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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica que comprende un inhibidor de renina, un bloqueador del canal de calcio y un diurético

El sistema angiotensina renina (RAS) es un sistema hormonal complejo comprendido de un precursor de alto peso
molecular, angiotensinégeno, dos enzimas de procesamiento, enzima de conversion angiotensina y renina (ACE), y
el mediador vasoactivo de angiotensina Il (Ang Il) (J. Cardiovasc. Pharmacol., 15 (Supp B) (1990) p. S1-S5). La
enzima renina cataliza la division del angiotensinégeno en el decapéptido angiotensina I, que tiene minima actividad
bioldgica por si misma y se convierte en el octapéptido activo Ang Il por ACE. El Ang Il tiene multiples acciones
biolégicas en el sistema cardiovascular, que incluye vasoconstriccion, activacion del sistema nervioso simpatico,
estimulacion de la produccion de aldosterona, antinatriuresis, estimulacién del crecimiento vascular (es decir,
estimulacion de la proliferacion de células de musculo liso y la sedimentacién del exceso de material de matriz
extracelular en la pared vascular), y estimulaciéon del crecimiento cardiaco. ElI Ang Il funciona como una hormona
vasotensora y esta involucrada en la patofisiologia de diversas formas de hipertension.

Los efectos vasoconstrictores de la angiotensina Il se producen debido a su accién en las células del musculo liso no
estriadas, a la estimulacion de la formacién de las hormonas adrenérgicas, epinefrina y norepinefrina, asi como
también al aumento de la actividad del sistema nervioso simpatico como resultado de la formacién de norepinefrina.
La angiotensina Il también tiene una influencia sobre el balance de electrolitos, produce por ejemplo efectos
antinatriuréticos y antidiuréticos en el rifidn y promueve por lo tanto la liberacion, de una parte, el péptido
vasopresina de la glandula pituitaria y, por otra parte, de aldosterona de glomerulosa suprarrenal. Todas estas
influencias tienen una funcién importante en la regulacion de la presién sanguinea, en el aumento del volumen de
circulacion y la resistencia periférica. La angiotensina Il también esta involucrada en el crecimiento celular y en la
formacion de matriz extracelular.

La angiotensina Il interactia con receptores especificos sobre la superficie de la célula objetivo. Ha sido posible
identificar subtipos de receptor que se denominan por ejemplo receptores AT1- y AT 2. En tiempos recientes se han
hecho grandes esfuerzos para identificar sustancias que se unan al receptor AT1. Tales ingredientes activos se
denominan frecuentemente antagonistas de angiotensina Il. Debido a la inhibicidon del receptor AT1 se pueden
utilizar tales antagonistas por ejemplo como antihipertensivos o para el tratamiento de falla cardiaca congestiva,
entre otras indicaciones. Por lo tanto se entiende que los antagonistas de angiotensina Il son aquellos ingredientes
activos que unen al subtipo del receptor AT1.

Los inhibidores del sistema angiotensina renina son farmacos bien conocidos que disminuyen la presién sanguinea y
ejercen acciones beneficiosas en la hipertension y en la falla cardiaca congestiva como se describe, por ejemplo, en
N. Eng. J. Med. 316, 23 (1987) p. 1429-1435. Se conoce un gran numero de inhibidores de péptido y no péptido del
sistema de angiotensina renina, los mas estudiados son los inhibidores ACE, que incluyen los farmacos captopril,
enalapril, lisinopril, benazepril y espirapril. Aunque un modo principal de accién de los inhibidores ACE implica la
prevencion de la formacion del péptido vasoconstrictor Ang Il, se ha reportado en Hypertension, 16, 4 (1990) p. 363-
370 que el ACE divide una variedad de sustratos de péptido, que incluyen los péptidos vasoactivos bradikinina y la
sustancia P. Se ha demostrado la prevencion de la degradacién de bradikinina mediante los inhibidores ACE, y se
ha reportado la actividad de los inhibidores ACE en algunas afecciones en Circ. Res., 66, 1 (1990) p. 242-248 que
van a ser mediados por la elevacién de los niveles de bradikinina a diferencia de la inhibicion de la formacion de Ang
Il. Por consiguiente, no se puede presumir que el efecto de un inhibidor ACE se deba unicamente a la prevencion de
la formacion de angiotensina y la inhibicion posterior del sistema de angiotensina renina.

Ademas de inhibir la conversién de angiotensina | a angiotensina Il, o bloquear el receptor AT1, se puede detener el
RAS al inicio de esta ruta. Esta etapa inicial (es decir, la conversién de angiotensindgeno a angiotensina 1) esta
mediada por renina y se puede inhibir mediante los inhibidores de renina (RI). Los inhibidores de renina cierran
completamente la formacién de angiotensina Il debido a que actdan en la etapa de limitaciéon del indice en la
cascada. Debido al bloqueo virtualmente completo de la formacion de angiotensina Il con RI, se puede demostrar
que estos agentes tienen eficacia mejorada sobre los inhibidores ACE o los bloqueadores del receptor AT1.
Adicionalmente, debido a su alto grado de especificidad, los Rl se asocian con menos efectos colaterales que los
inhibidores ACE. Uno de tal Rl es alisquireno. Otros son detiquireno, terlaquireno, y zanquireno.

El alisquireno tiene la siguiente formula quimica (1):
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El inhibidor de renina de la formula (1), quimicamente definido como 2(S),4(S),5(S),7(S)-N-(3-amino-2,2-dimetil-3-
oxopropil)-  2,7-di(1-metiletil)-4-hidroxi-5-amino-8-[4-metoxi-3-(3-metoxi-propoxi)fenil]-octanamida, se describe
especificamente en la EP 678503 A. Se prefiere especialmente la sal de hemi-fumarato del mismo.

Una desventaja en el tratamiento de hipertension y enfermedades y afecciones relacionadas con estas es que la
monoterapia frecuentemente estimula los reflejos compensatorios que contrarrestan la reduccién inducida
farmacolégicamente en la presion sanguinea. Esta compensacion tiende a obstaculizar exitosamente la disminucion
de la presién sanguinea. Por lo tanto es deseable desarrollar medios de tratamiento adicionales para esta aplicacion.

La presente invencion se relaciona con una composicidon farmacéutica que comprende (i) el inhibidor de renina
alisquireno, (ii) el bloqueador del canal de calcio (CCB) amlodipina y (iii) la hidroclorotiazida diurética, o, segun sea
apropiado, en cada caso una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, especialmente para el tratamiento de
una enfermedad o afecciéon como se establece aqui.

La invencion de forma similar se relaciona con el uso de (i) el inhibidor de renina alisquireno, (ii) el bloqueador del
canal de calcio (CCB) amlodipina vy (iii) la hidroclorotiazida diurética, o, segun sea apropiado, en cada caso una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos, para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una
enfermedad o afeccién como se establece aqui.

La invencidon de forma similar describe el tratamiento de una enfermedad o afeccion como se establece aqui que
comprende administrar a un animal, que incluye un hombre una cantidad terapéuticamente efectiva de (i) el inhibidor
de renina alisquireno, (ii) el bloqueador del canal de calcio (CCB) amlodipina, y (iii) la hidroclorotiazida diurética, o,
segun sea apropiado, en cada caso una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos. La presente invencién
adicionalmente se relaciona con un equipo de partes que comprende (i) una composicion farmacéutica del inhibidor
de renina alisquireno o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, (ii) una composicién farmacéutica del
bloqueador del canal de calcio (CCB) amlodipina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, y (iii) una
composicion farmacéutica de la hidroclorotiazida diurética, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en
la forma de dos o tres unidades separadas de los componentes (i) a (iii).

En cada caso segun sea apropiado, por ejemplo si los compuestos no estd presentes como una sal
farmacéuticamente aceptable per se como en el caso de hidroclorotiazida, estos compuestos también incluyen sus
sales farmacéuticamente aceptables.

La estructura de los agentes activos identificados mediante nombres comerciales o genéricos se puede tomar de la
edicion actual del compendio estandar "The Merck Index" o de las bases de datos, por ejemplo las Patentes
Internacionales de LifeCycle (por ejemplo IMS World Publications). Cualquier persona experta en la técnica es
completamente capaz de identificar los agentes activos y, con base en estas referencias, de forma similar capaz de
fabricar y probar las indicaciones y propiedades farmacéuticas en los modelos de prueba estandar, in vitro e in vivo.

La presente invencion se relaciona adicionalmente con la composicion farmacéutica anterior para el tratamiento de
falla cardiaca tal como falla cardiaca congestiva (aguda y crénica), disfuncion ventricular izquierda y cardiomiopatia
hipertréfica, miopatia cardiaca diabética, arritmias supraventricular y ventricular, fibrilacién auricular, fluter auricular o
remodelamiento vascular perjudicial. Se puede mostrar adicionalmente que la terapia de combinacion con la
combinacion de la invencién y en particular con alisquireno, especialmente la sal hemi-fumarato de la misma,
amlodipina, especialmente el maleato o mas preferiblemente el besilato de la misma, e hidroclortiazida (HCTZ)
prueban ser benéficos en el tratamiento y prevencion de infarto del miocardio y sus secuelas. Tal terapia de
combinacién también es util en el tratamiento de aterosclerosis, angina (si es estable o unestable), e insuficiencia
renal (diabética o no diabética). Adicionalmente, tal terapia de combinacién puede mejorar la disfuncion endotelial,
proporcionando por lo tanto beneficio en las enfermedades en las que se interrumpe la funciéon endotelial normal tal
como falla cardiaca, angina de pecho y diabetes. Adicionalmente, se puede utilizar la combinacién de la presente
invencion para el tratamiento o prevenciéon de aldosteronismo secundario, hipertension pulmonar primaria y
secundaria, afecciones de falla renal, tal como nefropatia diabética, glomerulonefritis (que incluye nefropatia I1gA),
fibrosis renal, escleroderma, esclerosis glomerular, proteinuria de enfermedad renal, y también hipertensién vascular
renal, retinopatia diabética, el manejo de otros trastornos vasculares, tal como migrafia, enfermedad vascular
periférica, enfermedad de Raynaud, hiperplasia luminal, disfuncion cognitiva (tal como Alzheimer), glaucoma y
apoplejia, fibrosis hepatica y pulmonar, enfermedades fibréticas que resultan de la acumulacion de exceso de matriz
extracelular inducida por TGF-B y enfermedades proliferativas de células de musculo liso (tal como fibroides
uterinos).

La presente invencion adicionalmente describe el tratamiento de una afeccién o enfermedad seleccionada del grupo
que consiste de hipertension, falla cardiaca tal como falla cardiaca congestiva (aguda y crénica), disfuncion del
ventriculo izquierdo y cardiomiopatia hipertrofica, miopatia cardiaca diabética, arritmias supraventricular y ventricular,
fibrilacion auricular, flater auricular, remodelamiento vascular perjudicial, infarto del miocardio y sus secuelas,
aterosclerosis, angina (si es estable o inestable), insuficiencia renal (diabética y no diabética), falla cardiaca, angina
de pecho, diabetes, aldosteronismo secundario, hipertension pulmonar primaria y secundaria, afecciones de falla
renal, tal como nefropatia diabética, glomerulonefritis (que incluye nefropatia IgA), fibrosis renal, escleroderma,
esclerosis glomerular, proteinuria de enfermedad renal, y también hipertension vascular renal, retinopatia diabética,
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el manejo de otros trastornos vasculares, tal como migrafa, enfermedad vascular periférica, enfermedad de
Raynaud, hiperplasia luminal, disfunciéon cognitiva (tal como Alzheimer), glaucoma y apoplejia, fibrosis hepatica y
pulmonar, enfermedades fibréticas que resultan de la acumulacion de exceso de matriz extracelular inducida por
TGF, y enfermedades proliferativas de células de musculo liso, que incluye fibroides uterinos que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de una combinacién de (i) un Inhibidor de renina, (ii) un CCB, y
(iii) un diurético, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos y un portador farmacéuticamente aceptable a
un mamifero en necesidad de tal tratamiento. Preferiblemente, el inhibidor de renina es alisquireno, el CCB es
amlodipina, y el diurético es HCTZ.

La invencion de forma similar se relaciona con el uso de una combinacion de (i) el inhibidor de renina alisquireno, (ii)
el CCB amlodipina. y (iii) la hidroclorotiazida diurética, o sales farmacéuticamente aceptables para el tratamiento de
una enfermedad o afecciéon como se describe aqui.

Como se utiliza a través de esta especificacion y en las reivindicaciones, el término "tratamiento" abarca todas las
diferentes formas o modos de tratamiento como se conoce por aquellos expertos de la técnica pertinente y en
particular incluye tratamiento preventivo, curativo y paliativo.

Los diuréticos que activan el RAS, hacen asi mas efectiva la inhibicion de RAS mediante el inhibidor de renina (RI).
La adicion de CCB a RI, cuya actividad se potencia mediante el diurético, disminuira por ejemplo la presion
sanguinea mediante un mecanismo separado de RAS. Se ha mostrado que el CCB es renoprotector por lo menos
en parte a través de (i) la inhibicion de la expresion glomerular de la actina de célula de musculo liso alfa y beta TGF
(Nephron 2000 Nov; 86(3):315-26) v (ii) ejercer actividad inhibidora del crecimiento por medio de la inhibicidn de las
multiples rutas de sefal celular (J Hypertens 2002 Jan;20 (1):95-102).

De forma sorprendente se encuentra que el uso de la combinaciéon de la invencién de mecanismos divergentes
maximiza la oportunidad de evitar la activacion de los mecanismos compensatorios que regulan la presion
sanguinea que se estimulan con tratamiento anti-hipertensivo mono-terapia. Inesperadamente, el bloqueo de RAS
es mas efectivo cuando se activa el sistema. Asi, es posible lograr mayor inhibicién farmacolégica del RAS cuando
los bloqueadores de este sistema se administran simultdneamente con activadores leves del RAS. Tal activacion del
RAS se puede llevar a cabo con el bloqueador del canal de calcio y los diuréticos. Adicionalmente, cada una de
estas terapias solas es antihipertensiva. El uso de un RI en esta combinacién proporciona bloqueo completo y mas
efectivo del RAS. La ventaja inesperada de una combinacion triple vs doble es el (i) efecto potenciado de reduccién
de la presiéon sanguinea vy (ii) el efecto anti-proliferativo mas efectivo a través de las acciones combinadas de la
inhibicion de renina (potenciadas por el diurético) y CCB. Ambas actividades se traducen en proteccion de tejido
mejorada. La actividad mejorada y el beneficio sobre el combo doble resultan de una potenciacién o aun
interacciones sinérgicas entre 3 componentes. Adicionalmente, se pueden manifestar menos efectos colaterales por
la capacidad de utilizar dosis menores de los patrones que se van a combinar. Por ejemplo, las dosis de los
componentes individuales se puede reducir 2-7 veces o reducir 3-7, 4-7, 5-7 o 6-7 veces, cuando se da en
combinacién y aun alcanza actividad de disminucién de la presion sanguinea comparable en cada agente individual.
En los humanos, la superioridad o las ventajas sorprendentes de los combos triples sobre los combos dobles se
pueden demostrar por ejemplo mediante al probar los beneficios de la combinacion sobre la reduccién de la presion
sanguinea, hipertrofia de ventriculo izquierdo, proteccion renal (por ejemplo, revertir, aliviar, o retrasar el
empeoramiento de proteinuria; disminucion del indice de filtracion glomerular o depuracion de creatinina, duplicaciéon
de retraso de creatinina en suero).

La enfermedad vascular hipertensiva prolongada y no controlada finalmente conduce a una variedad de cambios
patolégicos en los dérganos objetivos tal como el corazén y el rifidn. La presencia de diabetes exacerba estos
cambios. La hipertensién sostenida puede conducir también a una ocurrencia incrementada de apoplejia. Por lo
tanto, existe una fuerte necesidad para evaluar la eficacia de la terapia antihipertensiva, un examen de los criterios
de valoracion cardiovasculares adicionales, mas alla de los de reduccién de la presién sanguinea, para obtener una
mayor comprension de los beneficios del tratamiento combinado. La naturaleza de las enfermedades vasculares
hipertensivas es multifactorial. Bajo ciertas circunstancias, se han combinado farmacos con diferentes mecanismos
de accién. Sin embargo, simplemente utilizar cualquier combinacion de farmacos que tengan diferentes modos de
accion no conduce necesariamente a combinaciones con efectos ventajosos.

La potenciacion es el mejoramiento del efecto biolégico de un agente por otro agente para producir un efecto aditivo
0 mas de un efecto biolégico aditivo, comparado con los efectos de los agentes individuales, mientras que la sinergia
es el mejoramiento del efecto bioldgico de un agente mediante otro agente para producir un efecto biolégico que es
mayor que el predicho al agregar los efectos de los componentes individuales.

La presente invencion se relaciona con una composicion farmacéutica que comprende (i) alisquireno, (ii) amlodipina,
y (iii) hidroclorotiazida (HCTZ) o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

La presente invencidon se puede utilizar para tratar afecciones cardiacas y renales relacionadas mediante la
administracion de la composicion farmacéutica que comprende (i) alisquireno, especialmente la sal hemi-fumarato
del mismo, amlodipina, especialmente el maleato o mas preferiblemente el besilato del mismo, y HCTZ.
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Los compuestos que se van a combinar pueden estar presentes como sales farmacéuticamente aceptables. Si estos
compuestos tienen, por ejemplo, por lo menos un centro basico, pueden formar sales de adicién acida. También se
pueden formar sales de adicién acida correspondientes que tienen, si se desea, un centro basico adicionalmente
presente. Los compuestos que tienen por lo menos un grupo acido (por ejemplo COOH) también pueden formar
sales con bases. Adicionalmente se pueden formar sales internas correspondientes, si un compuesto comprende por
ejemplo un grupo carboxi y un grupo amino.

Se ha encontrado sorprendentemente que una combinaciéon de alisquireno, amlodipina, y HCTZ alcanza mayor
efecto terapéutico que la administracion de cada uno de estos agentes solos. También se puede documentar mayor
eficacia como una accién de duracion prolongada. La duraciéon de la accién se puede supervisar al momento de
regresar a los valores iniciales antes de la siguiente dosis 0 como el area bajo la curva (AUC) y se expresa como el
producto del cambio en la presién sanguinea en milimetros de mercurio (cambio en mmHg) y la duracién del efecto
(minutos, horas o dias).

Los beneficios adicionales son menores dosis de los farmacos individuales que se van a combinar de acuerdo con
la presente invencién que se pueden utilizar para reducir la dosificacién, por ejemplo, las dosificaciones no necesitan
ser solo frecuentemente mas pequefias sino que también se aplican menos frecuentemente, o se pueden utilizar
para disminuir la incidencia de los efectos colaterales. La administracion combinada de alisquireno, amlodipina, y
HCTZ o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos resulta en una respuesta significativa en un porcentaje
mayor de los pacientes tratados, es decir, un indice de respuesta mayor que resulta, independiente de la etiologia
subyacente de la afeccidn. Esto de acuerdo con los requerimientos y deseos de los pacientes que se van a tratar.

Se puede mostrar que la terapia de combinacién con alisquireno, especialmente la sal hemi-fumarato del mismo,
amlodipina, especialmente el maleato o mas preferiblemente el besilato del mismo, y HCTZ resulta en una terapia
antihipertensiva mas efectiva (para hipertension maligna, esencial, reno-vascular, diabética, sistélica aislada, u otro
tipo secundario de hipertensién) a través de la eficacia mejorada asi como también un mayor indice de respuesta. La
combinacién también es util en el tratamiento o prevenciéon de falla cardiaca tal como falla cardiaca congestiva
(aguda y cronica), disfunciéon del ventriculo izquierdo y cardiomiopatia hipertréfica, miopatia cardiaca diabética,
arritmias supraventricular y ventricular, fibrilacion auricular, fliter auricular o remodelamiento vascular perjudicial. Se
puede mostrar adicionalmente que la terapia de combinacién con alisquireno, amlodipina, y HCTZ prueba ser
beneficiosa en el tratamiento y prevencion de infarto del miocardio y sus secuelas. Una terapia de combinacion con
alisquireno, amlodipina, y HCTZ también es util en el tratamiento de aterosclerosis, angina (estable o no estable), e
insuficiencia renal (diabética y no diabética). Adicionalmente, la terapia de combinacién que utiliza alisquireno,
amlodipina, y HCTZ puede mejorar la disfuncién endotelial, proporcionando por lo tanto beneficio en las
enfermedades en las que se interrumpe la funcion endotelial normal tal como falla cardiaca, angina de pecho y
diabetes. Adicionalmente, la combinacion de la presente invencion se puede utilizar para el tratamiento o prevencion
de aldosteronismo secundario, hipertensién pulmonar primaria y secundaria, afecciones de falla renal, tal como
nefropatia diabética, glomerulonefritis (que incluye nefropatia IgA), fibrosis renal, escleroderma, esclerosis
glomerular, proteinuria de enfermedad renal, y también hipertension vascular renal, retinopatia diabética, el manejo
de ofros trastornos vasculares, tal como migrafia, enfermedad vascular periférica, enfermedad de Raynaud,
hiperplasia luminal, disfuncién cognitiva (tal como Alzheimer), glaucoma y apoplejia, fibrosis hepatica y pulmonar,
enfermedades fibréticas que resultan de la acumulacion de exceso de matriz extracelular inducida por TGF-8 y
enfermedades proliferativas de células de musculo liso (tal como fibroides uterinos).

El experto en la técnica pertinente esta completamente habilitado para seleccionar un modelo de prueba relevante
para probar la eficacia de una combinacion de la presente invencion en las indicaciones terapéuticas aqui. Se llevan
a cabo estudios representativos con una combinacion de alisquireno, especialmente la sal hemi-fumarato del mismo,
amlodipina, especialmente el maleato o mas preferiblemente el besilato del mismo, y HCTZ aplicando la siguiente
metodologia.

Las ventajas de las presentes combinaciones, por ejemplo, se demuestran en un ensayo clinico o en el
procedimiento de prueba como se describe esencialmente aqui adelante. Muchos protocolos de estudios clinicos
para probar nuestras combinaciones se conocen por aquellos expertos en la técnica. Un ejemplo de un ensayo
clinico util para demostrar las ventajas inesperadas de nuestras nuevas combinaciones se describe por Nussberger
J. et al. (Hypertension 2002 Jan; 39(1): E1-8). EI mismo protocolo se desarrolla con nuestras combinaciones
preferidas tal como se describe aqui. La eficiencia del farmaco se evallua en diversos modelos de animal que
incluyen aquellos encontrados adelante, utilizando las siguientes dosificaciones aproximadas. El alisquireno se
administra en minibombas osmdéticas subcutaneamente implantadas en aproximadamente 1-200 mg/kg/dia
(monoterapia), y aproximadamente 1-75 mg/kg/dia (terapia de combinacién). La amlodipina y HCTZ se administran
oralmente en dosificaciones por debajo de 75 mg/kg/dia como mono- terapia o terapia de combinacion.

Entre los modelos de animales utilizados para evaluar la eficacia del farmaco estan los modelos de rata de sal de
acetato de desoxicorticosterona (DOCA-sal) y los modelos de rata espontaneamente hipertensas (SHR), mantenida
en una dieta de sal normal o con carga de sal (4-8% de sal en concentrado para rata o 1% de NaCl como agua
potable). El modelo de prueba de DOCA-sal utiliza un protocolo de estudio crénico o agudo. Un procedimiento de
estudio agudo implica la evaluaciéon de los efectos de diversas sustancias de prueba durante un periodo
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experimental de seis horas utilizando ratas con catéteres venosos y arteriales femorales permanentes. El
Procedimiento de Estudio Agudo evalla las sustancias de prueba por su capacidad de reducir la presion sanguinea
durante la fase establecida de hipertension de DOCA-sal. En contraste, el Procedimiento de Estudio Cronico evalua
la capacidad de las sustancias de prueba para evitar o retrasar la elevacion de la presién sanguinea durante la fase
de desarrollo de hipertension de DOCA-sal. Por lo tanto, se supervisara la presion sanguinea en el procedimiento de
estudio crénico por medio de un radiotransmisor. El radiotransmisor se implanta quirirgicamente dentro de la aorta
abdominal de las ratas, antes del inicio de tratamiento con DOCA-sal y asi, antes de la induccion de la hipertension.
La presion sanguinea se monitorea crénicamente durante periodos de hasta 6 semanas (aproximadamente una
semana antes de la administracion de DOCA-sal y durante 5 semanas después).

Las ratas se anestesian con inhalacion de 2-3% de isoflurano en oxigeno seguido por Amytal sédico (amobarbital)
100 mg/kg, ip. El nivel de anestesia se evalia mediante un patrén de respiracion ritmica constante.

Procedimiento de estudio agudo:

Las ratas experimentan nefrectomia unilateral al momento del implante de DOCA. El pelo se sujeta sobre el flanco
izquierdo y la parte trasera del cuello y se lava con hisopos de alcohol estériles y povidona/yodo. Durante la cirugia
las ratas se colocan en una almohadilla de calentamiento para mantener la temperatura corporal 37° C.

Se hace una incisiéon de 20 mm a través de la piel y el musculo subyacente para exponer el rifidn izquierdo. El rifidn
se libera del tejido circundante, se exterioriza y se atan de forma segura dos ligaduras (seda 3-0) alrededor de la
arteria renal y la vena proximal en su union con la aorta. Luego se corta la vena y la arteria renal y se retiran del
rindn. Las heridas del musculo y la piel se cierran con sutura de seda 4-0 y clips para herida en acero inoxidable,
respectivamente. Al mismo tiempo, se hace una incisién de 15 mm en la parte trasera del cuello y se implanta
subcutaneamente un glébulo de liberacion de 3 semanas (Innovative Research of America, Sarasota, Florida) que
contiene acetato de desoxicorticosterona (100 mg/kg). Luego se cierra la herida con clips en acero inoxidable y
ambas heridas se tratan con povidonal/yodo, a las ratas se les da una inyeccion intramuscular post-quirtrgica de
penicilina G procaina (100,000 U) y buprenorfina (0.05 - 0.1 mg/kg) s.c. A las ratas se les coloca inmediatamente en
1% de NaCl + 0.2% de KCI en el agua potable; este tratamiento continda durante por lo menos 3 semanas en cuyo
tiempo los animales se han vuelto hipertensos y estan disponibles para experimentacion.

Cuarenta y ocho horas antes de experimentacion, los animales se anestesian con isoflurano y se implantan
catéteres en la arteria femoral y la vena para medir la presion arterial, recoleccidon de sangre, y la administracién de
los compuestos de prueba. Las ratas se dejan recuperar durante 48 horas mientras se mantienen en una jaula de
Plexiglas, que también sirve como la camara experimental.

Procedimiento de estudio crénico:

Este procedimiento es igual que el anterior excepto que a las ratas se les implanta un radiotransmisor, 7-10 dias
antes de la nefrectomia unilateral y el inicio de DOCA y sal. Adicionalmente, las ratas no experimentan cirugia para
la colocacién de los catéteres venosos y arterofemorales. Los radiotransmisores se implantan como se describe en
M.K. Bazil, C. Krulan y R.L. Webb., Telemetric monitoring of cardiovascular parameters in conscious spontaneously
hypertensive rats, J.Cardiovasc. Pharmacol. 22: 897-905, 1993.

Los protocolos luego se configuran en el ordenador para la medicion de la presion sanguinea, indice cardiaco, etc.,
en puntos de tiempo predeterminados. Se recolectan datos de valores iniciales en diversos puntos de tiempo y
durante diversos intervalos de tiempo. Por ejemplo, los valores pre-dosis o los valores iniciales consisten usualmente
de recoleccion de datos y promedio durante 3 periodos de 24 horas, consecutivos, antes de la administraciéon del
farmaco.

La presion sanguinea, la frecuencia cardiaca y la actividad se determinan en diversos puntos de tiempo pre-
seleccionados antes, durante, y después de la administracion del farmaco. Todas las mediciones se desarrollan en
animales sin restricciones ni alteraciones. El tiempo maximo de estudio, determinado por la vida de la bateria, puede
ser de hasta nueve meses.

Adicionalmente, se utilizan SHR para estudiar los efectos de alisquireno en combinacion con amlodipina y HCTZ. El
antecedente de hipertension del SHR se modifica mediante carga cronica de sal en un esfuerzo para suprimir el
sistema de angiotensina de renina (RAS) o el agotamiento de sal crénica para activar el RAS en el SHR. Estas
manipulaciones se pueden llevar a cabo para evaluar mas extensamente la eficacia de las diversas sustancias de
prueba. Para experimentos realizados en ratas espontdneamente hipertensas (SHR), esos animales se suministran
por Taconic Farms, Germantown, New York (Tac:N(SHR)fBR). Se implanta un dispositivo radiotelemétrico (Data
Sciences International, Inc., St. Paul, Minnesota) en una aorta abdominal inferior de todos los animales de prueba
entre edades de 14 a 16 semanas. Todos los SHR se les permiten recuperar del procedimiento de implantacion
quirdrgica durante por lo menos 2 semanas antes del inicio de los experimentos. Los parametros cardiovasculares
se supervisan continuamente por medio del radiotransmisor y se transmiten a un receptor en donde la sefial
digitalizada luego se recolecta y se almacena utilizando un sistema de adquisicion de datos computarizado. La
presion sanguinea (presion arterial media, sistélica y diastdlica) y la frecuencia cardiaca se supervisan en estado de
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conciencia, de movimiento libre y SHR no interrumpido en sus jaulas. La presidén sanguinea arterial y la frecuencia
cardiaca se miden cada 10 minutos durante 10 segundos y se registran. Los datos reportados para cada rata
representan los valores medios promediados durante un periodo de 24 horas y se hacen de muestras recolectadas
hasta de 144-10 minutos cada dia. Los valores iniciales para la presidon sanguinea y la frecuencia cardiaca consisten
del promedio de tres lecturas consecutivas de 24 horas tomadas antes del inicio de los tratamientos de farmacos.
Todas las ratas se alojan individualmente en una sala con temperatura y humedad controlada y se mantienen en un
ciclo de oscuridad luz de 12 horas.

Ademas de los parametros cardiovasculares, también se registran las determinaciones semanales del peso corporal
en todas las ratas. Los tratamientos se administran en el agua potable, por medio de alimentacion forzosa oral diaria
0 en minibombas osméticas como se indicé anteriormente. Si se da en el agua potable, se mide el consumo de agua
cinco veces por semana. Las dosis de los farmacos para cada rata luego se calculan con base en el consumo de
agua para cada rata, la concentracion de la sustancia de farmaco en el agua potable, y los pesos corporales
individuales. Todas las soluciones de farmaco en el agua potable se refrescan cada tres a cuatro dias.

Luego de la terminaciéon de los estudios crénicos, las ratas de SHR o DOCA-sal se anestesian y se retira
rapidamente el corazén. Después de la separaciéon y la remocion de los apéndices auriculares, se pesan y se
registran el ventriculo izquierdo y el ventriculo derecho mas el ventriculo izquierdo (total). La masa ventricular
izquierda y la masa ventricular total luego se normalizan al peso corporal y se reportan. Todos los valores reportados
para la presidon sanguinea y la masa cardiaca representan la media del grupo + eem.

Se evaluan la funcién vascular y la estructura después de tratamiento para evaluar los efectos beneficiosos de la
combinacién. Se estudian los SHR de acuerdo con los métodos descritos por Intengan HD, Thibault G, Li JS,
Schiffrin EL, Circulation 1999, 100 (22): 2267-2275. De forma similar, la metodologia para evaluar la funcién vascular
en ratas con DOCA-sal se describe en Intengan HD, Park JB, Schiffrin, EL, Hypertension, 1999, 34 (4 Parte 2): 907-
913.

La eficacia del farmaco para inhibir la enfermedad renal diabética se evalua en diversos modelos de animal que
incluyen ratones espontaneamente diabéticos (db/db) (Ziyadeh F, Hoffman B, Han D, Iglesias-de la Cruz M, Hong S,
Isono M, Chen S, McGowan T, Sharma K. La prevencién a largo plazo de la insuficiencia renal, el exceso de
expresion de gen de matriz, y la expansion de la matriz mesangial glomerular mediante tratamiento con el anticuerpo
de factor B de crecimiento anti-transformante monoclonal en ratones diabéticos db/db. Proc Natl Acad Sci.
2000;97:8015-8020). El raton db/db es un modelo ampliamente utilizado para las lesiones glomerulares renales
vistas en diabetes no dependiente de insulina (diabetes tipo 2). Los ratones se tratan diariamente con vehiculo,
monoterapia o terapia de combinacion. Cada 2 semanas a lo largo del estudio se recolecta la orina para medir la
excrecién de albumina urinaria. Al final del experimento se recolecta la sangre para determinar los niveles de
creatinina en plasma. Los rifiones se preservan in situ mediante fijacion por perfusién, se retiran y se evallua la
patologia renal cuantitativamente mediante microscopia de luz y analisis de imagen. La eficacia del farmaco se
define mediante la reduccién (vs controles de vehiculo) de (i) excrecidon de albdumina urinaria, (ii) creatinina en
plasma, y mediante (iii) la inhibicién de la glomerulosclerosis renal.

La eficacia del farmaco para inhibir la fibrosis renal se evalta en diversos modelos de animal que incluyen el modelo
de obstruccion de la uretra unilateral en ratas (Ishidoya, S; Morrissey, J; McCracken, R; Reyes, A; Klahr, S.
Angiotensin Il receptor antagonist ameliorates renal tubulointerstitial fibrosis caused by unilateral ureteral obstruction.
Kid Int. 47:1285-1294, 1995). Este modelo implica ligar un uréter, lo que resulta en fibrosis renal luego de 5 dias en
el rifidn drenado por ese uréter. Se evalua la eficacia del farmaco al cuantificar con microscopia de luz y analisis de
imagen, el grado de fibrosis renal entre los grupos tratados. Los inhibidores ACE y los bloqueadores del receptor
AT1 inhiben la fibrosis renal en este modelo (Klar, S; Ishidoya, S; Morrissey, J. Role of angiotensin Il in the
tubulointerstitial fibrosis of obstructive nephropathy. Amer J Kid Dis. 26:141-146, 1995). Por lo tanto se puede
demostrar que la terapia de combinacion con alisquireno, amlodipina, y HCTZ proporciona proteccion incrementada
VS monoterapia.

Una cantidad terapéuticamente efectiva de cada uno de los componentes de la combinacién de la presente
invencién se puede administrar separadamente, simultdneamente o secuencialmente y en cualquier orden. La forma
de dosis unitaria también puede ser una combinacion fija.

El ingrediente activo correspondiente o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo también se puede utilizar en
forma de un hidrato o incluye otros solventes utilizados para cristalizacion.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién se pueden preparar en una forma conocida per se y
son aquellas adecuadas para administracién entérica, tal como oral o rectal, y parenteral a los mamiferos (animales
de sangre caliente), que incluye hombres, que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto
farmacolégicamente activo, sola o en combinaciéon con uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables,
especialmente adecuados para aplicacion entérica o parenteral. Las formulaciones orales tipicas incluyen
comprimidos, capsulas, jarabes, elixires y suspensiones. Las formulaciones inyectables tipicas incluyen soluciones y
suspensiones.
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La invencion también se relaciona con la combinacién de las composiciones farmacéuticas separadas en forma de
equipo. Es decir un equipo que combina dos o tres unidades separadas, por ejemplo una composicion farmacéutica
alisquireno, una composicion farmacéutica amlodipina, y una composicion farmacéutica HCTZ, o en el caso de dos
unidades separadas un equipo combina una composicion farmacéutica de dos de los agentes activos y una
composicion farmacéutica del ingrediente activo restante. La forma de equipo es particularmente ventajosa cuando
los componentes separados se pueden administrar en diferentes formas de dosificacion (por ejemplo formulacion
parenteral alisquireno y amlodipina oral y las formulaciones HCTZ) o se administran en diferentes intervalos de
dosificacion.

En una realizacién preferida, el producto (comercial) es un paquete comercial que comprende como ingredientes
activos la combinacion de acuerdo con la presente invencion (en la forma de dos o tres unidades separadas de los
componentes (i) a (iii)), junto con instrucciones para su uso simultaneo, separado o secuencial, o cualquier
combinacion de los mismos, en el retraso de la progresion o el tratamiento de las enfermedades mencionadas aqui.

Estas preparaciones farmacéuticas son para administracion entérica, tal como oral, y también rectal o parenteral, a
homeotermos, con las preparaciones que comprenden el compuesto farmacolégicamente activo solo o junto con las
sustancias auxiliares farmacéuticas habituales. Por ejemplo, las preparaciones farmacéuticas consisten de
aproximadamente 0.1 % a 90 %, preferiblemente de aproximadamente 1 % a aproximadamente 80 %, de los
compuestos activos. Las preparaciones farmacéuticas para administracion entérica o parenteral estan, por ejemplo,
en formas de dosis unitarias, tal como comprimidos recubiertos, comprimidos, capsulas o supositorios y también
ampollas. Estos se preparan en una forma que se conoce per se, por ejemplo utilizando procesos de mezcla
convencional, granulacién, recubrimiento, solubilizacién o liofilizacion. Asi, las preparaciones farmacéuticas para uso
oral se pueden obtener al combinar los compuestos activos con excipientes solidos, si se desea granular una mezcla
que se ha obtenido, y, si se requiere o si es necesario, procesar la mezcla o el granulado en comprimidos o nucleos
de comprimido recubiertos después de haber agregado sustancias auxiliares adecuadas.

La dosificacién del compuesto activo puede depender de una variedad de factores, tal como el modo de
administracion, especies homeotérmicas, edad y/o afeccién individual.

Las dosificaciones preferidas para los ingredientes activos de la combinacion farmacéutica de acuerdo con la
presente invencion son dosificaciones terapéuticamente efectivas, especialmente aquellas que estan disponibles
comercialmente.

Alisquireno se suministra en una forma unitaria de dosificaciéon adecuada, por ejemplo, una capsula o comprimido, y
que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva, por ejemplo de aproximadamente 1 a aproximadamente
1,000 mg, preferiblemente de aproximadamente 150 a aproximadamente 500 mg, de alisquireno que se puede
aplicar a los pacientes. Preferiblemente, se aplica alisquireno una vez al dia.

En el caso amlodipina, las formas unitarias de dosificacion preferidas son, por ejemplo, comprimidos o capsulas que
comprenden por ejemplo de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 40 mg, preferiblemente 2.5 a 20 mg
diariamente cuando se administra oralmente. En el caso de HCTZ, las formas unitarias de dosificacion preferidas
son, por ejemplo, comprimidos o capsulas que comprenden por ejemplo de aproximadamente 5 mg a
aproximadamente 200 mg, preferiblemente de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 25 mg, administradas
oralmente una vez al dia. Las dosis anteriores abarcan una cantidad terapéuticamente efectiva de los ingredientes
activos de la presente invencion.

Un ejemplo de una composicion preferida comprende una cantidad de Alisquireno entre 140 y 220 mg por ejemplo
160 mg, una cantidad de amlodipina entre 2 y 12 mg (por ejemplo 2.5 0 5 0 10 mg) y una cantidad de HCTZ entre 5
y 30 mg, preferiblemente entre 5y 15 (por ejemplo 12.5 0 6.25 mg).

Otro ejemplo de una composicion preferida comprende una cantidad de Alisquireno entre 350 y 550 mg por ejemplo
450 mg, una cantidad de amlodipina entre 2 y 12 mg (por ejemplo 2.5 0 5 0 10 mg) y una cantidad de HCTZ entre 5
y 30 mg preferiblemente entre 10 y 30 (por ejemplo 12.5 mg o 25 mg).

Otro ejemplo de una composicién preferida comprende una cantidad de Alisquireno entre 550 y 700 mg por ejemplo
640 mg, una cantidad de amlodipina entre 2 y 12 mg (por ejemplo 2.5 0 5 0 10 mg) y una cantidad de HCTZ entre 5
y 30 mg preferiblemente entre 10 y 30 (por ejemplo 12.5 mg o 25 mg).
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion farmacéutica que comprende
(i) alisquireno,
(i) amlodipina, y
(iii) hidroclorotiazida
0, cuando sea apropiado, en cada caso una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

2. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1 que contiene alisquireno en una cantidad en el
rango de 1 a 1,000 mg, amlodipina en una cantidad en el rango de 1 a 40 mg, y hidroclorotiazida en una cantidad en
el rango de 5 a 200 mg.

3. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 2 que contiene alisquireno en una cantidad en el
rango de 140 a 550 mg, amlodipina en una cantidad en el rango de 2 a 12 mg, y hidroclorotiazida en una cantidad en
el rango de 5 a 30 mg.

4. Una combinacién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para uso en el tratamiento de una
afeccién o enfermedad seleccionada del grupo que consiste de hipertension, falla cardiaca tal como falla cardiaca
congestiva (aguda y crénica), disfuncidon del ventriculo izquierdo y cardiomiopatia hipertréfica, miopatia cardiaca
diabética, arritmias supraventricular y ventricular, fibrilacion auricular, fliter auricular, remodelamiento vascular
perjudicial, infarto del miocardio y sus secuelas, aterosclerosis, angina (si es estable o inestable), insuficiencia renal
(diabética y no diabética), falla cardiaca, angina de pecho, diabetes, aldosteronismo secundario, hipertension
pulmonar primaria y secundaria, hipertensiéon pulmonar primaria y secundaria, tal como nefropatia diabética,
glomerulonefritis (que incluye nefropatia IgA), fibrosis renal, escleroderma, esclerosis glomerular, proteinuria de
enfermedad renal, y también hipertension vascular renal, retinopatia diabética, el manejo de otros trastornos
vasculares, tal como migrafia, enfermedad vascular periférica, enfermedad de Raynaud, hiperplasia luminal,
disfuncion cognitiva (tal como Alzheimer), glaucoma y apoplejia, fibrosis hepatica y pulmonar, enfermedades
fibroticas que resultan de la acumulacion de exceso de matriz extracelular inducida por TGF, y enfermedades
proliferativas de células de musculo liso, que incluye fibroides uterinos.

5. El uso de una combinacién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de una afeccion o enfermedad seleccionada del grupo que consiste de
hipertension, falla cardiaca tal como falla cardiaca congestiva (aguda y crénica), disfuncion del ventriculo izquierdo y
cardiomiopatia hipertrofica, miopatia cardiaca diabética, arritmias supraventricular y ventricular, fibrilacién auricular,
fliter auricular, remodelamiento vascular perjudicial, infarto del miocardio y sus secuelas, aterosclerosis, angina (si
es estable o inestable), insuficiencia renal (diabética y no diabética), falla cardiaca, angina de pecho, diabetes,
aldosteronismo secundario, hipertensién pulmonar primaria y secundaria, afecciones de falla renal, tal como
nefropatia diabética, glomerulonefritis (que incluye nefropatia IgA), fibrosis renal, escleroderma, esclerosis
glomerular, proteinuria de enfermedad renal, y también hipertension vascular renal, retinopatia diabética, el manejo
de otros trastornos vasculares, tal como migrafa, enfermedad vascular periférica, enfermedad de Raynaud,
hiperplasia luminal, disfuncién cognitiva (tal como Alzheimer), glaucoma y apoplejia, fibrosis hepatica y pulmonar,
enfermedades fibroticas que resultan de la acumulacién de exceso de matriz extracelular inducida por TGF, y
enfermedades proliferativas de células de musculo liso, que incluye fibroides uterinos.

6. Un paquete comercial que comprende

(i) alisquireno o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

(ii) amlodipina o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y

(iii) hidroclorotiazida, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

en la forma de dos o tres unidades separadas de los componentes (i) a (iii), junto con instrucciones para uso
simultaneo, separado o secuencial de la misma en el retraso de la progresion o el tratamiento de una afeccién o
enfermedad seleccionada del grupo que consiste de hipertension, falla cardiaca tal como falla cardiaca congestiva
(aguda y croénica), disfunciéon del ventriculo izquierdo y cardiomiopatia hipertréfica, miopatia cardiaca diabética,
arritmias supraventricular y ventricular, fibrilacion auricular, fliter auricular, remodelamiento vascular perjudicial,
infarto del miocardio y sus secuelas, aterosclerosis, angina (si es estable o inestable), insuficiencia renal (diabética y
no diabética), falla cardiaca, angina de pecho, diabetes, aldosteronismo secundario, hipertension pulmonar primaria
y secundaria, afecciones de falla renal, tal como nefropatia diabética, glomerulonefritis (que incluye nefropatia IgA),
fibrosis renal, escleroderma, esclerosis glomerular, proteinuria de enfermedad renal, y también hipertensién vascular
renal, retinopatia diabética, el manejo de otros trastornos vasculares, tal como migrafia, enfermedad vascular
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periférica, enfermedad de Raynaud, hiperplasia luminal, disfuncion cognitiva (tal como Alzheimer), glaucoma y
apoplejia, fibrosis hepatica y pulmonar, enfermedades fibréticas que resultan de la acumulacion de exceso de matriz
extracelular inducida por TGF, y enfermedades proliferativas de células de musculo liso, que incluye fibroides
uterinos.

7. Un equipo de partes que comprende

(i) una composicion farmacéutica de alisquireno o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma,

(ii) una composicién farmacéutica de amlodipina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, y

(iii) una composicion farmacéutica de hidroclorotiazida, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma
en la forma de dos o tres unidades separadas de los componentes (i) a (iii).

8. Un equipo de partes de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde alisquireno esta en una cantidad en el rango de
1 a 1,000 mg, amlodipina en una cantidad en el rango de 1 a 40 mg, y hidroclorotiazida en una cantidad en el rango
de 5 a 200 mg.

9. Un equipo de partes de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde alisquireno esta en una cantidad en el rango de
140 a 550 mg, amlodipina en una cantidad en el rango de 2 a 12 mg, y hidroclorotiazida en una cantidad en el rango
de 5 a 30 mg.
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