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DESCRIPCION
Derivados de N-metanocarba para tratar enfermedades cardiacas

Esta solicitud reivindica las ventajas de las Solicitudes de Patente de Estados Unidos numeros de serie 60/802.878
presentada el 23 de mayo de 2006 y 60/893.946 presentada el 9 de marzo de 2007.

El Gobierno de Estados Unidos tiene ciertos derechos sobre esta invencién de conformidad con los Institutos Nacio-
nales de Salud, niumero de concesion RO1-HL48225.

Antecedentes

Los receptores de nucledtidos de purina, conocidos como receptores purinérgicos P2, median en una serie de efec-
tos bioldgicos potentes y posiblemente importantes en el sistema cardiovascular. Los canales idnicos P2X son cana-
les de receptores activados por ATP extracelular, mientras que los receptores P2Y son receptores acoplados a la
proteina G. En conjunto, representan dos subfamilias de los receptores de nucleétidos P2. Estudios anteriores han
mostrado que el ATP extracelular puede causar una corriente iénica en miocitos ventriculares cardiacos murinos, de
rata y de cobaya. El receptor que media en esta corriente parece ser un receptor P2X, siendo el receptor P2X4 una
subunidad importante del mismo. La activacion de los receptores P2X conduce a la apertura de un canal catiénico
no selectivo permeable a Na®, K y Ca?". La corriente es de entrada con potenciales de membrana negativos, se
invierte cerca de 0 mV, y se convierte de salida con potenciales positivos. La activacion continua de este canal de
receptor con ATP extracelular endégeno, puede asumir una funcion bioldgica importante. Esta activacion constante
con potenciales de membrana de reposo o negativos, produciria una corriente de entrada, mientras que su activa-
cion durante porciones despolarizadas del potencial de accion, deberia conducir a una corriente de salida. Estas
corrientes representan un posible mecanismo iénico por el que el canal P2X cardiaco logra sus efectos biolégicos.

Aunque se conoce que la activacion de los receptores P2X media en las corrientes de iones, se sabe poco sobre el
papel bioldgico de esta mediacion en la corriente de iones. Ademas, el efecto de agonistas del receptor P2X sobre
funciones bioldgicas de P2X, incluyendo la funcién cardiaca y la contractilidad, no se entiende. Sigue existiendo una
necesidad de aclarar la funcion de los receptores P2X y de sus agonistas sobre la funcidn cardiaca y la contractili-
dad.

Compendio

En una realizacion, un medicamento para uso en el tratamiento de un sujeto mamifero que requiere un tratamiento
para la hipertrofia cardiaca, comprende una cantidad de derivado N-metanocarba de AMP de férmula
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eficaz para el tratamiento de una hipertrofia cardiaca.

En otra realizacion, un derivado N-metanocarba de AMP de dicha formula se emplea en la preparacién de un medi-
camento para uso en el tratamiento de un sujeto mamifero que requiere un tratamiento de la hipertrofia cardiaca.

Breve descripcion de las Figuras

La Figura 1 muestra la caracterizacion de la corriente estimulada con 2-meSATP en ambos miocitos ventriculares,
WT y CSQ, medida por pinzamiento del voltaje en la configuracion de la célula completa. 2-meSATP (3 uM) inducia
una corriente de entrada constante con potenciales negativos y una corriente de salida con potenciales positivos con
un potencial de inversién préximo a 0 mV.
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La Figura 2 muestra los efectos sobre la corriente provocada con 2-meSATP (3 uM) de diversos antagonistas del
receptor P2X, PPADS (100 uM), NF449 (300 nM) y Azul Brillante G (5 uM).

La Figura 3 muestra los efectos sobre la esperanza de vida y la hipertrofia cardiaca de la administracion crénica de
MRS2339 en ratones CSQ. Se utilizé el analisis de Kaplan Meier para determinar la probabilidad de supervivencia
en animales CSQ que recibieron vehiculo o MRS2339 a través de una mini-bomba Alzet.

La Figura 4 muestra las areas de seccion transversal de miocitos en ratones tratados con vehiculo y MRS2339. El
tratamiento crénico con MRS2339 caus6 una disminucion significativa en el area de la seccion transversal de las
células (P <0,05).

La Figura 5 muestra que el tratamiento con MRS2339 disminuia la relacion entre peso del corazén/peso corporal en
ratones CSQ (P<0,05).

La Figura 6 muestra que MRS2339 (10 uM) inducia una corriente similar a la provocada por 2-meSATP (3 uM) en
miocitos cardiacos murinos WT. Los datos se mostraron como la densidad de corriente en pA/pF. Los datos eran
media + SEM de 18 miocitos procedentes de 10 ratones para la corriente inducida con 2-meSATP y 7 miocitos pro-
cedentes de 4 ratones para la corriente inducida con MRS2339.

La Figura 7 muestra que MRS2339 (10 yM) inducia una corriente similar a la provocada por 2-meSATP (3 uM) con
relaciones |-V idénticas y potenciales de inversion en el miocito cardiaco CSQ. La adicion de MRS2339 o 2-meSATP
inducia una corriente de entrada sobre las corrientes de membrana que se disipaba después del lavado del agonis-
ta.

La Figura 8 muestra que el potente antagonista selectivo MRS2500 del receptor P2Y+, no podia bloquear la corriente
provocada por 2-meSATP. El receptor P2Y1no media en la corriente provocada por 2-meSATP.

Figura 9. A. 2-meSATP, pero no 2-meSADP, era capaz de inducir una corriente de entrada constante en un miocito
cardiaco de ratén adulto (3 meses) mantenida a -80 mV. Ambos agonistas estaban presentes a 3 uM. La corriente
inducida por 2-meSATP se invertia después del lavado del agonista. Las marcas verticales sobre el trazado de la
corriente son pinzas para la tensiéon de rampa de -100 a +50 mV. B. Las relaciones |-V tomadas en a y b (para 2-
meSADP) y en a y c (para 2-meSATP) en el panel A, se restaron y las diferencias se representaron graficamente
como una funcién de la tensién en pA/pF. Los datos se mostraron como medias + SEM de 8 miocitos cardiacos WT
procedentes de 14 ratones.

La Figura 10 muestra que MRS2339 carece de efecto vasodilatador en el anillo de aorta de ratén adulto. Segmentos
de anillos de aorta toracica de ratones adultos (2-3 meses de edad) de tipo silvestre, se estudiaron en camaras de
organos. Se determind la relajacion como respuesta a diversas concentraciones indicadas de acetilcolina y
MRS2339.

La Figura 11 muestra que el nivel de receptor P2X4 se incrementa en los corazones CSQ defectuosos. Se homoge-
neizaron corazones de ratones WT y CSQ de tres meses, se solubilizaron, se inmunotransfirieron y se cuantificé el
nivel relativo de receptor P2X.

La Figura 12 muestra los transitorios con acortamiento de la contraccion (CS) y Ios transitorios Ca®* como respuesta
a 2-meSATP (3 uM) en miocitos cardiacos P2X4R Tg. Los transitorios CS y Ca®* aumentaron significativamente en
comparacion con los niveles de basales testigos.

La Figura 13 muestra Ios transitorios CS y Ca®* como respuesta a 2-meSATP (3 M) en miocitos de ratén adulto.
Los transitorios CS 'y Ca®* aumentaron significativamente en comparacion con los niveles basales testigos.

La Figura 14 es un grafico del cambio en la fluorescencia en Ca®* con respecto a en CS antes de la exposicion al
agonista de P2X, 2-meSATP.

La Figura 15 muestra el contenido en Ca?* del RS cuantificado por la corriente de entrada inducida con cafeina (10
mM) mediada a través del intercambiador Na*/Ca®* por la presencia de 2-meSATP (3 uM) extracelular.

La Figura 16 muestra el pico de la corriente de entrada inducida con cafeina (10 mM) mediada a través del inter-
cambiador Na*/Ca®* por la presencia de 2-meSATP extracelular (3 uyM).

La Figura 17 muestra la corriente de entrada integrada, inducida con cafeina (10 mM) mediada a través del inter-
cambiador Na*/Ca®* por la presencia de 2-meSATP extracelular (3 uyM).

La Figura 18 muestra un analisis de Kaplan Meier utilizado para determinar la probabilidad de supervivencia en ani-
males P2X4R Tg (65 ratones) y WT (32 ratones) después de un infarto de miocardio inducido por ligadura de LAD.

La Figura 19 muestra los efectos de la hiperexpresion especifica cardiaca de los receptores P2X, sobre LVDP dis-
minuida después de un infarto de miocardio.
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La Figura 20 muestra los efectos de la hiperexpresion especifica cardiaca de los receptores P2X, sobre +dP/dt des-
pués de un infarto de miocardio.

La Figura 21 muestra los efectos de la hiperexpresion especifica cardiaca de los receptores P2X, sobre -dP/dt des-
pués de un infarto de miocardio.

La Figura 22 muestra los efectos de la hiperexpresion especifica cardiaca de los receptores P2X4 sobre la relacion
peso del corazén/peso corporal después de infarto de miocardio.

La Figura 23 muestra el grosor de LVPW en mm en ratones P2X4R Tg frente a ratones NTG, 2 meses después de
un infarto.

La Figura 24 muestra el LVID medido en la diastole y la sistole y las diferencias entre LVIDd y LVIDs en ratones
P2X4R Tg frente a ratones NTG, 2 meses después de un infarto.

La Figura 25 muestra el acortamiento sistélico medido como fraccion de acortamiento (FS) normalizada para el ta-
mafio del infarto como el producto de FS y el % de infarto en ratones P2X4R Tg frente a NTG, 2 meses después de
un infarto.

La Figura 26 muestra el aumento de la supervivencia con MRS2339 después de un infarto de miocardio inducido por
ligadura de LAD.

La Figura 27 muestra que MRS2339 puede aumentar +dP/dt en los corazones de ratones CSQ intactos.
La Figura 28 muestra que MRS2339 puede aumentar +dP/dt en los corazones de ratones WT intactos.

La Figura 29 muestra que la combinacion de MRS2339 y metoprolol, un bloqueador beta-adrenérgico, mejora aun
mas la supervivencia en ratones binarios P2X;R/CSQ.

Las caracteristicas descritas anteriormente y otras caracteristicas seran apreciadas y comprendidas por los expertos
en la técnica a partir de la siguiente descripcion detallada y las reivindicaciones adjuntas.

Descripcion detallada

La presente invencion se refiere a un agonista del receptor P2X resistente a la nucleotidasa, especificamente un
derivado N-metanocarba de AMP, y a métodos de empleo del agonista. En la presente memoria, los inventores han
descubierto inesperadamente que los derivados N-metanocarba de AMP son agonistas de los receptores P2X, y no
de los receptores P2Y como se creia anteriormente. En esta memoria se incluye el uso del derivado N-metanocarba
de AMP conocido como MRS2339, en la preparacion de un medicamento para uso en el tratamiento de un sujeto
mamifero que requiere tratamiento de una hipertrofia cardiaca.

Un objeto de la presente invencion es esclarecer la regulacion del receptor P2X cardiaco en la hipertrofia cardiaca.
Por ejemplo, basandose en estudios anteriores, no esta claro si un aumento de la activacion del canal del receptor
P2X enddgeno es beneficioso o perjudicial en la progresion de la insuficiencia cardiaca. Los inventores han investi-
gado en este documento la regulacion de la corriente i6nica mediada por el receptor P2X y su papel potencial en la
insuficiencia cardiaca, utilizando el modelo de miocardiopatia con calsecuestrina (CSQ) bien establecido. Se descu-
brié inesperadamente que la administracion crénica del derivado N-metanocarba de AMP reduce la hipertrofia car-
diaca y aumenta la esperanza de vida. Ventajosamente, el derivado N-metanocarba de AMP es capaz de inducir
esta corriente idnica y evitar cualquier accion vasodilatadora. En una realizacion, la presente invencion se refiere al
derivado N-metanocarba de AMP y a su uso para tratar la hipertrofia cardiaca en un sujeto humano.

El agonista del receptor P2X resistente a la nucleotidasa es un derivado N-metanocarba de AMP. Estructuralmente,
la restriccion del anillo metanocarba en la conformacion (N) confiere una resistencia relativa frente a la hidrolisis
mediada por la 5-nucleotidasa de analogos del AMP. La tasa de hidrolisis mediante 5'-ectonucleotidasa de (N) me-
tanocarba AMP de rata era, por ejemplo, solo el 0,14% de la tasa de hidrolisis del AMP.

Especificamente, el agonista del receptor P2X resistente a la nucleotidasa es el derivado N-metanocarba de 2-cloro-
AMP (MRS2339), de Férmula Il a continuacion:
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También se incluyen métodos en los que el agonista del receptor P2X resistente a la nucleotidasa es una sal farma-
céuticamente aceptable de la Formula II.

El derivado N-metanocarba de AMP, de acuerdo con la férmula I, tiene afinidad hacia los receptores P2X. La afini-
dad hacia el receptor P2X del derivado N-metanocarba de AMP se puede determinar mediante la respuesta a la
dosis de incrementos en la contractilidad. Los cambios en la contractilidad se pueden medir como cambios en la
longitud del sarcémero y en transitorios Ca®, registrados a partir de miocitos aislados individuales utilizando un
microscopio invertido de epifluorescencia.

Datos anteriores sugieren que un aumento de la expresion o de la activacion del receptor P2X cardiaco pueden
ejercer un papel beneficioso en la hipertrofia cardiaca y la insuficiencia. Con el fin de aclarar la regulacién de la co-
rriente cardiaca de P2X en miocitos cardiacos deficientes y el efecto de agonistas del receptor P2 resistente a la
nucleotidasa sobre la corriente cardiaca de P2X, se empled el modelo CSQ de hipertrofia e insuficiencia cardiaca
grave. Los ratones CSQ son un modelo de insuficiencia cardiaca grave que esta causada por una hiperexpresion de
la proteina calsecuestrina que se une al Ca®" del reticulo sarcoplasmico. El modelo CSQ de ratdn se caracteriza por
una miocardiopatia dilatada agresiva seguida de muerte prematura a las 16 semanas de edad. Ratones transgéni-
cos CSQ muestran muchas de las caracteristicas de la miocardiopatia humana, incluyendo el agrandamiento car-
diaco, una funcién contractil disminuida y una sefializacién anormal del receptor B-adrenérgico. Los ratones CSQ
son por lo tanto un sistema de modelo aceptado para estudiar la patogénesis y la progresion de la hipertrofia cardia-
ca y la insuficiencia cardiaca resultante de una homeostasis anormal del Ca®.

Se estudiaron los efectos de un agonista de P2X conocido en ratones CSQ, para determinar si un agonista de P2X
podria afectar a las corrientes de membrana en miocitos ventriculares. El agonista de P2X, 2-metiltio adenosina
trifosfato (2-meSATP), inducia una corriente de membrana en miocitos ventriculares aislados a partir de ratones de
tipo silvestre y ratones CSQ. La relacién entre corriente y voltaje (I-V) y el potencial de inversién eran similares en
ambos tipos de miocitos cardiacos. Sin embargo, la densidad de la corriente provocada por 2-meSATP era mayor en
los miocitos CSQ que en los de tipo silvestre. Aunque los miocitos CSQ son hipertréficos y mas grandes, la corriente
se normalizé frente a la mayor capacidad de los miocitos CSQ como densidad de corriente en pA/pF. Estos datos
sugieren que la corriente de P2X se regula al alza en los miocitos cardiacos de los ratones CSQ. Aunque no se sabe
si el nivel de la proteina del receptor P2X cardiaco se incrementa y es la causa de la mayor densidad de corriente en
los miocitos CSQ, el nivel de una de las subunidades conocidas, la del receptor P2Xs4, se incrementé en esos mioci-
tos. Puesto que la identidad exacta de las otras subunidades de P2X de este receptor P2X cardiaco natural no es
conocida, el nivel de estas otras subunidades también puede estar regulado a la baja en los corazones CSQ defec-
tuosos. Sin embargo, la mayor densidad de corriente mediada a través del receptor P2X endégeno y los niveles mas
altos de su subunidad P2X4, sugieren una regulacion al alza de este receptor en el miocito cardiaco defectuoso.

Ademas, la caracterizacion de la corriente provocada por 2-meSATP en el miocito cardiaco murino de tipo silvestre
mostraba una falta de inhibicion de la corriente con 2-meSATP mediante guanosina-5-O-(2-tiodifosfato) (GDPBS)
que estaba presente a una concentracién conocida para bloquear el intercambio GDP/GTP, lo que cuestiona un
papel de la proteina G en la mediacion de esta corriente. Este hallazgo, junto con las observaciones de que el ago-
nista de P2Y, 2-meSADP, no podia producir ninguna corriente y que el antagonista selectivo de P2Y,, MRS2500 ((1'
R, 2'S, 4'S, 5 S)-4-(2-yodo-6-metilamino-purin-9-il)-1-[(fosfato)-metil]-2-(fosfato)biciclo[3.1.0]hexano) no podia blo-
quear la corriente inducida por 2-meSATP o MRS2339, indican notablemente que no existe una funcion del receptor
P2Y acoplado a la proteina G en la induccion de esta corriente. Se utilizaron tres antagonistas selectivos adicionales
del receptor P2X. NF449 (acido 4,4',4",4™-(carbonilbis(imino-5,1,3-bencenotriilbis(carbonilimino)))tetraquis-benceno-
1,3-disulfénico) es selectivo para los receptores P2X; naturales de rata frente a los receptores P2X3 y P2Y1 naturales
de conejillo de indias, o frente a los receptores P2Y,; humanos naturales en células HEK293. NF449 también es
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selectivo para receptores P2X; humanos recombinantes frente a P2X7, expresados en oocitos de Xenopus. Aunque
la selectividad de NF449 para los receptores P2 murinos naturales no se conoce, se puede deducir a partir de los
datos utilizando NF449, que el receptor P2X1 homomérico es parte improbable del receptor P2 cardiaco natural que
media en la corriente inducida con 2-meSATP. A 5 mM, el acido piridoxal-fosfato-6-azofenil-2',4'-disulfénico (BBG)
puede bloquear el receptor P2X7 de rata y humano, pero no bloqueara los receptores P2Xs, P2Xy33, P2X4 0 P2X15de
rata. Se puede inhibir parcialmente el receptor P2X, de rata o el receptor P2X4 humano. A esta concentracion, el
BBG casi puede suprimir la corriente mediada por el receptor P2Xs humano. Dado que no hay datos sobre el efecto
de BBG sobre ninguno de los receptores P2X murinos, no se puede excluir definitivamente un papel de los recepto-
res homomeéricos P2Xs y P2X7 en la mediacion de la corriente 2-meSATP en el miocito murino. Que los antagonistas
de los receptores P2X (PPADS) pueden bloquear la mayoria de la corriente provocada por 2-meSATP, es coherente
con un papel del receptor P2X4 como una subunidad del receptor P2X natural que es mediador de esta corriente.
Esta conclusion también es coherente con nuestros hallazgos previos que mostraban una sensibilidad parcial de la
corriente frente al antagonismo mediante suramina.

Con el fin de investigar el papel del receptor P2X cardiaco natural en la insuficiencia cardiaca, MRS2339 se adminis-
tr6 a ratones CSQ. Cuando se administraba crénicamente in vivo a los ratones CSQ defectuosos, MRS2339 reducia
la hipertrofia cardiaca, tal y como se muestra por una disminucién en el tamafio de los miocitos y la relacion entre el
peso del corazén/peso corporal, y por una supervivencia prolongada. Sin estar ligado a una teoria, se cree que la
activacion del receptor P2X cardiaco es importante en el efecto beneficioso observado con MRS2339. En primer
lugar, el efecto antihipertréfico de la hiperexpresion especifica de miocitos del receptor P2X4 es similar a la de la
administracion in vivo de MRS2339. Los efectos saludables de MRS2339 y la hiperexpresion especifica de miocitos
del P2X4R en el mismo modelo animal de insuficiencia cardiaca, son casi idénticos con reducciones en el tamafo de
los miocitos y la relacién entre el peso del corazén/peso corporal, asi como la prolongacion de la esperanza de vida.
En segundo lugar, este agonista de P2 era capaz de inducir una corriente similar a la provocada por el agonista de
P2X 2-meSATP, no solo en los miocitos cardiacos WT, sino también en los miocitos cardiacos CSQ. Durante la
administracion de este agonista resistente a la 5'-nucleotidasa, probablemente el receptor P2X cardiaco fue activado
en algun grado in vivo. En tercer lugar, este agonista esta desprovisto de cualquier efecto vasodilatador a una con-
centracion tan alta como 10 yM, mientras que la accion vasodilatadora de la acetilcolina fue sorprendente y se de-
mostraba facilmente en la misma preparacion de anillo vascular. La falta de cualquier efecto vasodilatador in vitro
indica que no hay ninguna descarga vascular como causa de los efectos beneficiosos de este agonista en los anima-
les con insuficiencia cardiaca. Sin embargo, como no se conoce la presion arterial en los animales CSQ, una posible
disminucion de la presion arterial inducida con MRS2339, puede haber contribuido al efecto beneficioso observado.

El mecanismo por el cual la corriente P2X cardiaca consigue su efecto beneficioso en la insuficiencia cardiaca, es
desconocido. La corriente de entrada con potenciales negativos puede aumentar la carga de calcio del RS y mejorar
el rendimiento del corazén con insuficiencia. La corriente de salida con potenciales positivos puede mejorar la repo-
larizacion durante la fase 1 o 2, y acortar de este modo la duracién del potencial de accidon con la consiguiente dis-
minucion de la afluencia de calcio y la reduccion de estimulo para la hipertrofia cardiaca. La duracion del potencial
de accién y su manipulacion han sido implicados en el desarrollo o la modulacién de la hipertrofia cardiaca.

En general, el receptor P2X de miocitos cardiacos se regula al alza en el modelo CSQ de hipertrofia e insuficiencia
cardiaca. La administracion cronica in vivo del agonista de P2X, MRS2339, puede rescatar el fenotipo hipertrofico de
los animales CSQ y prolongar su longevidad. Este efecto beneficioso parece estar mediado por la activacion del
receptor P2X cardiaco regulado al alza. Los datos implican que el aumento de la corriente de P2X de miocitos car-
diacos puede revertir o atenuar la hipertrofia y la insuficiencia cardiacas y sugiere que los agonistas en este canal de
receptor controlado con nucleétidos, representan una nueva diana terapéutica.

El derivado N-metanocarba de AMP, conocido como MRS2339, se utiliza en el tratamiento de la hipertrofia cardiaca.
La hipertrofia cardiaca es un engrosamiento del musculo cardiaco (miocardio), que da como resultado una disminu-
cion del tamafo de la camara del corazon, incluyendo los ventriculos izquierdo y derecho. Las alteraciones de la
funcién del Ca®* son conocidas por estar asociadas con la hipertrofia cardiaca.

Ademas, se estudié el mecanismo de mejora de la contractilidad mediado por el receptor P2X y el papel de este
receptor en la progresion de la insuficiencia cardiaca después de un infarto inducido por ligadura de la arteria coro-
naria descendente anterior izquierda (LAD). La activacion de los receptores P2X cardiacos es capaz de mejorar el
estado contractil del miocito y del corazén intacto. Poco se sabe sobre el mecanismo de aumento de la contractilidad
mediado por el receptor P2X o de la funcion bioldgica de este receptor. Empleando como modelo ratones transgéni-
cos con hiperexpresion especifica cardiaca de receptores P2X4, los datos actuales muestran que un aumento de la
carga de Ca®" en el reticulo sarcoplasmico (RS) es el mecanismo del incremento de la contractilidad mediado por el
receptor P2X y que este canal de receptor es capaz de aumentar la supervivencia y mejorar la funcién cardiaca
después de un infarto de miocardio.

El ATP extracelular liberado desde los nervios simpaticos, las plaguetas activadas, las células endoteliales o las
células cardiacas pueden ejercer una serie de efectos cardiovasculares. Estos efectos estan mediados a través de
los receptores P2Y acoplados a la proteina G o los canales de los receptores P2X controlados por un ligando. En el
corazon, la activacion del receptor P2X de miocitos cardiacos o su hiperexpresion, puede causar un aumento de la
contractilidad. Entre la subfamilia del receptor P2X, el receptor P2X4 es una subunidad importante del receptor P2X
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de miocitos cardiacos. Los miocitos cardiacos aislados a partir de ratones transgénicos con hiperexpresion especifi-
ca cardiaca del receptor P2X4, se han desarrollado como modelo para investigar el mecanismo de mejora de la con-
tractilidad. Una variedad de lineas de prueba sugieren que el mecanismo de este estado contractil mejorado es el
resultado de un aumento de la carga de Ca®* en el RS a través de este canal de receptor, mediante ATP extracelu-
lar. En primer lugar, la actlva0|on del receptor P2X4 hiperexpresado a traves del agonista de P2X, 2-meSATP, cau-
saba un aumento del Ca®* intracelular. Este aumento en transitorio Ca®* celular estaba asociado temporalmente con
el aumento de la contractilidad de los miocitos. En segundo lugar, la activacion del canal del receptor en miocitos
transgénicos (Tg) P2X4R aumentaba la corriente de entrada Inaca inducida con cafeina, en presencia de 2-meSATP
extracelular. Este aumento de la corriente Inaca NO era debido a un aumento de la densidad de Inaca €n el miocito
Tg, ya que este ultimo tiene una densidad Inaca basal similar a la de los miocitos no transgenlcos (NTG). En cambio,
el aumento de la corriente Inaica €ra el resultado de un aumento del almacenamlento de Ca* en el RS. En tercer
lugar, la relacion entre el cambio en el acortamiento contractil (CS) y el del Ca”" intracelular, era la misma antes y
después de la aplicacion del agonista de P2X. Las pendientes eran practicamente idénticas. Estos datos mostraron
que la activacion de un receptor P2X,4 hiperexpresado no cambiaba la senS|b|I|dad frente a Ca** celular, lo que indica
que no esxiste la posibilidad de que un aumento de la sensibilidad de Ca®" fuera el mecanismo para el incremento
de la contractilidad inducida por el receptor. En cuarto lugar, un estudio previo demostré que la actlvaC|on de los
receptores P2X cardiacos naturales o hiperexpresados no tenia efecto sobre la corriente del canal de Ca® de tipo L,
descartando un aumento de la actividad de los canales de tipo L como una causa del aumento de la contractilidad de
los miocitos, a través de los receptores P2X. Finalmente, el aumento inducido por el agonista de la contractilidad de
los miocitos Tg no se asocié con ningun aumento del AMP ciclico, lo que es coherente con una falta de efecto de la
activacion del receptor P2X sobre el canal de Ca® de tipo L.

Como se ha explicado anteriormente, existe una funcién beneficiosa de proteccion del receptor P2X cardiaco en el
modelo CSQ de miocardiopatia e insuficiencia cardiaca. El rescate del fenotipo de insuficiencia cardiaca CSQ me-
diante la hiperexpresion especmca cardiaca de los receptores P2X4 puede ser el resultado de un almacenamiento y
una funciéon mejorados de Ca* en el RS mediado por el receptor P2X. No se sabe si el receptor P2X cardiaco tam-
bién puede tener un efecto favorable sobre la insuficiencia cardiaca en relacion con otras etiologias. Los datos ac-
tuales mostraban que animales Tg P2X4R tienen una supervivencia incrementada después de un infarto de miocar-
dio inducido por ligadura de LAD. Todas las muertes ocurrieron al cabo de 7-8 dias después de la ligadura de LAD.
Excluyendo las muertes asociadas con una lesién aguda procedente de cirugia, traumatismo o anestesia, tuvieron
lugar significativamente menos muertes en los ratones Tg P2X4R que en los ratones NTG. La mejoria en la supervi-
vencia de la hiperexpresion del receptor P2X cardiaco era el resultado de un efecto protector durante este breve
periodo posterior al infarto. El efecto sobre la supervivencia no estaba asociado con una disminucién del tamafio del
infarto en los animales Tg P2X4R ya que tanto los corazones Tg como NTG tienen tamarios similares del infarto. Se
observo una alteracion de la supervivencia posterior al infarto, poco o mucho después de la ligadura de LAD. El
beneficio temprano de la supervivencia proporcionado por una hiperexpresion del receptor cardiaco P2X4, puede ser
secundario a un efecto beneficioso sobre la funcién cardiaca durante el periodo inmediatamente posterior al infarto.
De acuerdo con este concepto, los animales Tg mostraron una funcién cardiaca mejorada con una LVDP significati-
vamente mas elevada, +dP/dt y -dP/dt a los 7 dias después del infarto. La relaciéon entre el peso del corazén/peso
corporal y el area de la seccion transversal de los miocitos cardiacos eran inferiores en los animales Tg que en los
NTG, proporcionando una evidencia adicional de un efecto beneficioso del receptor P2X cardiaco sobre la progre-
sion de la insuficiencia cardiaca en este modelo de miocardiopatia isquémica. Es sugerente que una disminucién de
la hipertrofia cardiaca estuviera asociada con un rendimiento contractil cardiaco mejorado en los ratones Tg P2X4R.
Una asociacion entre la reduccion de la hipertrofia compensatoria y un mejor rendimiento de LV también se observé
en ratones que hiperexpresaban sintasa de 6xido nitrico y en ratones que recibieron alopurinol o el inhibidor de la
cinasa Rho, fasudil, después de la ligadura de LAD. Por el contrario, otros han observado una asociacion entre el
aumento de la hipertrofia con una dilatacion y una disfuncion del LV en ratones Tg que hiperexpresan la acetiltrans-
ferasa de histona p300. La asociacion entre el efecto antihipertréfico de la hiperexpresion del receptor P2X4 y su
efecto sobre la mejora contractil, proporciona una base para la teoria de que la hipertrofia compensatoria, como la
que se produce después del infarto, puede no ser necesaria ni beneficiosa.

El efecto beneficioso de la hiperexpresion del receptor cardiaco P2X, también era evidente 2 meses después del
infarto. Tanto el engrosamiento sistélico de la pared no infartada (LVPW) como la disminucion de la dimension inter-
na del ventriculo izquierdo en sistole, eran mayores en corazones Tg que en corazones NTG, mediante ecocardio-
grafia. Las mediciones de la contraccidon mejorada se obtuvieron incluso cuando el tamafio del infarto era mayor en
los corazones Tg que en los corazones NTG. Con la preparacion de corazén aislado in vitro en funcionamiento, no
se pudo detectar una funcién contractil global ventricular izquierda, mejorada en los animales Tg frente a animales
NTG después del infarto, 2 meses después de la ligadura. La razén de la diferencia entre las mediciones ecocardio-
graficas del corazon realizadas in vivo e in vitro no esta clara. Sin embargo, existen varias explicaciones posibles. En
primer lugar, la medicion in vivo puede ser mas sensible para detectar una mejora de la funcién contractil que en el
método in vitro. En segundo lugar, un aumento del rendimiento contractil derivado del receptor P2X,4 hiperexpresado
puede llegar a ser menos evidente durante la progresion de una remodelacion adversa. Solo un método mas sensi-
ble podia detectar una diferencia en la funcién cardiaca. En tercer lugar, el tamafio relativamente grande del infarto
provoco una reduccion significativa de la funcién cardiaca. Aunque los corazones Tg mostraban una funcién contrac-
til basal incrementada en los estudios actuales y anteriores, el aumento de la contractilidad no puede aumentar el
miocardio viable restante que se contrae, para manifestar una funcion general significativa mediante el método in
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vitro. Sin embargo, los efectos beneficiosos del receptor P2X sobre la funcion contractil cardiaca y la hipertrofia du-
rante el periodo temprano posterior al infarto son probablemente responsables de la supervivencia temprana mejo-
rada. Un apoyo continuado del rendimiento contractil cardiaco a través del receptor P2X cardiaco, mantenia los
efectos saludables tempranos durante una remodelacién de insuficiencia cardiaca isquémica.

El aumento de -dP/dt o la tasa de relajacion del musculo cardiaco en animales transgénicos que hiperexpresan el
receptor P2X4, sugiere que la activacion del receptor P2X cardiaco se puede utilizar para tratar una insuficiencia
cardiaca diastdlica. Al igual que la hiperexpresion del receptor P2Xs, el tratamiento con los derivados N-metanocarba
de AMP se puede emplear en individuos que requieren un tratamiento de la insuficiencia cardiaca diastdlica. La
insuficiencia cardiaca diastdlica esta causada cuando el corazén no se puede relajar totalmente, por lo que no se
llena de sangre de forma adecuada. Al aumentar la tasa de relajacién del musculo cardiaco, los derivados N-
metanocarba de AMP mejoraran la funcién cardiaca en individuos con insuficiencia cardiaca diastolica.

En general, el receptor P2X de miocitos cardiacos representa una nueva via a través de la cual un canal iénico de la
superficie celular controlado por un ligando, puede incrementar el almacenamiento de Ca® en el RS y mejorar el
rendimiento contractil. El aumento de la expresion del receptor P2X cardiaco puede rescatar el fenotipo de insufi-
ciencia cardiaca después de un infarto de miocardio. Este efecto beneficioso parece estar mediado por el aumento,
inducido por el receptor de P2X, del rendimiento contractil y la disminucién de la hipertrofia cardiaca. El estudio de-
mostré una nueva via que surge a partir de un canal idnico en la superficie celular para tener un beneficio terapéuti-
co rescatando una insuficiencia cardiaca.

El derivado N-metanocarba de AMP se utiliza para tratar a un mamifero tal como un ser humano.

En una realizacion, el derivado N-metanocarba de AMP se coadministra con un agente adicional tal como, por ejem-
plo, un bloqueador beta-adrenérgico del receptor, un bloqueador del receptor de la angiotensina o un inhibidor de la
enzima convertidora de angiotensina.

Para la administracion oral, la preparacion farmacéutica puede estar en forma liquida, por ejemplo, soluciones, jara-
bes o suspensiones, o se puede presentar como un producto farmacoldgico para reconstituir con agua u otro vehicu-
lo adecuado antes del uso. Tales preparaciones liquidas se pueden preparar por medios convencionales con aditi-
vos farmacéuticamente aceptables tales como agentes de suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados de
celulosa o grasas comestibles hidrogenadas); agentes emulsionantes (por ejemplo, lecitina o goma arabiga); vehicu-
los no acuosos (por ejemplo, aceite de almendras, ésteres oleosos o aceites vegetales fraccionados); y conservan-
tes (por ejemplo, metil o propil-p-hidroxibenzoatos o acido sorbico). Las composiciones farmacéuticas pueden estar
en forma de, por ejemplo, comprimidos o capsulas preparadas por medios convencionales con excipientes farma-
céuticamente aceptables tales como agentes aglutinantes (por ejemplo, almidén de maiz pregelatinizado, polivinilpi-
rrolidona o hidroxipropilmetilcelulosa); cargas (por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o hidrégeno fosfato de
calcio); lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, talco o silice); disgregantes (por ejemplo, almidén de patata
o almidén glicolato sédico); o agentes humectantes (por ejemplo, lauril sulfato de sodio). Los comprimidos se pueden
recubrir por métodos bien conocidos en la técnica.

Las preparaciones para administracién oral se pueden formular de forma adecuada para proporcionar una liberacion
controlada del compuesto activo.

Para la administracion bucal, las composiciones pueden estar en forma de comprimidos o pastillas formuladas de
manera convencional.

Para la administracién por inhalacion, las composiciones se administran convenientemente en forma de una presen-
tacion como pulverizacion de aerosol desde envases presurizados o un nebulizador, con el uso de un propulsor
adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u
otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacion se puede determinar proporcio-
nando una valvula para suministrar una cantidad medida. Las capsulas y los cartuchos, por ejemplo de gelatina,
para uso en un inhalador o insuflador se pueden formular para que contengan una mezcla en polvo del compuesto y
una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidén.

Las composiciones se pueden formular para administracion parenteral mediante inyeccion, por ejemplo, por inyec-
cion de bolo o infusién continua a través de una inyeccion intravenosa, intraperitoneal o subcutanea. Las formulacio-
nes para inyeccion se pueden presentar en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes
de dosis multiples, con un conservante afiadido. Las composiciones pueden estar en formas tales como suspensio-
nes, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos, y pueden contener agentes de formulacion tales
como de suspension, estabilizantes y/o dispersantes. Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en forma
de polvo para la constitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril exenta de pirégenos, antes de su
uso.

Las composiciones se pueden formular en forma de cremas, lociones, pomadas o tinturas, por ejemplo, que contie-
nen bases convencionales, tales como hidrocarburos, vaselina, lanolina, ceras, glicerina o alcohol. Las composicio-
nes también se pueden formular en forma de composiciones rectales tales como supositorios o enemas de reten-
cion, por ejemplo, que contienen bases convencionales para supositorios tales como manteca de cacao u otros
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glicéridos.

Ademas de las formulaciones descritas previamente, las composiciones también se pueden formular como una pre-
paracion de deposito. Tales formulaciones de accion prolongada se pueden administrar mediante implantacion (por
ejemplo, por via subcutanea o intramuscular) o mediante inyeccién intramuscular. Asi, por ejemplo, las composicio-
nes se pueden formular con materiales polimeros o hidréfobos adecuados (por ejemplo, como una emulsiéon en un
aceite aceptable) o resinas de intercambio idnico, o como derivados poco solubles, por ejemplo, como una sal poco
soluble. Los liposomas y las emulsiones son ejemplos bien conocidos de vehiculos de administracion o excipientes
para farmacos hidréfilos.

Las composiciones se pueden presentar, si se desea, en un envase o0 un dispositivo dispensador que puede conte-
ner una o varias formas de dosificacion unitaria que contienen el ingrediente activo. El envase pueden comprender,
por ejemplo, una lamina metalica o de plastico, tal como un envase de burbuja. El envase o el dispositivo dispensa-
dor puede ir acompaniado de instrucciones para la administracion.

La cantidad de derivado N-metanocarba de AMP que se puede combinar con excipientes farmacéuticamente acep-
tables para producir una forma de dosificacion Unica, variara dependiendo del hospedador tratado y del modo de
administracion particular. La cantidad terapéuticamente eficaz especifica para un paciente en particular dependera
de una variedad de factores, incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, el peso corporal,
la salud general, el sexo, la dieta, el tiempo de administracion, la via de administracion, la tasa de excrecion, la com-
binacién de farmacos y la gravedad de la enfermedad particular que experimenta la terapia. En algunos casos, pue-
den ser mas adecuados niveles de dosificacion por debajo del limite inferior del intervalo mencionado anteriormente,
mientras que en otros casos dosis aun mayores se pueden emplear sin causar ningun efecto secundario perjudicial,
siempre que tales niveles de dosis mas elevadas se dividan primero en varias dosis pequefias para administrar a lo
largo del dia. Las concentraciones de los compuestos descritos en el presente documento, que se encuentran en las
composiciones terapéuticas, variaran dependiendo de una variedad de factores, incluyendo la dosificacion del far-
maco que se va a administrar, las caracteristicas quimicas (por ejemplo, hidrofobicidad) de los compuestos emplea-
dos y la via de administracion. En términos generales, el derivado N-metanocarba de AMP se puede proporcionar en
una solucion tampodn acuosa fisiolégica (por ejemplo, 1 cc) que contiene aproximadamente 0,2% p/v de compuesto
para administracion oral. Los intervalos tipicos de dosis son aproximadamente 285 ug/kg de peso corporal por dia en
tres dosis divididas; un intervalo de dosis preferido es desde aproximadamente 42 ug/kg a aproximadamente 171
pg/kg de peso corporal por dia. La dosificacion preferida del farmaco que se va a administrar es probable que de-
penda de variables tales como el tipo y el grado de progresion de la enfermedad o el trastorno, el estado de salud
general del paciente en particular, la eficacia bioldgica relativa del compuesto seleccionado y la formulacion del exci-
piente del compuesto y su via de administracion, asi como otros factores, incluyendo la biodisponibilidad, que a su
vez esta influenciada por varios factores. Por ejemplo, si el compuesto se metaboliza en el higado o se excreta en la
bilis, algunos de los compuestos activos absorbidos desde el tracto gastrointestinal seran inactivados por el higado
antes de que puedan llegar a la circulacion general y ser distribuidos a sus sitios de accién. No se cree que el deri-
vado N-metanocarba de AMP estara sujeto a esta pérdida de primer paso. Ademas, debido a que este compuesto
es polar y soluble en agua, se espera que tendra un pequefio volumen de distribucion, y por lo tanto se eliminara
facilmente a través del rifidn. Por otra parte, la union del presente compuesto a proteinas plasmaticas puede limitar
su concentracion libre en los tejidos y en su lugar de accion, ya que solo el farmaco no unido es el que equilibra a
través de los sitios del receptor de membrana. Se prevé que el resto fosfato del presente compuesto pueda facilitar
la union del compuesto a las albuminas del plasma, que a su vez influyen en la cantidad de compuesto libre disponi-
ble para activar los receptores purinérgicos P2 de las células musculares. Sin embargo, se espera que dicha unién a
proteinas plasmaticas no limite generalmente la secrecion tubular renal de biotransformacion, ya que estos procesos
reducen la concentracion de farmaco libre y esto esta seguido rapidamente por la asociacion de este complejo de
farmaco-proteina. Otro factor que afecta a la biodisponibilidad es la distribucion del compuesto en los tejidos. Dado
el tamafo relativamente pequefio del compuesto y su solubilidad en agua, se prevé que el compuesto tendra una
segunda fase de distribucién de farmaco relativamente rapida. Esta distribucion se determina tanto por el flujo san-
guineo en el tejido particular del érgano, tal como el corazén, asi como por la tasa con la que se difunde el compues-
to en el compartimiento intersticial desde la circulacion general a través del endotelio capilar altamente permeable
(excepto en el cerebro). Debido a la hidrofilia relativa del compuesto, se prevé que no habra ningun depésito tisular
de grasa o de oftros tejidos significativos que podrian estar considerados en una tercera fase de distribucion-
acumulacion.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no restrictivos:
Ejemplos

Materiales y Métodos |

Aislamiento de miocitos ventriculares cardiacos adultos a partir de ratones WT y CSQ

Ratones que mostraban el modelo CSQ de miocardiopatia e insuficiencia cardiaca graves se criaron y se mantuvie-
ron por métodos conocidos en la técnica. Los ratones transgénicos (TG) CSQ fueron proporcionados originalmente
por el Dr. Larry Jones (Krannert Institute of Cardiology, Indiana University School of Medicine, Indiana), y desarrolla-
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ron hipertrofia seguido de un fenotipo de insuficiencia cardiaca letal, con muerte a la edad de aproximadamente 3
meses. Los miocitos ventriculares se obtuvieron a partir de ratones de 3 meses de edad de tipo silvestre (WT) y
ratones CSQ de ambos sexos (26 WT, 47 TG) mediante un procedimiento de disociacién enzimatica. Brevemente,
los corazones fueron extirpados rapidamente a partir de ratones que habian sido anestesiados con pentobarbital y
tratados con 1000 unidades de heparina. La aorta se canuld y el corazon se perfundié en un aparato Langendorff
con solucion oxigenada (95% de O2/5% de CO2) exenta de Ca>* (37°C) durante 5 minutos a una velocidad de 2,5
ml/min. La composicion de la solucién era: NaCl 126 mM, KCI 4,4 mM, MgCl, 1,0 mM, NaHCO3; 18 mM, glucosa 11
mM, HEPES 4 mM y BDM 3 mM (2,3-butanodiona monoxima) (pH 7,3 ajustado con NaOH). A continuacion, la solu-
cion de perfusion se cambio a la que contenia CaCl, 25 pM y liberasa (70 ug/ml, Roche Molecular Biochemicals,
Inc.) durante 8-10 minutos. Las células se sedimentaron por gravedad durante 10-15 minutos y el sedimento se
resuspendio en solucion Tyrode que contenia Ca®* 200 pM (que contenia BDM 3 mM), se dejo sedimentar durante
30 minutos a temperatura ambiente, y se suspendié con solucion Tyrode que contenia: NaCl 135 mM, KCI 5,4 mM,
CaClz 1,0 mM, MgCl; 1,0 mM, HEPES 10 mM y dextrosa 10 mM (pH 7,4 ajustado con NaOH). Los experimentos se
llevaron a cabo a temperatura ambiente (22-23°C) y se completaron 4-6 horas después del aislamiento de los mioci-
tos.

Métodos celulares electrofisiologicos

La técnica de pinzamiento zonal (“patch-clamp”) de células completas se utilizé para estos experimentos. Los elec-
trodos se prepararon a partir de pipetas de borosilicato de vidrio (1,2 mm i.d.) con un procedimiento de extraccién de
dos etapas y se llenaron con solucion de la pipeta. La pipeta se conect6 a través de un alambre de Ag-AgCl a la
etapa de toma de sefial de un amplificador (List EPC-7, Medical Systems, Greenvale, NY) controlada por un ordena-
dor y un programa informatico Axon pCIamp®. Para los experimentos de pinzamiento de voltaje, los electrodos se
llenaron con una solucién que contenia: aspartato de cesio 135 mM, NaCl 5 mM, Mg.ATP 5 mM, HEPES 10 mM y
EGTA 10 mM (pH 7,3 ajustado con CsOH) con o sin GDPBS 2 mM. Las resistencias de los electrodos eran 2-4 MQ.
En cuanto se establecié un contacto eléctrico, el medio de superfusién se cambié a una solucién Tyrode modificada
(el KCI 5,4 mM se omitié y se afiadié CsCl 10 mM y ouabaina 5 pM a la solucién Tyrode para bloquear las corrientes
de K’ y la corriente de la bomba de Na/K, respectivamente). En la cuantificacién de la corriente inducida por el ago-
nista de P2, la solucion Tyrode contenia la concentracion indicada de cada agente. Al estudiar el efecto de un anta-
gonista del receptor P2, el agonista y el antagonista se aplicaron conjuntamente a las concentraciones indicadas. El
protocolo de pinzamiento de voltaje usado era un protocolo de tensién de rampa desde -100 mV de potencial de
mantenimiento a +50 mV. El protocolo de rampa se aplicé a las células a intervalos de 20 s durante 1 minuto. Se
promediaron tres trazas de corriente desde -100 mV a 50 mV para construir la relacién I-V.

Inmunotransferencia

Se aislaron los corazones de ratones WT y CSQ de tres meses de edad, se secaron con papel secante, se pesaron
y se homogeneizaron en tampén enfriado con hielo que contenia sacarosa 0,25 M, MOPS 10 mM, pH = 7,2 (16 ml
por gramo de peso) utilizando una homogeneizador de tejidos (PowerGen Modelo 125, Fisher Scientific, Inc., Pitts-
burgh, PA). Después de solubilizar en tampon de la muestra, se llevaron a cabo el SDS-PAGE y la inmunotransfe-
rencia como se conoce en la técnica. Veinticinco ug de proteina homogeneizada se sometieron a electroforesis en
cada pista del gel, usando 8% de poliacrilamida y se transfirieron a nitrocelulosa. Para la detecciéon del receptor
P2X4, se empled anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra una secuencia C-terminal Unica del receptor P2X4 de
rata (Alomone, Jerusalén, Israel), que reaccionaba de forma cruzada tanto con los receptores P2X,s humanos como
de ratén. La membrana se incubd con anticuerpo Ig anti-conejo acoplado a peroxidasa (1:5000) y se revel6 con un
kit ECL-Plus® (Amersham). El nivel de la proteina P2X4R se cuantificé a través de un GelDoc 2000 de BioRad usan-
do el “Discovery Series Quantity One” versién 4.5.2 (BioRad, Hercules, CA). La cantidad de proteina en cada banda
era proporcional a la suma de la intensidad de todos los pixeles dentro del limite de la banda, multiplicada por el
area de cada pixel. Se cargaron cantidades iguales de proteina en cada pista del gel, lo que se confirmé posterior-
mente mediante tincion Ponceau S de la transferencia y examinando con un anticuerpo policlonal de cabra purifica-
do por afinidad, contra los extremos carboxi de una amplia gama de isoformas de actina, como las B-actinas y las a-
actinas (Actin, 1-19: sc-1616) (idéntica en humanos, rata y ratén).

Cuantificacion del area de la seccion transversal de los miocitos

El area de la seccion transversal de los miocitos cardiacos se cuantificé por métodos conocidos en la técnica. Los
corazones extirpados se fijaron en paraformaldehido al 4%, y se marcaron con aglutinina de germen de trigo conju-
gada con fluoresceina. Las microfotografias fueron tomadas en la pared ventricular medio izquierda como se ha
descrito anteriormente. Las imagenes de la seccion transversal de las células que mostraban consistentemente
formas redondas, fueron capturadas con Macrofire® PictureFrame (Optronics, Goleta, CA) y el area de la seccion
transversal se midio con ImageProPlus® (MediaCybernetics, Silver Spring, MD). Tipicamente, se determinaron y
promediaron de 50 a 100 areas de seccioén transversal por corazoén.

MRS2339 y reactividad vascular
Aortas toracicas fueron extirpadas rapidamente de ratones de 8 a 10 semanas de edad de tipo silvestre (C57 BL6),

se cortaron en anillos de 3 mm. Después de una constriccion previa con fenilefrina (1 uM), se afiadieron concentra-
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ciones crecientes de acetilcolina o MRS2339 de manera acumulativa para lograr una curva de concentracion-
respuesta. El % de relajacion se determind como el % de disminucion en la tensién del anillo (gramo) en compara-
cién con la tension antes de la adicion de acetilcolina o MRS2339. Los datos se muestran como media £+ SEM.

Farmacos y Soluciones

2-Metiltioadenosina 5'-trifosfato (2-meSATP), Azul Brillante G (B. Blue G o BBG; acido piridoxal-fosfato-6-azofenil-
2' 4'-disulfonico y 2-metiltioADP (2-meSADP) se obtuvieron a partir de Sigma Chemical Co (St. Louis, MO). NF449,
acido 4,4’,4”-4"-[carbonilbis(imino-5,1,3-benzotriil-bis(carbonilimino))]tetrakis-1,3-bencenodisulfénico, era de Tocris
Bioscience (Ellisville, MO). Tanto 2-meSATP como 2-meSADP se disolvieron justo antes de cada experimento. Las
soluciones madre se prepararon en solucién salina tamponada con fosfato, pH = 7,4, y se afadieron a la soluciéon
Tyrode para obtener las concentraciones deseadas. El derivado (N)-metanocarba de 2-cloroAMP, MRS2339 ((1' S,
2’ R, 3 S,4'R, 5 S)-4-(6-amino-2-cloro-9H-purin-9-il)-1-[fosforiloximetil]biciclo[3.1.0]hexano-2,3-diol)) y el antagonis-
ta del receptor P2Y;, MRS2500 ((1' R, 2’ S, 4' S, 5' S)-4-(2-yodo-6-metilamino-purin-9-il)-1-[(fosfato)-metil]-2-
(fosfato)-biciclo[3.1.0]hexano)) se sintetizaron como se conoce en la técnica. Estos dos agentes purinérgicos P2 se
caracterizaron en detalle anteriormente. MRS2339 se disolvié en solucion salina tamponada con fosfato, pH = 7,4 a
3,3 uM (200 pl de volumen total), se filtré para esterilizar para la administracion in vivo a 6 pl por dia durante 28 dias
mediante una minibomba osmoética (Alzet) implantada en los ratones CSQ. La longevidad de los animales a los que
se habia administrado MRS2339 o vehiculo se determind y la diferencia en la supervivencia se analizé mediante la
prueba de rango logaritmico.

Datos

A menos que se indique lo contrario, los datos fueron proporcionados como media + error estandar de la media. Se
utilizé la prueba t de Student para muestras apareadas o no apareadas para evaluar los efectos de las intervencio-
nes experimentales; P <0,05 se consideré como estadisticamente significativa.

Ejemplo 1: La corriente extracelular estimulada con 2-meSATP era mayor en los miocitos cardiacos CSQ que en los
WT

La activacion de un receptor P2X se estudio mediante la aplicacion de 2-meSATP (3 yM) durante 3-5 minutos a las
células obtenidas a partir de ratones TG CSQ y de ratones WT, utilizando el protocolo de pinzamiento para la ten-
sion de células completas. El pinzamiento para la tension de rampa era de -100 a +50 mV. Una corriente extracelular
estimulada con 2-meSATP se observo en los miocitos cardiacos WT (Figura 1), en consonancia con los resultados
anteriores. La misma concentracion de 2-meSATP (3 uM) provocé una corriente similar que mostraba una relacion
lineal entre -100 y +50 mV y se invertia de entrada a salida en aproximadamente 0 mV en los miocitos cardiacos de
corazones CSQ (Figura 1), de forma idéntica a lo que se encontré en el miocito cardiaco WT. Los miocitos CSQ eran
mas sensibles que los miocitos WT después de la exposicion a 2-meSATP en la induccion de una corriente. En las
células que mostraban una corriente inducida como respuesta a 2-meSATP, la amplitud de la corriente estimulada
con 2-meSATP era significativamente mayor en las células procedentes de corazones CSQ que de corazones WT a
-100 mV (Figura 1, P<0,05). A -100 mV, la corriente estimulada por 2-meSATP era -1,28 + 0,15 pA/pF en miocitos
CSQ (£ SE, n = 15 células procedentes de 7 ratones) y -0,91 + 0,09 pA/pF en miocitos WT (N = 18 células proceden-
tes de 10 ratones) (P<0,05). Del mismo modo, a -90 mV y -80 mV, la corriente provocada por 2-meSATP también
era mayor en miocitos CSQ que en miocitos WT (P <0,05). Que la corriente estimulada con 2-meSATP mostrara una
dependencia del voltaje similar y un potencial de inversion en miocitos cardiacos WT y CSQ, es consistente con la
presencia de la misma corriente P2X en ambos miocitos WT y CSQ.

Se llevé a cabo una caracterizacion farmacoldgica adicional de la corriente provocada por 2-meSATP. Se determind
la corriente provocada por 2-meSATP (3 uM) de varios antagonistas de receptores P2X, PPADS (100 uM), NF449
(300 nM) y azul brillante G (5 uM). La pinza para la tension de rampa oscilaba desde -100 a +50 mV. Los datos eran
la media + SEM. PPADS: 4 células (de 6 ratones); NF449: 5 células (8 ratones); B. Azul G: 5 células (6 ratones). Los
datos resumidos en la Figura 2 mostraban que PPADS era capaz de inhibir parcialmente la corriente inducida con 2-
meSATP, mientras que el antagonista selectivo de P2X4, NF449, o el antagonista selectivo de P2Xs o P2X7, Azul
Brillante G (BBG) tenia muy poco efecto inhibidor sobre esta corriente. Los datos son consistentes con la teoria de
que los receptores P2X4, P2Xs 0 P2X7; homoméricos no estan involucrados en la mediacién de la corriente provoca-
da por 2-meSATP.

Ejemplo 2: Funcién de la corriente cardiaca P2X en la insuficiencia cardiaca: efecto beneficioso de un agonista del
receptor P2 resistente a la nucleotidasa en los ratones CSQ

Mientras que la corriente P2X cardiaca aumenta en los miocitos defectuosos, su funcion moduladora de la progre-
sion de la insuficiencia cardiaca es desconocida. Para adquirir conocimientos sobre esta cuestion, un agonista del
receptor P2 resistente a la nucleotidasa, MRS2339, un derivado (N)-metanocarba de 2-cloroAMP, se sintetizd y se
administré a los animales CSQ a través de una mini-bomba. MRS2339 se infundié como una solucién estéril 3 uM,
con una tasa de aproximadamente 6 yl por dia durante 28 dias. El método de prueba de rango logaritmico fue utili-
zado para analizar las curvas de supervivencia (P = 0,02). En comparacion con los ratones CSQ (14 ratones) inyec-
tados con vehiculo, los ratones tratados con MRS2339 (15 ratones) tenian una esperanza de vida significativamente
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mas larga (prueba de rango logaritmico, p = 0,02; la mediana de la esperanza de vida era 115 dias en los animales
tratados con MRS2339 frente a los 73 dias de los animales tratados con vehiculo) (Figura 3). La mejora de la super-
vivencia estaba asociada con una reduccion de la hipertrofia de los miocitos cardiacos, tal y como se reflejaba por un
area de seccion transversal menor en los ratones tratados con MRS2339 (281 + 15 umz, SE, n = 6 ratones), en
comparacion con los ratones tratados con vehiculo (358 + 28 pm? n = 6 ratones, Figura 4) (P <0,05). Del mismo
modo, los animales tratados con MRS2339 mostraron una relacién menor entre el peso del corazén/peso corporal
(tratados con MRS2339: 10,5 + 1,38, n = 9 corazones frente a testigos: 12,56 + 2,2, n = 23 corazones, P <0,05)
(Figura 5). Todos los datos se proporcionaron como media + SD. Estos datos mostraron que este analogo de nucled-
tido, cuando se administra in vivo, puede rescatar el fenotipo hipertréfico cardiaco del raton CSQ.

Ejemplo 3: Derivado N-metanocarba de 2-cloroAMP induce una corriente similar a P2X en el miocito cardiaco CSQ

Puesto que la hiperexpresion especifica de miocitos cardiacos del receptor P2X, en los ratones CSQ también redu-
cia la relacion entre el peso del corazén/peso corporal y la hipertrofia de los miocitos cardiacos, un posible meca-
nismo por el cual MRS2339 podia rescatar el fenotipo hipertréfico de los ratones CSQ es su activacion del receptor
P2X en los miocitos cardiacos de estos animales. De hecho, este agonista del receptor P2 resistente a la nucleoti-
dasa puede producir una corriente con una relacion |-V similar e invertir el potencial como el agonista de P2X, 2-
meSATP, tanto en miocitos cardiacos WT (Figura 6) como CSQ (Figura 7). Los miocitos ventriculares cardiacos se
prepararon a partir de corazones WT y la corriente se midié por pinzamiento de voltaje en la configuracion de célula
completa (Figura 6). Los datos se mostraron como la densidad de corriente en pA/pF. Los datos eran media + SEM
de 18 miocitos procedentes de 10 ratones para la corriente inducida con 2-meSATP y 7 miocitos procedentes de 4
ratones para la corriente inducida con MRS2339. Los miocitos ventriculares cardiacos se prepararon a partir de
corazones CSQ vy los efectos de MRS2339 y 2-meSATP sobre la corriente se midieron mediante pinzamiento de
voltaje en la configuracion de célula completa (Figura 7). La pinza para la tension de rampa era de -100 a +50 mV.
Las células se mantuvieron a -80 mV con protocolo de pinza para la tension de rampa. Los datos se mostraron como
la densidad de corriente en pA/pF. Los datos eran la media + SEM de 15 miocitos procedentes de 7 ratones para la
corriente inducida con 2-meSATP y 8 miocitos procedentes de 5 ratones para la corriente provocada por MRS2339.

MRS2339 se caracterizé inicialmente como un agonista débil del receptor P2Y4. Sin embargo, el antagonista potente
selectivo del receptor P2Y¢, MRS2500, no podia bloquear la corriente provocada por 2-meSATP (Figura 8) o por
MRS2339 (datos no mostrados). Los miocitos ventriculares cardiacos se prepararon a partir de corazones WT y el
efecto de MRS2500 (1 pM) sobre la corriente provocada por 2-meSATP se midié por pinzamiento de voltaje en la
configuracion de célula completa. 2-meSATP estaba presente a 3 uM. La pinza para la tensién de rampa era desde -
100 a +50 mV, como se ha descrito en Métodos |. La corriente provocada por 2-meSATP era similar si MRS2500
estaba presente o no. Los datos se mostraban como densidad de corriente en pA/pF y eran la media + SEM de 4
miocitos de 4 ratones. Estos datos indican que no existe un papel del receptor P2Y en la mediacién del efecto de
corriente cardiaca de 2-meSATP o MRS2339. El que 2-meSATP sea en algunos sistemas un antagonista del recep-
tor P2Y+, pero que fuera un agonista potente en la induccion de esta corriente, cuestiona adicionalmente un papel
del receptor P2Y4 en la mediacion de esta corriente. Es posible que 2-meSATP sea degradado a 2-meSADP, lo que
a su vez podria provocar una corriente a través de su activacion de los receptores P2Y4, P2Y1, 0 P2Y13, si estos
receptores P2Y estaban de hecho presentes en el miocito cardiaco murino. Sin embargo, 2-meSADP 3 pM no indu-
cia ninguna corriente en miocitos que mostraban una respuesta completa a 2-meSATP 3 pM (Figura 9), cuestionan-
do adicionalmente un papel del receptor P2Y en la mediacién del efecto de corriente de 2-meSATP. Por ultimo, la
presencia de GDPS en la solucién de la pipeta no afectaba a la capacidad de 2-meSATP para provocar la corriente
(corriente sin GDPBS: -0,908 + 0,09 pA/pF y 1,1 + 0,175 pA/pF a -100 y +50 mV, respectivamente, n = 18 miocitos
procedentes de 22 ratones; corriente con GDPBS: -0,877 + 0,198 pA/pF y 0,85 + 0,193 pA/pF a -100 y +50 mV,
respectivamente, n = 5 miocitos procedentes de 7 ratones) (P> 0,05). Del mismo modo, la adicion de GDPBS en la
pipeta tampoco disminuia la corriente provocada por MRS2339. A -100 mV, la densidad de corriente era -0,73 £ 0,15
pA/pF en ausencia de GDPBS (n = 7 células); con GDPS, la densidad de corriente era -0,66 + 0,10 pA/pF (n = 3
células, P> 0,1 frente a sin GDPBS). A +50 mV, tampoco habia ninguna diferencia en la densidad de corriente, si se
habia afiadido GDPBS o no. Los datos cuestionan un papel de la proteina G o de los receptores P2Y acoplados a
proteina G en la induccion de esta corriente.

Ejemplo 4: MRS2339 carece de efecto vasodilatador en una preparacion de aorta de ratén

Puesto que MRS2339 es un analogo de nucledtido, puede tener en teoria un efecto vascular a través de la activa-
cion de cualquiera de los receptores P2Y o P2X vasculares. Un efecto vasodilatador arterial de MRS2339 descarga-
ria el corazén defectuoso y explicaria potencialmente la disminucion de la hipertrofia cardiaca y el aumento de la
esperanza de vida de los animales CSQ. Utilizando una preparacion de anillo de aorta toracica de raton adulto, res-
tringida previamente con fenilefrina, la acetilcolina era capaz de causar una relajacion dependiente de la dosis de los
segmentos de anillo (Figura 10). Se utilizaron siete segmentos de anillo procedentes de tres ratones. Los datos se
mostraron como media + SEM. La acetilcolina causaba una relajacion significativa y pronunciada, mientras que
MRS2339 no provocé una relajacion. En los mismos anillos de los vasos, MRS2339 no inducia una relajacion con el
mismo intervalo de concentraciones (10° a 10° M). Estos datos cuestionan un efecto vasodilatador de MRS2339 y
hacen poco probable que la descarga vascular sea aqui un mecanismo beneficioso.

Ejemplo 5: Aumento de la expresion de receptores P2X, cardiacos endégenos en los ratones CSQ
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Los receptores P2X4 son una subunidad importante de los receptores P2X cardiacos naturales. El nivel de expresion
proteica de este receptor en los corazones WT y CSQ se determiné por inmunotransferencia. Se cargaron cantida-
des idénticas de proteina en cada pista para cada anticuerpo utilizado. Los anticuerpos eran especificos del receptor
P2X4. La autorradiografia era tipica de cuatro experimentos similares. El nivel de receptor P2X, era mayor en los
corazones CSQ que en los WT (P<0,05, prueba t). La Figura 11 mostraba que el nivel de receptores P2X,4 cardiacos
es mayor en los animales CSQ que en los WT (P <0,05). Los datos estan en consonancia con un mayor nivel del
receptor P2X natural en el corazon CSQ y pueden proporcionar una explicacion para la corriente mas elevada esti-
mulada con 2-meSATP en estos miocitos cardiacos defectuosos.

Adicionalmente, los siguientes Ejemplos de Referencia, no de acuerdo con la invencion, ilustran el mecanismo de
mejora de la contractibilidad mediada por el receptor P2X.

Ejemplos de Referencia
Materiales y Métodos Il
Aislamiento de miocitos ventriculares cardiacos de ratén adulto a partir de ratones Tg con receptor P2X4

Los miocitos ventriculares se obtuvieron a partir de ratones Tg P2X4R de tres meses de edad, mediante un procedi-
miento de disociacion enzimatica, tal y como se conoce en la técnica. Los corazones fueron extirpados rapidamente
a partir de ratones que habian sido anestesiados con pentobarbital y tratados con 1000 unidades de heparina. La
aorta se canul6 y el corazén se perfundié en un aparato Langendorff con solucion oxigenada (95% de O./5% de
CO,) exenta de Ca®* (37°C) durante 5 minutos a una velocidad de 2,5 ml/min. La composicion de la solucién era:
NaCl 126 mM, KCI 4,4 mM, MgCl, 1,0 mM, NaHCO3; 18 mM, glucosa 11 mM, HEPES 4 mM y BDM 3 mM (2,3-
butanodiona monoxima) (pH 7,3 ajustado con NaOH). A continuacion, la solucion de perfusion se cambio6 a la que
contenia CaCl; 25 pM vy liberasa (70 pg/ml, Roche Molecular Biochemicals, Inc.) durante 8-10 minutos. Las células
se expusieron a continuacion a un aumento gradual de calcio extracelular desde 0,025, 0,2 y luego 1,0 mM, se deja-
ron sedimentar durante 30 minutos a temperatura ambiente, y finalmente se suspendieron con solucion Tyrode que
contenia: NaCl 135 mM, KCI 5,4 mM, CaCl; 1,0 mM, MgCl; 1,0 mM, HEPES 10 mM y dextrosa 10 mM (pH 7,4 ajus-
tado con NaOH). Los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente (22-23°C) y se completaron 4-6 ho-
ras después del aislamiento de los miocitos.

Estimacion del contenido en Ca®* del reticulo sarcoplasmico (RS)

El contenido en Ca?* del RS se obtuvo a partir de experimentos con cafeina. Este alcaloide no solo libera Ca®" del
RS, sino que también impide su recaptacion. Tres estimulos condicionantes de 300 ms (-80 a +50 mV) a 0,2 Hz se
aplicaron a las células. Dos segundos después del ultimo estimulo, se aplicd cafeina 10 mM rapidamente con una
pipeta de perfusion introducida 50 pm en la célula del ensayo. Con la membrana mantenida a -80 mV, el Ca®' libera-
do por la cafeina induce una gran corriente de entrada a través del |ntercamb|ador Na/Ca. La integracion de esta
corriente de entrada proporciona una estimacion del contenido en Ca®" en el RS. La referencia de la corriente se
definid como la medida a ~2500 ms desde la corriente pico y se utilizé para la integracion de una corriente transito-
ria. Después de una prueba testigo con cafeina, se aplicé 2-meSATP (3 uM) durante 3 minutos y la cafeina se per-
fundié de nuevo rapidamente. Los datos se tomaron solo a partir de aquellas células que se habian podido mantener
durante el periodo testigo, en presencia de 2-meSATP y después del lavado. La corriente de entrada a través del
intercambiador Na/Ca, inducida con cafeina se ha utilizado anteriormente para estimar el contenido en Ca en el RS
en miocitos ventriculares de ratén adulto.

Ligadura de LAD e induccion de un infarto de miocardio

La ligadura de LAD en ratones anestesiados se llevd a cabo usando procedimientos similares a los descritos pre-
viamente en la técnica. Ratones adultos WT (BL6) o Tg P2X4R de 12-14 semanas de edad de ambos sexos fueron
anestesiados con ketamina (100 mg/kg) y xilazina (5 mg/kg) por via intraperitoneal. Bajo un microscopio de disec-
cion, los ratones se colocaron en posicién supina sobre una almohadilla térmica para mantener la temperatura cor-
poral a 37°C. Después de una intubacién endotraqueal, la canula se conectdé a un pequefio ventilador para roedores
(Aparato Hugo Sachs-Harvard, MiniVent Tipo 845, Holliston, MA) con aire ambiente con un volumen sistdlico de 0,3
ml a una velocidad de 160 por min. Se realizdé una toracotomia intercostal izquierda y el infarto de miocardio fue
producido mediante la ligacién de la arteria coronaria descendente anterior con una sutura de nilén de 8-0, 2 mm por
debajo del borde de la auricula izquierda, cerca de la salida de la arteria. La ligacién se consider6 exitosa cuando la
pared anterior izquierda se volvié palida y la ligacion pretendia inducir un infarto con un tamafio del 30-40%. Los
animales se utilizaron de acuerdo con los protocolos aprobados por “Institutional Review Board at University of Con-
necticut School of Medicine”.

Mediciones de la funcién cardiaca intacta, area de la seccion transversal de miocitos, nivel de AMP ciclico y tamafo
del infarto

Diversos parametros de la funcion cardiaca intacta, como la presiéon desarrollada en el ventriculo izquierdo (LVDP),
las tasas de contraccion y relajacion (+dP/dt), se determinaron cuantitativamente usando el modelo de corazén en
funcionamiento como se ha descrito en la técnica. En resumen, la aorta se canuld con un catéter de calibre 20, colo-
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cado aproximadamente 2 mm por encima de la ostia coronaria y una columna de tampon KHS producia una presion
hidrostatica constante de 55 mmHg. La abertura de la vena pulmonar se conecté a través de un catéter PE-50 a un
depodsito de tampon KHS que mantenia un flujo de "retorno venoso" en la auricula izquierda de aproximadamente 5
ml/min en el estado de reposo. La presion desarrollada en el ventriculo izquierdo (LVDP) era la diferencia entre las
presiones LV sistdlica y diastdlica. La frecuencia cardiaca basal se determiné en ausencia de estimulacion.

El area de la seccion transversal de un miocito cardiaco se cuantificé de acuerdo con un método descrito previamen-
te. Las mlcrofotograflas fueron tomadas en la pared ventricular medio-izquierda como se ha descrito anteriormente.
Las imagenes de las células en seccion transversal fueron capturadas con Macrofire® PictureFrame (Optronics,
Goleta, CA) y el area de la seccion transversal se midié con ImageProPIus (MedlaCybernetlcs Silver Spring, MD).
Tipicamente, por cada corazon se determinaron y promediaron 100 areas de seccion transversal.

El AMP ciclico se determiné con un kit de inmunoensayo enzimatico (EIA, kit Direct Biotrak EIA) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. EI método ha sido utilizado para estimar el nivel de AMPc en miocitos ventriculares
cardiacos dispersos de mamifero. Brevemente, miocitos Tg P2X4R de 3 meses se aislaron y se sembraron en una
placa de 96 pocillos recubierta con laminina, a una densidad de 1000 células/pocillo, se equilibré durante 1 hora a
37°C, se incubod con solucion salina tamponada con fosfato (pH = 7,4) o con 2-meSATP 10 uM durante 10 minutos, y
se proceso para la acetilacion y la posterior EIA del AMPc. Los niveles de AMPc se normalizaron con respecto a las
proteinas en cada pocillo individual.

El tamarfio del infarto se cuantificé6 como se conoce en la técnica. Después de la fijacion en formol al 10%, el ven-
triculo izquierdo se cortd en cinco secciones transversales desde el apice hacia la base. Las secciones se incluyeron
en parafina, se cortaron en rodajas de 4 pm y se tifieron con Masson tricrémico para medir el area de fibrosis (mio-
cardio infartado). Las Iongltudes de las superficies endocardlcas y epicardicas infartadas y no infartadas se trazaron
con un analizador de imagenes planimetro (ImageProPIus ). El tamafio del infarto se calculé como la relacion entre
la longitud del infarto y la circunferencia del endocardio y del epicardio.

Ecocardiografia

La ecocardiografia transtoracica se realizd6 empleando un transductor lineal de 30 MHz de acuerdo con las instruc-
ciones del fabricante (Vevo 660 Sistema de formacion de imagenes de alta resolucion de VisualSonics, Toronto,
Canada). Los ratones fueron anestesiados con isoflurano al 1% usando un vaporizador. Se midieron los didmetros
diastdlicos finales del ventriculo izquierdo (LVEDD) y sistdlicos finales del ventriculo izquierdo (LVESD), el grosor de
la pared posterior y septal diastdlico final y sistélico final.

Determinacion del acortamiento de la contraccion y transitorios de calcio en miocitos cardiacos aislados.

El acortamiento de la contraccion de miocitos (CS) por cambios en la longitud del sarcomero y transitorios Ca* se
registré a partir de miocitos aislados individuales, utilizando microscopia invertida de epifluorescencia con el progra-
ma informatico lonoptix y una camara (lonoptix, Milton, MA, EE.UU.). Los miocitos se colocaron en una camara de
perfusion fijados a la platina del microscopio invertido (Zeiss IM). Las células se perfundieron con solucién Tyrode a
25°C. Los miocitos se estimularon con campos con series constantes de estimulos a las frecuencias indicadas. Se
determind la longitud del sarcomero dentro de la ventana determinada por el usuario. El acortamiento de la contrac-
C|on se determiné como la diferencia entre la longitud sistdlica pico y la longitud diastdlica maxima. Los transitorios
Ca®* se midieron utilizando el colorante radiométrico, fura-2 AM. Los miocitos se cargaron con 2 mM de fura-2 AM
durante 20 minutos a 25°C. Las células se separaron de la solucién qzue contenia fura 2-AM mediante sedimentacion
y resuspension en solucion Tyrode exenta de fura-2 que contenia Ca®" 0,1 mM durante 20 minutos para la desesteri-
ficacion. Los transitorios Ca®* se registraron como Ia relacion entre la fluorescencia a 510 nm como respuesta ala
excitacion entre 340 y 380 nm. Los transitorios Ca® se digitalizaron y se analizaron. Los transitorios ca® yla CS se
midieron simultaneamente en los mismos miocitos.

Farmacos y soluciones

2-Metiltioadenosina 5'-trifosfato (2-meSATP) y ATP se obtuvieron a partir de Sigma Chemical Co (St. Louis, MO).
Fura-2 AM se obtuvo de Molecular Probes (Eugene, OR) y se utilizd de acuerdo con las instrucciones del fabricante
para medir la concentracién de calcio intracelular. Las soluciones madre se prepararon en solucion salina tampona-
da con fosfato, pH = 7,4, y se afiadieron a la solucién Tyrode para obtener las concentraciones deseadas. El kit
cyclicAMPc EIA era de GE Healthcare (Piscataway, NJ). La estructura artificial transgénica P2X4R se gener6 subclo-
nando un fragmento Hind Il de 1,8 kb del ADNc del receptor P2X4 humano (hP2X4R) en el sitio Hind 1l del vector de
expresion a-MyHC y se dividié en ratones B6SJL.

Datos

A menos que se indique lo contrario, los datos fueron proporcionados como media + error estandar de la media. Se
utilizé la prueba t de Student para muestras apareadas o no apareadas para evaluar los efectos de las intervencio-
nes experimentales; P <0,05 se consideré como estadisticamente significativa.

Ejemplo 6: El aumento de la contractilidad de los miocitos mediado por el receptor P2X cardiaco se asocia con un
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aumento concomitante de los transitorios de calcio intracelulares

Miocitos cardiacos Tg P2X4R mostraron un aumento significativo del grado de acortamiento de la contraccién (CS)
como respuesta a 2-meSATP extracelular a 0,2, 0,5 y 1,0 Hz (Figura 12) (a 0,2 Hz, basal = 0,087 + 0,011 pym frente
a 2-meSATP = 0,116 £ 0,011 um, p <0,01 prueba t pareada, n = 9 miocitos de 8 ratones; a 1,0 Hz, basal = 0,038 +
0,007 pm frente a 2-meSATP = 0,052 + 0,01 pm, p <0,05). En consonancia con una relacion fuerza-frecuencia nega-
tiva en los miocitos cardiacos adultos murinos, el grado de CS se redujo en condiciones basales y de estimulacion
con 2-meSATP (Figura 13). El aumento mediado por el receptor P2X de la CS estaba asociado con un aumento de
los transitorios de calcio intracelulares, determinado como proporciones de fluorescencia a varias frecuencias de
estimulacion (Figuras 12 y 13) (a 0,2 Hz, proporcion de fluorescencia basal = 0,66 + 0,12 frente a la proporcion en
presencia de 2-meSATP = 0,81 + 0,13, P<0,01, prueba t emparejada, 9 miocitos; a 1,0 Hz, basal = 0,45 + 0,081
frente a 2-meSATP = 0,51 £ 0,08, P<0,05). El grafico del cambio de la fluorescencia de calcio frente al de CS en
ausencia de agonista de P2X, era superponible al grafico obtenido en presencia del agonista (Figura 14). La pen-
diente sin 2-meSATP extracelular (0,21 + 0,036) era similar a la que se obtenia con 2-meSATP (0,20 + 0,02, P> 0,1).
Los datos eran la media + SEM. Los datos sugieren que el aumento inducido por el agonista de la contractilidad de
los miocitos no era debido a un aumento de la sensibilidad al calcio intracelular.

Ejemplo 7: Efecto estimulador de 2-meSATP extracelular sobre el contenido en calcio del RS en miocitos Tg P2X4R

El aumento mediado por el receptor P2X de transitorios de calcio puede ser el resultado de un almacenamiento
mejorado del calcio en el RS durante la activacion del receptor. Para probar esta hipotesis, se utilizd Ivaca de entrada
inducida con cafeina para determinar el contenido en calcio del RS en ausencia y presencia de agonista de P2X. La
Figura 15 mostraba que la presencia de 2-meSATP extracelular causaba un aumento significativo de la corriente de
entrada inducida con cafeina (P <0,05, n = 14 miocitos Tg). El aumento era significativo tanto con la corriente de
entrada Inaica pico (Figura 16) como con la integrada (Figura 17) (P <0,05 frente al nivel testigo basal). El efecto del
agonista del receptor P2X se disip6é después de un lavado. El aumento de la Inaica de entrada mediada con cafeina a
través de 2-meSATP en miocitos Tg P2XsR, no se debia a un incremento de la densidad del intercambiador
Na‘/Ca® en el miocito Tg, ya que las corrientes Inaica pico e integrada en condiciones basales exentas de agonista
en las células TG (-0,66 + -0,08 pA/pF y -1,24 + -0,27 pA *ms/pF respectivamente, n = 14 miocitos) eran similares a
las de las células NTG (-0,66 + -0.09 pA/pF y -1,25 + -0,28 pA *ms/pF, P> 0,1). Ademas, la relacion entre el peso del
corazoén/peso corporal y las areas de seccion transversal de los miocitos cardiacos eran similares en células Tg y
NTG (datos no mostrados). Este hallazgo cuestionaba la posibilidad de que una variacion en el tamafio de los mioci-
tos pudiera haber causado un aumento de la Inaica inducida con cafeina en las células Tg frente a las NTG. El au-
mento de la Inaica inducida con cafeina a través del agonista de P2X, se debe probablemente a una mayor carga del
RS con Ca®* en los miocitos Tg.

El incremento mediado por el receptor P2X de la contractilidad de los miocitos o de transitorios de calcio se produjo
en ausencia de cualquier acumulacion de AMP ciclico (AMPc) en el miocito P2X4R Tg. 2-meSATP no caus6 ningun
aumento en el nivel de AMP ciclico intracelular en las células Tg (basal: 3,97 + 0,33 pmol/mg de proteina frente a 2-
meSATP a 10 pM: 3,18 £ 0,45 pmol/mg, P> 0,1; isoproterenol: 16,6 + 1,53 pmol/mg, p <0,05 frente a basal o 2-
meSATP, n = 12 determinaciones de miocitos de tres ratones Tg). Para la comparacion, 2-meSATP tampoco estimu-
16 ninguna acumulacion de AMPc en los miocitos cardiacos de tipo silvestre (WT) (datos no mostrados). Un estudio
previo mostraba que la activacion del receptor P2X cardiaco natural en las células WT o del receptor P2X4 hiperex-
presado en las células Tg, no estimulaba o inhibia el canal de calcio de tipo L. La falta de cualquier efecto estimula-
dor de 2-meSATP sobre la acumulacién de AMPc es compatible con su falta de estimulacion del canal de calcio tipo
L, dado el conocido efecto del AMPc sobre la actividad de los canales de calcio de tipo L. En conjunto, los datos
mostraron que la activacion del receptor P2X cardiaco puede aumentar la acumulacién de calcio en el RS y el nivel
de calcio intracelular con un estado contractil mejorado del miocito, de una manera independiente del AMPc.

Ejemplo 8: Hiperexpresion especifica cardiaca del receptor P2X, incrementaba la supervivencia después de un infar-
to de miocardio inducido por una ligadura de LAD

La hiperexpresion del receptor P2X, era capaz de prolongar la esperanza de vida y rescatar el modelo de calsecues-
trina de miocardiopatia grave. Este efecto beneficioso se asocié con una mejora mediada por el receptor P2X del
rendimiento cardiaco. Puesto que el receptor P2X cardiaco puede inducir un aumento en el contenido de calcio en el
RS y causar un rendimiento cardiaco mejorado, el receptor puede tener un papel beneficioso generalizado en dife-
rentes modelos de insuficiencia cardiaca. Esta hipotesis es compatible con las observaciones de que los miocitos
cardiacos humanos defectuosos mostraban una disminucion del almacenamiento de calcio en el RS y de que el
restablecimiento de este contenido estaba correlacionado con la recuperacion de la funcién cardiaca durante la im-
plantacién de un dispositivo de asistencia ventricular en los pacientes. Para probar un potencial efecto beneficioso
generalizado de la activacion de P2X4R en la insuficiencia cardiaca, se indujo una cardiopatia isquémica mediada
por la ligadura de LAD en ratones WT y P2X4R Tg. Todos los animales que se recuperaron totalmente de la aneste-
sia y que vivieron durante 24 horas fueron analizados para estudiar la supervivencia. La supervivencia postoperato-
ria se controlé durante 4 meses. La supervivencia postinfarto general mejoré mas significativamente en los ratones
P2X4R Tg que en los ratones WT (Figura 18). Los tamafios del infarto eran similares en los dos grupos (WT: 38 + 2%
de infarto, n = 25 frente a P2X4R Tg: 34 + 1,7%, n = 33, p = 0,12). La mejora de la supervivencia después de un
infarto se debid a una menor incidencia de muerte durante los primeros 7-10 dias después de la ligadura de LAD.
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Ejemplo 9: Mejora del rendimiento cardiaco en ratones P2X4R Tg después de un infarto de miocardio

Para caracterizar adicionalmente el efecto de la hiperexpresion del receptor P2X4 después de un infarto, se examind
la funcion cardiaca en ratones Tg P2X4R con ligadura de LAD. Siete dias después del infarto, los ratones Tg P2X4R
mostraron una presién desarrollada en el ventriculo izquierdo mejorada (LVDP) (Figura 19), +dP/dt (Figura 20) y -
dP/dt (Figura 21) en una preparacion de corazoén aislado en funcionamiento.

El efecto beneficioso de la hiperexpresion del receptor P2X, se asocié con una disminucion de la relacion entre peso
del corazén/peso corporal (Figura 22), asi como un area reducida de la seccion transversal del miocito cardiaco,
medida 7 dias después del infarto de miocardio (area de miocito WT = 191 + 21 umz, SD, n = 18 ratones frente al
area de miocito Tg P2X4R = 142,5 + 27 umz, n = 17 ratones, P<0,0001). Por lo tanto, una mejora de la funcién con-
tractil estaba asociada con una disminucion del nivel de hipertrofia cardiaca a corto plazo, 7 dias después del infarto
de miocardio.

Se investigo si el rendimiento contractil cardiaco se mantenia 2 meses después del infarto. Mediciones ecocardiogra-
ficas se llevaron a cabo para determinar la funcion cardiaca in vivo. Los parametros ecocardiograficos de referencia,
tales como LVIDd y LVIDS (dimension interna del ventriculo izquierdo en diastole y en sistole respectivamente),
LVPW (grosor de la pared posterior ventricular izquierda) e IVS (grosor del septum), eran similares entre animales
Tg P2X4R y NTG (P > 0,1). Las relaciones de referencia entre el peso del corazdon/peso corporal, las areas de sec-
cion transversal de los miocitos cardiacos y las longitudes celulares también eran similares en los ratones Tg frente
a NTG (P> 0,1). Estos datos sugieren un fenotipo cardiaco de referencia normal de los animales Tg P2X4R, lo que
es compatible con los hallazgos anteriores. Sin embargo, la FS medida mediante ecocardiografia era significativa-
mente mayor en corazones Tg (34,3% * 1,5%, n = 8 ratones) que en NTG (29,3% * 1,2%, n = 8, p = 0,02), lo que
indica una funcién contractil sistélica basal mejorada de los ratones Tg.

Dos meses después del infarto, los corazones Tg mostraron un mayor engrosamiento sistolico de LVPW, lo que
representa una region no infartada, que los animales NTG (P <0,05) (Figura 23). Entre los ratones que tenian medi-
ciones ecocardiograficas, el tamafio del infarto era mayor en ratones Tg (39,9 + 2,66, n = 10) que en NTG (30,2
2,4%, n =9, P <0,05). Por lo tanto, a pesar del mayor tamafio del infarto en los animales Tg P2X4R con ligadura de
LAD, los corazones Tg mostraron una mejoria en el engrosamiento sistolico de la LVPW no infartada. La diferencia
absoluta entre la LVIDd y las LVIDs en mm era significativamente mayor en animales Tg que NTG (Figura 24), lo
que refleja un mayor grado de disminucion de la LVID durante la sistole en los corazones Tg P2X4R. Cuando la
fraccion de acortamiento (FS) se normalizaba con el tamario del infarto mediante la obtencién del producto de FS y
el % de infarto, los corazones Tg mostraron un mayor acortamiento normalizado (Figura 25). Finalmente, los corazo-
nes Tg mostraron una LVIDd similar (4,59 + 0,13 mm, n = 10) a la de los ratones NTG (4,46 + 0,12 mm, n =9, P>
0,1) a pesar de que los corazones Tg habian sufrido un infarto mayor. Aunque los corazones Tg P2X4R no mostra-
ron un aumento de la LVDP o +dP/dt, 2 meses después del infarto en un modelo aislado in vitro de corazén en fun-
cionamiento (datos no mostrados), una mejora del rendimiento contractil cardiaco in vivo en corazones Tg postinfar-
to, es consistente con su mayor funcién contractil basal que se conservé después del infarto.

Ejemplo 10: Supervivencia mejorada con MRS2339 después de un infarto de miocardio inducido con ligadura de
LAD

La miocardiopatia isquémica mediada por la ligadura de LAD fue inducida en ratones WT (Figura 26). Dos dias des-
pués del infarto, se trataron 15 ratones con MRS3229 y se trataron 19 ratones con NS (solucién salina normal como
vehiculo testigo). MRS2339 se infundié como una solucién estéril 3 uM, a una tasa de aproximadamente 6 pl por dia
durante 28 dias. En contraste con NS, MRS3229 aumentaba la supervivencia postinfarto hasta mas del 95% hasta
60 dias después del infarto. El protocolo era similar a los descritos anteriormente, excepto que se indujeron infartos
en ratones WT a través de la misma ligadura de LAD y luego fueron tratados con MRS2339 utilizando la misma
dosis y via de administraciéon que en el ejemplo 2. P <0,05 por la prueba de rango logaritmico.

Ejemplo 11: Medicion de las funciones cardiacas en preparaciones de corazén intactas

Después de la inyeccion de heparina a través de vena de la cola (500 U/kg, iv) y la anestesia con nembutal (125
mg/kg para ratas y 150 mg/kg para ratones, ip) por via intraperitoneal, se extirpd el corazén con todos los grandes
vasos y con los pulmones unidos. A continuacion, la aorta se canuld con un catéter de calibre 20, se colocé aproxi-
madamente 2 mm por encima de la ostia coronaria. Segun el método de Langendorff, se inserté un globo de latex
lleno de agua (tamafio n° 3) en el lumen del ventriculo izquierdo a través de la auricula izquierda. El extremo distal
del catéter fijado al globo se conecté a un transductor de presion para medir la presion intraventricular y +dP/dt. El
globo se inflé hasta una presién diastolica mantenida constantemente de 5-7 mmHg. La perfusion retrégrada a tra-
vés de la aorta se llevé a cabo mediante una bomba de perfusidon que mantenia una columna de soluciéon Krebs-
Henseleit (KHS; compuesta, en mM, por NaCl 120, KCI 4,7, CaCl; 2,5, MgS04 1,2, KH,PO4 1,2, EDTA 0,5, NaHCO3
25, piruvato 2 y glucosa 11, pH = 7,4, a continuacion gasificacion con 95% de O, - 5% de CO; a 37°C) para propor-
cionar una presion de perfusion coronaria constante de 65 mmHg. La presion de perfusion coronaria fue confirmada
con un transductor de presion conectado a través de un puerto lateral a la canula de perfusion de la aorta. Los far-
macos se afnadieron en el tampon KHS y se infundieron a través de perfusion retrograda de la arteria coronaria.
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Para el modelo de corazén en funcionamiento, una columna de tampén KHS producia una presion hidrostatica cons-
tante de 65 mmHg (para ratas) o 55 mmHg (para ratones). La abertura de la vena pulmonar estaba conectada a
través de un catéter PE-90 (para ratas) o PE-50 (para ratones) con un depdsito de tampén KHS que mantenia un
flujo de "retorno venoso" en la auricula izquierda de aproximadamente 12 ml/min (rata) o 5 ml/min (ratones) en esta-
do de reposo. El retorno venoso se mantuvo mediante un nivel constante de presion hidrostatica (7-8 mmHg), pro-
duciendo una tasa constante de retorno venoso. A continuacion, el tampéon KHS de entrada se cambié de perfusion
retrégrada a anterégrada y produjo una preparacion de corazén en funcionamiento. El perfundido salia del ventriculo
izquierdo a través de la canula de la aorta, que estaba conectada a la columna aédrtica de tampén KHS con una
presion hidrostatica de 55 mmHg (para ratones) o 65 mm Hg (para ratas). El flujo adrtico era la cantidad de perfundi-
do que salia de la canula adrtica medido en milimetros por minuto. El flujo coronario, en milimetros por minuto, se
recogio a través de la abertura de la arteria pulmonar. La suma del flujo aértico y del flujo coronario era el gasto
cardiaco. Un catéter de calibre 23 se inserté en el ventriculo izquierdo y su extremo distal se conecté con un trans-
ductor de presion para registrar las presiones ventriculares izquierdas y +dP/dt. La presion desarrollada en el ven-
triculo izquierdo (LVDP) era la diferencia entre la presion LV sistdlica y diastolica. Un puerto lateral del depdsito
permitia la infusién directa del agonista beta-adrenérgico, isoproterenol o del agonista del receptor P2X, 2-meSATP,
en el tampdén KHS que entraba en el ventriculo izquierdo a través de la auricula izquierda, que luego entraba en la
circulacién coronaria después de la expulsion en la aorta del liquido de perfusién que contenia el farmaco en la aor-
ta.

Los registros de la presion se canalizaron desde amplificadores que se habian calibrado previamente mediante un
simulador/calibrador transductor (Ken Scientific Corp., Litchfield, CT). Las sefiales se digitalizaron a continuacion, a
través de una tarjeta de interfaz PCM-DAS 16S/330 (Computer Boards, Inc., Mansfield, MA), que proporcionaba un
alto nivel de rendimiento con canales de entrada analdgicos y canales digitales. Los datos se analizaron mediante
programas informaticos (Workbench para Windows+, Kent Scientific Corp) disefiados para un ordenador compatible
con IBM (Dell). Las sefiales amplificadas y digitalizadas de los transductores se mostraban y analizaban constante-
mente. La adquisicion de datos, la visualizacion de la sefial (presiones LV, +dP/dt, frecuencia cardiaca), y los pro-
gramas de analisis de datos se realizaron simultaneamente desde el disco duro del ordenador. Los puntos de datos
en cada estado basal y durante la infusion de cada concentracion de farmaco, se resumieron como medias + SE.
Los datos obtenidos con y sin farmaco se analizaron mediante la prueba t pareada para estudiar posibles diferencias
estadisticamente significativas. Al comparar los efectos entre los grupos tratados con dos agonistas diferentes o en
diferentes estados, se utilizd la prueba t no apareada.

Los datos se obtuvieron para los corazones de raton CSQ (Figura 27) y WT (Figura 28). MRS2339 aumentaba
+dP/dt en los corazones CSQ y WT. Se espera que los derivados N-metanocarba de AMP, tales como MRS2339
también incrementen -dP/dt, ya que muchos compuestos que incrementan +dP/dt también aumentan la -dP/dt.

Ejemplo 12: El metoprolol incrementa la esperanza de vida en ratones transgénicos binarios receptor P2X4/CSQ

El metoprolol, un bloqueador de los receptores beta-adrenérgicos, se disolvié en agua potable a una concentracion
de 2 mg/ml. Ratones transgénicos binarios receptor P2X4/CSQ fueron alimentados con agua potable normal (n = 8
ratones) o agua potable que contenia metoprolol (n = 8 ratones) (Figura 29). Los ratones tratados con metoprolol
mostraron una esperanza de vida media de 491 dias, mientras que los ratones tratados con agua potable normal
tenian una esperanza de vida media de 231 dias. La prueba de rango logaritmico mostré que la diferencia en la
supervivencia era altamente significativa con P = 0,0028. Debido a que la hiperexpresion de los receptores P2X,
rescataba los ratones calsecuestrina de una manera similar a MRS2339, la administracion de un bloqueador beta tal
como metoprolol con MRS2339 u otro agonista de los receptores P2X, debe aumentar sinérgicamente la esperanza
de vida.

Se ha observado en este documento que los derivados N-metanocarba de AMP son agonistas de los receptores
P2X, y no de los receptores P2Y como se creia anteriormente. El derivado N-metanocarba de AMP conocido como
MRS2339, es util en el tratamiento de la hipertrofia cardiaca y es particularmente ventajoso ya que puede mejorar el
rendimiento contractil cardiaco, aumentar la supervivencia, funcionar de una manera independiente del AMP ciclico.

El término "o" significa "y/0". Las expresiones "que comprende”, "que tiene", "que incluye" y "que contiene" han de
ser consideradas como expresiones abiertas (es decir, que significan "que incluye, pero no limitado a"). La enumera-
cioén de intervalos de valores pretende servir simplemente como un método abreviado para referirse individualmente
a cada valor por separado que esta dentro del intervalo, a menos que se indique lo contrario en el presente docu-
mento, y cada valor por separado se incorpora en la memoria descriptiva como si fuera enumerado individualmente
en el presente documento. Los valores maximos o minimos de todos los intervalos se incluyen dentro del intervalo y
de forma independiente combinable. Todos los métodos descritos en este documento se pueden realizar en un or-
den adecuado a menos que se indique lo contrario en este documento, o se contradiga claramente por el contexto.
El uso de cualquiera y de todos los ejemplos, o del lenguaje ejemplar (por ejemplo, "tal como"), esta destinado uni-
camente a ilustrar mejor la invencion y no plantea una limitacion del alcance de la invencion, a menos que se reivin-
dique lo contrario. Ninguna expresion en la memoria descriptiva deberia interpretarse como una indicacion de cual-
quier elemento no reivindicado como esencial para la puesta en practica de la invencién, tal como se utiliza en el
presente documento.
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Los compuestos quimicos se describen utilizando la nomenclatura convencional. A menos que se defina lo contrario,
todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el mismo significado que el que entiende
comunmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion.

Todas las formas (por ejemplo, solvatos, isémeros 6pticos, formas enantiomeras, polimorfos, compuestos y sales
libres) de un agente activo se pueden emplear solas o en combinacion.

"Sales farmacéuticamente aceptables” incluye derivados de los compuestos descritos en los que el compuesto origi-
nal se modifica volviéndolo inorganico y organico, no toxico, sales de adicion de acido o base de los mismos. Las
sales de los presentes compuestos se pueden sintetizar a partir de un compuesto original que contiene un resto
basico o acido mediante métodos quimicos convencionales. Generalmente, tales sales se pueden preparar haciendo
reaccionar formas acidas libres de estos compuestos con una cantidad estequiométrica de la base apropiada (tal
como hidréxido, carbonato o bicarbonato de Na, Ca, Mg o K), o haciendo reaccionar las formas basicas libres de
estos compuestos con una cantidad estequiométrica del acido apropiado. Tales reacciones se llevan a cabo tipica-
mente en agua o en un disolvente organico, o en una mezcla de los dos. Generalmente, se prefieren medios no
acuosos como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo, cuando sea posible. Las sales de los presen-
tes compuestos incluyen ademas solvatos de los compuestos y de las sales de los compuestos.

Ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen, sales acidas minerales u organicas de residuos basicos
tales como aminas; y sales alcalinas u organicas de residuos acidos tales como acidos carboxilicos. Las sales far-
macéuticamente aceptables incluyen las sales no téxicas convencionales y las sales de amonio cuaternario del
compuesto original formadas, por ejemplo, a partir de acidos inorganicos u organicos no téxicos. Por ejemplo, las
sales de acido no téxicas convencionales incluyen las obtenidas a partir de acidos inorganicos tales como clorhidri-
co, bromhidrico, sulfarico, sulfamico, fosférico y nitrico; y las sales preparadas a partir de acidos organicos tales
como acético, propidnico, succinico, glicélico, estearico, lactico, malico, tartarico, citrico, ascorbico, pamoico, malei-
co, hidroximaleico, fenilacético, glutamico, benzoico, salicilico, mesilico, esilico, besilico, sulfanilico, 2-
acetoxibenzoico, fumarico, toluensulfonico, metanosulfénico, etano disulfénico, oxalico, isetidonico, HOOC-(CHa).-
COOH en donde n es 0-4. Listas de sales adecuadas adicionales pueden encontrarse, por ejemplo, en Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 172 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa., pag. 1418 (1985).

Se pueden realizar muchas modificaciones para adaptar una situacién o material particular a las ensefianzas de la
invencion sin apartarse del alcance esencial de la misma. Sin embargo, la invencion incluira todas las realizaciones
que caen dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un medicamento para emplear en el tratamiento de un sujeto mamifero que requiere tratamiento de una
hipertrofia cardiaca, que comprende

una cantidad de un derivado N-metanocarba de AMP de formula

A— “ay,
© © on
HO/ \oH
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I

eficaz para el tratamiento de la hipertrofia cardiaca.

2. Uso de un derivado N-metanocarba de AMP de férmula

\'U

g
@]
I

Ol
I

en la preparacion de un medicamento para uso en el tratamiento de un sujeto mamifero que requiere tratamiento de
una hipertrofia cardiaca.
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Figura 14
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Figura 22
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Figura 27
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- Figura 29
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