2-ilamino)-1 -hidroxietil]-8-hidroxi-1 H-quinolin-

2-ona, � 4-hidroxi-7-[2-{[2-{[3-(2-fenhletoxi)propil]sulforil}etil]aminp}etil]-2(3H)-

benzotiazotona, I -(2-ftuOro-4-hidro)afenil)-2-[4-(1 -bencimidazolil)-2-metil-2-

butilaminoletanol, I -[3-(4-metoxibencilamino)-4-hidroxifenilJ-2-46(1 -bencirnidazolil)-2-
� � 

S rnetil-2-butitamino]etanol, I -[2H-5-hidroxi-3-oxo-4H-1 ,4-benzoxazin-8-il]-2-[3-(4-N, N 

S dimetilaminofenil)-2-metil-2-propilamino]etanol, I -(2H-5-hidroxi-3-pxo-4H-1 ,4-benzoxazin-
� 

S 8-il]-2-[3-(4-metoxifenil)-2-rnetil-2-propilaminoletanol, I -[2H-5-hidroxi-3-oxo-4H-1 ,4-

benzoxazin8-iI-2-[3-(4-n-butiloxifeni-2-metiI-2-propiIaminojetanoI, 1 -(2H-5-hidroxi-3-oxo-

4H-i ,4-benzoxazin-8-iIJ-2-{4-f3-(4-metoxifenil)-1 ,2,4-triazol-3-ilj-2-metil-2-

butilaminô}etanol, � 5-hidroxi-8-(I -hidroxi-2-isopropilaminobutil)-2H-I ,4-benzoxazin-3-(4H)-

� ona, I -(4-amino-3-cloro-5-trifluorometilfenil)-2-ter-butilamino)etanol � y 1 -4- � 

etoxiearbonilamino-3-ciano-5-fluorofenll)-2-(ter-butilarnino)etanot opcionatmente en Ia 

forma do su racemato, sus enantiómeros, sus diastereoIsómeros y mezctas de los 

mismos, y opcionaliTente sus sales por adición do Æcido farmacológicamente aceptables. 

� Los ejemptos de corticosteroides y glucocorticoides adecuadôs quo pueden ser � 

I 
combinadbs con los antagonistas de M3 y los inhibidores de PDE4 son prednisolona, 

� 
metitprednisolona, dexametasona, � naflocort, deflazacort, acetato de haloprØdona, 

� � � budesonida, dipropionato de beclometasona, hidrocortisona, triamcinotona acetonida,: 
� S fluocinotona scetonida, fluocinonida, pivalato de clocortolona, aceponato do 

metilprednisolona, palmitoato de dexametasona, tipredano, aceponato do hidrocortisona, 

prednicarbato, dipropionato : do aiclometasona, halometasona, suleptariato do. 

metdprednisolona, furoato do mometasona, rimexolona farnesilato do prednisolona, 
� 

S cictesonida, propionato de deprodona, propionato de fluticasona, propionato do 

halobetasol, etabonato do loteprednol, butirato-propionato do betametasona, flunisolida, 

� prednisona, fosfato de dexametasona sódca, triamcinolorta, 17-valetato de 

� 

S 

betametasona, betametasona, dipropionato do betarnetasona, acetato dØ hidrocbrtisona, 

� � succinato do hidrocortisona sódica, fosfato de prednisolóna sódica y probutato de 

� hidrocortisona. S 

� 

� Los ejmpLos antagonistas do LT04 que pueden ser combinados con los antagonistas do 



4 

4 

7 

� � � M3 y los inhibidores de PDE4, son tomelukast, ibudilast, pobitukast,, hidrato de pranlukast, � 

zaf,rlukast, ritolukast, verlukast, sulukast, cinalukast, iralukast sOdico, montelukast sódico, 

� ªcido 4-[4-[3-(4-acŁtil-3-hidroxi-2-propilfenoxi)propilsulIonhljfenhl}-4-oXObutiriCo, Æcido [[5- 

[3-(4-aceth-3-hidroxi-2-propilfenoxi)propll1tio ,3,4-tiadiazol-2-Ultiolacetico, � 9-[(4-acØtil-3-. 

� hidroxi-2-n-propllfenoxi)metll]-3-(1 H-tetrazol-5-ll)-4H-pirido[1 ,2-ajpfrimidin-4-ona, sal do 
S � 

� sodio del Æcido 5-13-2-(7-cloroqumnolin-2-il)Vinlljtenhl]-8-(N, N-dimetllcarbarnoil)-4,6-

� ditiaoctànoico; sal sOdica del Æcido 3[1 -(3-[2-(7-cloroquinolin2-il)vinil]fenil1-1 -[3-

� (dimetllamino)-3oxopropilSulfanii]metilsulfanil]propiónico, S 6-(2-ciclohexiletiO-

� [1 ,3,4jtidiazolo[3,2-a]-1 ,2,3-triazolo[4,5-djpirimicfin-9(i H)-ona, Æcido 4-[6-acetil-3-[3-(4-

� acetil-3-hidroxi-2-propiffeniltio)propoxi3-2-propilfenoXi]bUtfricO, .(R)-3-metoxi-4-[1 -metil-5-[N-

� (2-rnetil-4,4,4-trifluorobutil)carbamoi1]indol-3-itm.etil}N-(2-metilfenllsutfonil)benzamida, (R)-
� 3-[2-metoxi-4-[N-(2-metilfenilsulfonhl)óarbamoil]bencil]-1  -rnetil-N-(4,4,4-trifluoro2-

� metilbutil)indol-5-carboxarn.ida, Æcido .(+)-4(S)-(4-carboxifenlltio)-7-14-(4-fenoxibutoxi)fenhlj-

S 5(Z)-hØptendico y. los � compuestos reclamados en la solicitud do patente del 

PCT/EP03/12581. �. �  

� Los ejernplo do inhibidores àdecuados de S La egir-cinasa que pueden ser combiados con 

Jos antagonistas do M3 y los inhibidores do PDE4 son paliferrnin, cetuximab, gefitinib, 

repifermin, clorhidrato do erlotinib, diclorhidrato do canertinib, lapatinib, y N-[4-(3-cloro-4-

fluorofenilamino)-3-ci.ano-7-etoxiquinolin-8-iIJ-4-(dirnetllamino)-2(E)-butenamida. S. 

Los ejemplos de inhibidores do la cinasa p38 adecuados que pueden ser combinados con 
� � los antagonistas de M3 e inhibidores do PDE4 son edisilato: do clormetiazol, 

� 
� doramapirnod, S 5-(2,.8-diclorofenil)-2-(2,4-difluorofenilsulfanhl)-6H-pirimido[3,4-b]piridazin-6- � 

� 

IS

 ona, 4-acetamido-N-(ter-butil)benzarnida, SCIO-469 (descrito en Clin Pharmacol Thor 
� 2004, 75(2): Abst P11-7 y VX-702 descrito en Circulation 2003, 108(17, SuppL 4): Abst 882. 

Los �ejemplos do antagonistas adeQuados del receptor do NK1 quo pueden ser 

� combinados con los antagonistas do M3 e inhibidores do PDE4 son besilato do 
� 

S nolpitantium, dapitarit, lanepitant, clorhidrato do vofopitant, aprepitant, eziopitant, lactona 

� C-1.7-0-3.1 do Ia 

� fenhlalanhl-alo-treonil-asparaginil-serina, N-bencil-N-metilarnida do Is lrnetilindol3-

� ilcarbonil-[4(R)-hidroxil-L-prolil-[3-(2-naftil)1-L-alanina, (+)-(2S,3S)-3-[2-rnetoxi-5-

� (trifluorornetoxi)bencilamino]-2--fenhlpiperidina, (2R,4S)-N-[i -[3,5-bis(triftuorornetil)benzoil]- S 

� 2-(4-cIorobencil)piperidin-4-il]quinolin4-carboxamida, Ia sat do bis(N-metil-D-glucamina) 

� � del Æcido � 3-[2(R)-[I (R)-[3,5-bistrifluorometir)feniljetoxi1-3(S)-4-fluorofenil)mofolin-4- 
S 

� S � 
� iImetil]-5-cxo-4,5-dihidro-1 H-i ,2,4-triazol-1 -fosfmn.!co; là sal do I -desoxi-I -(metilamino)-D-

glucitol (1:2) del Æcido [3-[2(R)-[1 (R)-[3,5-bistrifluorometii)fenilJetoxi]-3(S)-(4-fluórofenil)-4-

� morfolinhl.metil]-2,5-dihidro-5-oxo-�1 H-I ,2,4-triazol-1 -illfosfónico,  cIdrhidrato del 2(8)-6xido S 
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I 

� de Ia 1 [2-[2R)-(3,4-dicIorofenil)-4-(3,4,5-trirnetoxibenzoil)rnorfoIin-2- 

il]etiliespiro[benzo[c]tiofen-1 (31-1)-4-piperidina] y el compuesto CS-003 dØscrito en ci 

documen.to Eur Respir J 2003, 22(Suppl. 45): Abet P2664. . S 

Los compuestos activos en La combinaciOn, par ejemplo, el antagonista de M3 de la 

invenciOn, los inhibidores de PDE4 y cuasquiera otros compuestos activos opcionales 

pueden ser administradôs conjuntamente en La misma composición farmacØutica a en 

diferentes composiciones destinadas para La administración separada, simultÆnea, 

concomitantØ a secuencial mediante La misma a una diferente ruta. 

En una modaildad preferida de la invención, los compuestosactivôs en combinación son 

administrados mediante inhalaciOn a travØs de un dispositivó de distribución comün, en 

� .. donde Østos pueden ser formulados en . la misma o en diferentes .composiciones 

S farmacØuticas. . . . . �. 

En Ja modaildad mÆs preferida, el antagonista de M3 de La invenciOn .y el inhibidpr do 

� PDE4 estÆn ambos presentes en la misma composición farmacØutica. y son administrados 

mediante inhalación a travØs de un dispositivo de distribuciOn cornQn. � . . . 

� 
� En un aspecto, La invención proporciona una cômbinación coma se define en La preseæte, 

caracterizada. porque los ingredientes activos (a) .y (b) forman parte do una composiciOn 

farmacØutica simple. � . ��� 

� . La dicha oomposición farmacØutica puede ser preparada rnezclando y procesando un 

I 
.antagonista M3, un Inhibidor do PDE4 y otros aditivos y10 portadores opcionales mediante 

mØtodos conocidos parse. S S 

Los compuestos activos en la córnbinación, pot ejemplo, el antagonista do M3 do La 

� iævención, el inhibidor: do PDE4 y cualesquiera otros compuestos activos opcionales 

� 
S puedØn ser administrAdos mediante cualquier ruta adecuada, dependiendo do La 

naturaleza del trastomo que va a ser tratado, por ejemplo, oralmente .(como jarabes, 

� tabletas, cØpsulas, pastillas, preparaciones. de liberación controlada, preparaciones de 

�solución rÆpida,. pastillas, etc); tOpicarnente (coma crernas, ungUentos, lociones, rocos 

nasales o aerosoles, etc.); mediante inyección (subcutÆnea, intradØrmica, intramuscular, 
S � intravenosa, etc.) o mediante inhalación (coma un polvo seco, una solüciOr,, una 

S 

dispersion, etc.). S . . � .. S 

� S. Las formulaciones farmacØuticaspueden ser preseritadas conveniŁntemente en forma de 

� dosis unitaria Y pueden ser .preparadas mediante cualquiera do Los m.Øtodos bien � 
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La rnediciort. reproducible do la dosis as Uno de los intereses. màyores para los 

dispositivôs inhaladores de. dosis miiltiples. 

La formulaciOn en polvo ilone quo mostrar propiedades do flujo buenas y establös, debido 

. a quo el ilertado do las copas o cavidades de medición do dosis es priricipalmente bajo La 

S influencia de la fuerza.de gravedad; . . . . .. . 

Para los inhaladores de dosis simple recargadà, y do .dosis tinitarias mCiltiples, La. precision . 

y reproducibilldäd de la  mediciOn do dosis puede ser garantizada por el fabricante. Los 

S inhaladores do dosis mUltiple por una prte pueden contenØr un nUmero mucho mayor de 
� S 

dosis rnientras qua el nCmeró do manejopara aprestar una dosis Os en general mÆs bajo. 

� Debido a quo la corriŁnte do aire inspiratoria an los dispositivos de dosis mUltiples as a 

menudo directa a travØs de la cavidad de medicIÆn do la . dosis, y debido a qua Los 

� sistemas de mediciOn do dosis niasivos y rigidos de, los inhaladores de dosis mUltiples no 

pueden ser agitados por esta corriente de aire inspiratoria, (a masa do polvo simplemente 

� arrastrada desde la cavidad y as obtenida poca desaglomeración durante la descarga. 

En consecuencia, son necesarios medics do desintegraciOn separados. No bbstante, en 

S La prØctica, Østos no son siempre parte dot diseæo dot .inhalador. Debido al nUmero alto de 

dosis an Los dispositivos do dosis mUltiples, (a adhesiOn del polvo sobre las paredes 

internas do los conductos do awe y los medics de desaglomeracion, deberi ser reducidos 

� al minima y10 debe ser posible la limpieza regular de estas partos, sin afectar las dosis 

residuaLes an el dispositivo Algunos inhaladores do dosis multiples tienen recipientos do 

fØrmacos desechables qua pueden ser reemplazados despuØs de qua ha side tornado el .. S 

. niUmero prescrito do dosis (por ejemplo, WO .97/000703). Para tales inhaladores do dosis 

S 

� mUltiples semi-permanentes con recipientes do fØrmacos desechables los requŁrimientos . 

S 

para prevenirla acumulaciOn del fÆrmaco son aUn ms estrictos 

S 

Aparte do las aplicaciônes a travØs do los inhaladores .de polvo seco, las composiciones 

� � do la inveæción pueden ser administradas. an aerosoles que operan gases propelentes o 
� . � por. :medio do los denominados atomizadores, por medic de Los cuales pueden ser � S 

S rociadas las soluciones de sustancias tarmacolOgicamente activas, bajo alta presión, do 

modo qua resulta una niebla do particuLas inhalables. � La ventaja de estos atomizadores; S 

es quo el use do los gases propeLentes puŁde ser completamente omitido. � � 

S S 

Tales atomizadores son desritos, por ejemplo, an la Solicitud do Patente del POT. No, 

WO 91114468 y La Solicitud do Patente Internacional No. WO 97/12687, haclØndose Æqul 
� � � referenda a Los contenidos do las mismas. � � � � � 
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"V 
Las composiciones do roclo a aspersion para la distribuciórt tOpica at pulmOn par S 

inhalaciOn pueden ser por ejemplo formuladas como soluciones o suspensiones acuosas 

o come aerosoles distribuidos a partir do erivases presurizados tales coma un inhalador 

de dosis medida con el usa de un propelente licuada adecuado. Las composiciones en 

aerosol adecuadas para La inhalaciOn pueden ser ya sea una suspension o una soluciOn a 

tienen en general el a los ingredientes activos 
y 

un propelente adecuado tat coma un 

ftuorocarburo a clorofluorocarburo que contiene hidrOgeno, o mezclas do los mismos, 

particularmente hidrofluoroalcanos, par ejemplo, dicloradifluorometano, 

triclorofluorometano, diclorotetra-fluoroetano, especialmente 1,111 ,2-tetrafluoroetano, 

1,1,1,2,3,3, 3-heptafluoro-ri-propano a una mezcla de Los mismos. Puede ser tambiØn 

utitizado coma propelente dióxido de carbono u otro gas adecuado. La composición en 

aerosol puede estar Libre de excipientes diferentes del propelente 
y puede coritener 

opcionalmente excipientes do fom,ulación adicionales bien conocidos en la tØcnica, tales 

come surfactantes, par ejemplo, Æcido oteico a lecitina 
y 

co-solventes par ejemplo etanol. 

Las formulaciones presurizadas en general serªn conservadas en una lata de aluminia a 5 

recipiente (por ejemplo, una lets do aluminio) cerrada con una valvula (par ejemplo, una 

vÆtvula do dosificacton) 
y 

ajustada en art acconador provisto can una pieza bucal 

Los medicamentos para La administraciOn par inhalaciOn tionen deseablemente un tamaæo 

do particula corttrolado. El tamaæo do particuLa Optima para La inhalaciOn hacia el sistema ... 
� 

bronquial es usualrnente do 1-10 im, preferentemente 2-5 tim. Las partIculas quo tienen �. 

� 

.. S un tamao par arriba do 20 gm son en general demasiado grandes cuando son inhatadas 

para Ilegar a las yEas respiratorias pequeæas. Para alcanzar ostos tamaæos do particula, 

las particulas del ingredlente activo come son producidas pueden ser reducidas en 

tarnaæo par medios convencionales, par ejemplo, mediante micrortizaciOn a tØcnicas do 

� fEuido supercrltico. La fracciOn deseada puede ser separada mediante cLasificaciOn par 

afro tamizado. Preforentemente, las partIculas serÆn cristaimnas. 

El logro do una alta reproducibitidad do dosis con polvos micronizados, es dificil debido a 

su pobre capacidad do flujo y a su extrema tendencia a la aglomeraciOn. Para mejorar La 

eficiencia de las composiciones do polvo seco, Las partIculas deben ser grandes mientras 

estÆrt en el inhalador, pero pequeæas cuando sort descargadas en el tracto respiratorlo. 

Do este mode, es en general empleado un excipiente .tat coma Lactose, martitol a glucose. 

EL tameæo do particula del excipiente serÆ usualmente mucho mayor que el medicamento 

intialado dentro do Is presente invericiOn. Cuarido el excipiente es lactosa, Œste 

tipicamertte estarÆ presents coma lactosa molida, preferentemente alfa-Lactosa cristalina 

menohidratada. � � � � � �. � 

Las composiciones do aerosol presurizadas sern ileriadas en general en latas equipads 



Las foimulaciones dermicas y transdÆrmicas tipicas cornprenden un vehiculo acuoso o no 

acuoso convencional por ojemplo, una crema, unguento, locion a pasta, o estari en La 

forma do un emplasto medico, parche o membrana 

Las proporciones art las cuales (a) el tnhibtdor do PDE4 y (b) el antagoriista do los 

receptores muscarinicos M3 pueden ser utihzados do acuerdo a La lnvenc(ón, sort 

variables Las sustancias activas (a) y (b) pueden estar presentes posiblemente en La 

forma do sus solvatos o hidratos Dependiendo do la eleccion do los compuestos (a) y 

(b), Las proporciones en peso quo pueden ser utiltzadas dentro del alcance de La  presents 

invenciOn varian con base en diferentes pesos moleculares do las diversas formas 

salinas Las combinaclones farmacØuticas do acuerdo a La tnvención pueden contoner (a) 

y (b) generalmente en una proporcion en peso (b) (a) en el intervalo do -10-5 a 500:1, 

preferentemonte de 110 a 400 1 

Las proporciones en peso especificadas en seguida estÆrt basadas en el compuesto (b) 

expresado como bromuro de (3R)-1 -fenetiL-3-(9H-xantan-9carboru1oxt)-1 - 

azoniabiciclo[2 2 2]octano y Los inhibidores do PDE4, el roflumilast y cilomilast, qua- son 

particularmente preferidos do acuerdo a La tnvenctón 

Las combinaciones farmaceuticas do acuerdo a La invenclon pueden contener (a) y (b) on 

el caso del roflumilast, par ejemplo, on una proporcion en peso do (b) -.(a)-en el intervalo de 

110 a 3001, preferentemente de 1:5 a 200:1, preferentemente 1 3 a 160 1, ms 

preferentemente de 1 2 a 100 1 

Las composiciones farmaceuticas adecuadas do acuerdo a La invenctOn quo contienen las 

combinaciones do (a) y (b) son normalmente admirustradas de rnodo qua el brornuro de 

(3R)-1 -fenetil-3-(9H-xanten-9-carbonhloxt)-1 -azoniabiciclo[2 2 2]octano y of roflumilast 
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EXPR1MENTALQRT I 

EFFECTS ON ACETYLCHOLINE�INDUCED BRONCHOCONSTRicrooF(R)-.3- . . 
(9H-XANTHENE-9-CARBONYLOXY)-I -PHENETHYLI 

�1� AZONIABICYCLO[22.2JOCTANE BROMIDE (LAS35201), ROF1JJMILAST AND 
THEIR COMBINATION, ADMINISTERED BY INHALATION TO GUINEA PIGS 

MATERIAL AND METHODS 

Animals 

Male Dunkin-Hartley guinea-pigs (400-600g) were obtained from Harlan (Interfaun 
Ibenca, Sant Fehu de Codines, Spain) Animals were housed in groups of four to five, 
at 22–2°C,  humidity 40-70% with cycles of room air, (10 per hour) and under 12 hours................... 

lightldark cycle. They were fed with maintenance diet for guinea-pig, supplemented .. . 
with vitamin C (SAFEI 14, SAFE, France) and allowed to drink ad libitum. A minimum . :. 

S 
of 5 days acclimatization period was ’eft before animals were used All experiments 
were carried out with the approval of the Animal Ethical Committee 

Chemicals 

The products used in this study were obtained as follows 

Acetylcholine hydrochloride (A-5825) was obtained from SIGMA, Ketamina 
(lmalgene500) from MERIAL, Xilacine (Rompun 2%) from BAYER, acepromazine 
(Calmo Neosan) from PFIZER; LAS3520’t and roflumilast were synthesized at the �.. 
Medicinal Chemistry Department of Atmirall S.A Because test compounds were highly 
hygroscopic, they were kept under dry conditions LAS35201 and roflumilast were 
prepared daily. LAS3520I was prepared in -e- 1% HCI IN (from Panreac) in distilled 
water and roflumilast were dissolved in 309/o PEG 300 (polysthylenglycol 300, from 
Merck-Schuchardt) 2% NaOH IN (from Panreac) in distilled water (pH 10) and 
maintained into hot water. 

Animal Groups 

Animals were randornised and distributed in two groups 

I Control group Animals were administered with vehicle (1% HOt IN in ditilled water 
or 30% PEG 300, 2% NaOH IN in distilled water) by Inhalation and bronchoconstnction 
was induced by intravenous acetylcholine (Ach, 30pglkg, 

i 

v) 

2 Treated groups Animals were administered with test compounds by inhIat1on and 
bronchoconstriction was induced by intravenous ACh, 1 hour after exposure 

Method 

Guinea pigs were placed in a methacrylate box (17x17x25 cm) during a tLrIod of 10 
min. At the beginning of this period and 5 minlater a 1- minof vehicle or compound 
nebulization was performed by means of an ultrasonic nebuhzer (Devflbmss Ultraneb 
2000, Somerset, PA, USA) This nebulization was driven by a mixture of 5%CO2, 
21%02, 74%N2 at a flow of 3L/minute Aerosols were generated from aqueous 
solutions, using the selected concentration of each compound (0 3jig/rnl lbr LAS35201 
and 30pg/ml for roflumilast) 
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For the inhaled administration Of the combination therapy, roflumilast was nebulized 
� 

during the first period of 10 minutes as aforementioned. Then, maintaining the animal 
� in the same methacrylate box; LAS35201 was administrated during the following 10 

minutes period.. 
� The evaluation of the  anti-bronchoconstrictory activity of compounds was assessed 

one hour post treatment 

� Animals were anesthetized with an intramuscular injection of kotamine (43;8 mg/Kg), 
� xylazine (35 mg/Kg) and acepromazine. (1,1 mg/Kg). If required, anesthesia was 

S extended by additional intramuscular injections of the aforementioned anesthetic 
� mixture. Trachea was cannulated with a polythene tube, 0.5011.00mm and prepared for 

recording of airway resistance (Raw) by using a. .Fleisch pneumotachograf (Fleisch. 
� Zabona, Switzerland) ’,to  monitor airflow. A PE-60 tube was inserted into the 

� oesophagus to level of thorax to measure trarisputmonary pressure. 
. Carotid artery and 

� jugular vein were cannulated for blood pressure monitoring �(Stetham P23XL, 
� 

Spectrarned, Oxnard; California, . USA) and challenge administration, respectively. 
� Transducers were connected to abridge bridge amplifier (Physiological Recorder PR800 

. 

MUMED System, Ltd; London, UK).. The intrapulmonary pressure was measured with a 
side connection to the cannulated trachea. Airway resistance (Raw) was calculated as 
the luotient. of The changes in. flow and pressure between isovolumetric points .on 
inspiration and expiration. These variations in flow, intrapulmonary pressure and blood 
pressure were registered with Lfr. Record Vers.7.1 USB software (Mumed Systems Ltd 
London, UK). During the experiment animals were artificially ventilated With a small 
rodent ventilator (Ugo Basile, Biological Research Apparatus, Comerio - Varese, Italy) 
at a rate of 60 strokes min-1

 and a tidal volume of 10 ml Kg1. Temperature was 
maintained at 37°C by a homeothermic blanket.  

Data analysis  

The inhibition effect was determined for a specific treatment, at 1 hour post-exposure 
� S S .5 

5 

�� 
time. Ech animal of treated groups was referred to the mean response of its 

� . . corresponding vehicle group. Percentages of bronchoconstrictory inhibition were 
calculated as an average of 4-10 animals for each group. � 

RESULTS . . . . . 

Aclidinium bromide administered simultaneously with rofumilast by nebulization results 
� . in a synergistic inhibition of Ach-induced brorichoconstrictiOn in guinea pigs. 
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EXPERMENTALREPORt2 

EFFECTS ON ACETYLOHOLINE�INDUCED BRONCHOCONSTRICTION OF 
� T1OTROP1UM AND ITS COMBINATION WITH ROFLUMILAST IN GUINEA PIGS. 

MATERIAL AND METHODS S 

� Animals S 

Male Dunkin-Hartley guinea-pigs. (400-600g) were obtained from Harlan (lntei-fauna 
� tbØrica, Sant FeJiu de Codines, Spain). Animals were housed in groups of four to five, 

� 

at 22*2°C, humidity 40-70% With cycles of room air (10 per hour) and under 12 hours 
light/dark cycle. They were fed with maintenance diet for guinea-pig, supplemented 
with vitamin .0 (SAFEII4, SAFE, France) and allowed to drink ad libitum. A minimum 

� of 5 days acclimatization period was left before animals were used. All experiments 
were carried out with the approval of The Animal Ethical Committee. S 

� 

S Chemicals S 

� 

The products used in this study were obtained as follows-

ollowsAcetyicholine.
 Acetylcholine hydrochloride (A862). was: obtained from SIGMA; Ketamine 

� (imaIgne500) from MERIAL; Xilacine (Rompun 2%) from BAYER; acepromazina 
� 

(Calmo Neosan) from PFIZER; tiotropium (LAS33693) and roflurnilast (LAS38841) 
were synthesized at the Medicinal Chemistry Department of Almirall S.A. Because test 

� compounds were highly hygroscopic, they were kept under dry conditions. Tiotropium 
was dissolved in distilled water, whereas roflumilast was dissolved in 1% NaOH IN 

� S (from Panreac) distilled water. Both compounds were prepared daily. 

Animal Groups S S S 

� Animals were randomised and distributed in two groups:. 

1. Control groups Animals were administered with vehicle (1%: NaOH IN in distilled 
. watery by inhalation and bronchoconstriction was induced by intravenous acetylcholine 

� 

(Ach, 30ig/kg, Lv.). � . .. . 

2. Treated group: Animals were administered with test compounds by inhalation and 
� . . bronchoconstriction was Induced by intravenous ACh, f hour after exposure. S 

� � Method. . . � 

Guinea pigs were placed in a methacrylate box (17x17x25 cm) during a period of 10 
� mm. At the beginning of this period and 5 rinin later a I min of vehicle or. compound 

� nebulization was performed by means of an ultrasonic nebufizer (Devilbiss Ultraneb 
2000, Somerset, PA, USA). This nebulization was driven by .a mixture of 5%CO2, 

� 

21%02, 74%N2 at a flow of 3Uminute. Aerosols were generated from aqueous 
� . solutions, using the selected concentration of each compound (1.j.g/ml for tiotropium 

� and. 30pg/ml.for roflumilast). : . � � � . 
For the inhaled administration of the combination therapy, roflumilast was nebulized 

� � during the first period of 10 minutes as aforementioned. Then, maintaining the. animal 
� 

S in the same methacrylate box, tiotro plum was administrated during the following 10 
� . . minutes period. � . . . S � 
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The evaluation of the anti-bronchoconstrictory activity of compounds was assessed. 
one hour post treatment. S 

Animals were anesthetized with an intramuscular injection of ketamine (43,8 mg/Kg), 
xylazine.. (35 mg/Kg) and acepromazine (1,1 mg/Kg). If required, anesthesia was 
extended by additional intramuscular injections of the aforementioned anesthetic 
mixture.. Trachea was cannulated with a.pOlytheae tube, 0.50/1.00mm and prepared for 
recording of airway resistance (Raw) by using a Fleich pneurndtàchograf (Fleisch, 

� . Zaborta, Switzerland) to monitor airflow. A PE-60 tube was inserted into the ..  . 
oesophagus to level of thorax to measure transpulmonary pressure. Carotid artery and 
jugular vein were cannulated for blood pressure monitoring. (Stetham P23XL, 
Spectramed, Oxnard, California, USA) and challenge administrations respectively 
Transducers were connected to a bridge amplifier (Physiological Recorder PR800 

� MUMED System, Ltd, London, UK). The intrapulmonary pressure was measured with a 
side connection to the cannulated trachea Airway resistance (Raw) was calculated as 
the quotient of the changes in flow and pressure between isovolumetrlc points on 

� 

S inspiration and expiration These variations in flow, intrapulmonary pressure and blood. 
pressure were registered with Lfr Record Vers.7.1 USB software (Mumed Systems Ltd., 
London, UK). During the experiment animals were artificially ventilated with a snia!! . . 
rodent ventilator (Ugo Basile, Biological Research Apparatus, Comerlo -Varese, Italy) 
at a rate of 60 strokes min1 and a tidal volume of 10 ml Kg-1. Temperature was 
maintained..  at 37°C by a homeothermic blanket.  

Data analysis . . . . . . .. . 

The inhibition effect was determined for a specific treatment, . at 1 hour post-exposure 
time. Each animal of treated groups was referred to. the mean response of its 

� corresponding vehicle group. Percentages of bronchoconstrictory inhibition were 
S 

calculated as an average of 4-8 animals for each group.  

S RESULTS  

The administration by nebulization. of a. combination of tiotropium and roflurnilast . S 

produces an inhibitIon of ACh�induced bronchoconstriction in guinea pigs, which is not 
S larger than the Inhibition produced by.tiotroplum alone. . . . . . . . 

.5 

. . . . 
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S EXPERIMENTAL BEPORT 3- S 

EFFECT$ ON ACETYLCHOLINE.-INDUCED BRONCHOCOWSTRICTJON OF (R)-3- 
(9H-XANTHENE-9-CARBONYLOXY)-1-PHENEThYL-1 

� 

AZONIABICYCLO(2.2.2IOCTANE BROMIDE (LAS35201), OG.LEMILAST AND THEIR 
� COMBINATION . . . . . . S 

Dose Inhibition effect Compound - n 
(mean SEM) 

� �LAS35201 8 
� 0.3 11–13 -K � � 

(. � 
Oglemilast 30 -4–18 

� 

-__8 
/ 

LAS3520I+: 
7. 

�?��� + 8- 
� � 

C. � � Oglernilast30 

S S 

1E I 24 

� � LAS35201. Oglemilast  1,AS35201 + 0gIem1Ia 
� 

S. � S� - 

-- - S - - -� -- - � -- _________ � - - � 
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