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DESCRIPCION
Procedimientos y composiciones para el tratamiento d e afecciones miocardicas
Campo técnico

La presente invencién se refiere a procedimientos para el tratamiento de afecciones caracterizadas por anomalias de
niveles idnicos en células miocardicas, tales como iones Na*, K* y ca®. La presente invencion también se refiere a
procedimientos de tratamiento de insuficiencia cardiaca e hipertrofia miocardica. La invencidon también se refiere a
compuestos y composiciones Utiles en el tratamiento de mamiferos, en particular, seres humanos, que tienen una
afeccion caracterizada por anomalias de niveles i6nicos en células miocardicas, tales como iones Na*, K’ y ca®',
incluyendo insuficiencia cardiaca e hipertrofia miocardica.

Antecedentes

Existen varias afecciones que afectan a seres humanos y otros animales que se caracterizan por anomalias de
niveles i6nicos en células miocardicas, tales como iones Na“, K"y Ca®". Dichas afecciones incluyen insuficiencia
cardiaca, hipertrofia miocardica y miocardiopatia hipertrofica.

En los paises industrializados, la prevalencia de la insuficiencia cardiaca sintomatica es de aproximadamente un
2 %. En los Estados Unidos ~5 millones de personas estan tratadas para esto, y se estima que 50-60 millones de
americanos (~20 %) estan en riesgo de desarrollar insuficiencia cardiaca (Gheorghiade et al., 2003). Este grupo
incluye personas que padecen una 0 mas de las principales causas de desarrollo de insuficiencia cardiaca, es decir,
arteriopatia coronaria, diabetes, hipertensién o valvulopatia.

La insuficiencia cardiaca (HF), o insuficiencia cardiaca congestiva, representa un sindrome clinico complejo
caracterizado por anomalias de la funcion ventricular izquierda y regulacion neurohormonal. En términos generales,
es una afeccion caracterizada por una reduccion en la capacidad de bombeo del corazén, que compromete altera la
perfusion del cuerpo, de forma inicial tipicamente durante el esfuerzo, y con un empeoramiento de la HF también en
reposo. La reduccion en la capacidad de bombeo se puede deber a una reduccién en la fuerza contractil del misculo
cardiaco, el miocardio (insuficiencia sistolica), o debido al rellenado alterado del corazén, es decir, relajacion
miocardica alterada (insuficiencia diastolica). La HF se desarrolla debido a un amplio espectro de factores etioldgicos
y fisiopatol6gicos y varia considerablemente en el cuadro clinico inicial.

En general, los sintomas observados en la HF son disnea de esfuerzo, molestias toracicas, ortopnea, reduccion de
la capacidad de ejercicio, retencién de liquidos que provocan la ganancia de peso, anorexia y nauseas, cansancio y
debilidad, y en sintomas del sistema nervioso central en fases avanzadas, caquexia y reduccién en la longevidad.
Sin embargo, incluso una disminucién grave en la funcion de bombeo puede estar asociada con ninguno o sélo
pocos sintomas.

Las anomalias neurchormonales caracteristicas de la HF incluyen aumento en los niveles séricos y tisulares de
angiotensina |l, catecolaminas, en particular norepinefrina (noradrenalina), aldosterona, endotelina y péptidos
natriuréticos. Abordar estas anomalias ha sido el fundamento de ensayos clinicos de tratamiento farmacolégico. Los
farmacos que antagonizan el efecto de la angiotensina Il (bloqueantes del receptor) o que evitan su sintesis,
inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA), antagonistas de la aldosterona y bloqueantes de p-
adrenorreceptores reducen significativamente la morbilidad y la mortalidad en la HF. Los ensayos de bloqueantes de
receptores de la endotelina y de farmacos disefiados para elevar los niveles de péptidos natriuréticos no han
mostrado beneficios.

En la hipertrofia miocardica, el incremento en la masa ventricular es analogo a la hipertrofia miocitaria, es decir, un
incremento en el tamafio de las células del corazon. Clinicamente, la hipertrofia miocardica a menudo se diagnostica
por electrocardiografia o por ecocardiografia que muestra un incremento en el grosor de la pared ventricular. Sin
embargo, si el corazon, también esta dilatado, la hipertrofia se puede presentar con paredes ventriculares normales
o incluso finas. Con mayor frecuencia, la hipertrofia se desarrolla como un mecanismo de compensacion que ayuda
a que el corazdn haga frente a un incremento en la carga de trabajo, por ejemplo, debido a valvulopatia o
hipertensién arterial. La hipertrofia miocardica también se puede desarrollar debido a anomalias en los genes que
codifican las proteinas contractiles en el miocito (Bundgaard et al., 1999). Esta entidad patoldgica esta asociada con
una morbilidad considerable y una alta tasa de mortalidad.

En un reciente metanalisis de las implicaciones de pronéstico de hipertrofia miocardica, Vakili et al. (2001) informo
de que la hipertrofia miocardica predice de forma consistente un alto riesgo de morbilidad asi como de mortalidad,
independientemente de las covariables examinadas, sin una clara diferencia con relaciéon a la raza, presencia o
ausencia de hipertensién o coronariopatia, o entre muestras clinicas y epidemiol6gicas. Estos resultados aclaran la
fuerte relacién entre la hipertrofia ventricular y los resultados adversos y destacan la importancia clinica de su
deteccion. Un metanalisis de los resultados de la atencion médica de esta afeccion concluy6 que la regresion de la
hipertrofia ventricular izquierda durante el tratamiento antihipertensivo esta asociada con una marcada reduccion en
el riesgo de enfermedad cardiovascular posterior (Verdecchia et al, 2003).
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El documento WO 02/094820 se refiere a sales cristalinas de 2-(4-{2-[2-hidroxi-3-(2-tiofen-2-il-fenoxi)-propilamino]-2-
metil-propil}-fenoxi)-nicotinonitrilo. Las sales del documento WO 02/094820 se describen como agonistas de
receptores adrenérgicos beta 3 que pueden incrementar la lipdlisis y el gasto cal6rico en las células y, por lo tanto,
son Utiles, por ejemplo, para tratar la diabetes de tipo 2 y/o la obesidad.

De acuerdo con el documento US 2004/053852, la desensibilizacién de receptores que controlan la enfermedad se
previene inhibiendo las proteinas cinasas G receptoras. Esto tiene aplicabilidad, por ejemplo, para pacientes con
insuficiencia cardiaca o con un dispositivo cardiaco ventricular izquierdo o una bomba cardiaca después de una
intervencion quirdrgica o a punto de someterse a una intervencion quirdrgica y con un alto riesgo de sufrir una
complicacién cardiaca o con opiaceos o adictos a opiaceos o con fibrosis quistica o artritis reumatoide.

El documento WO 00/18389 describe un procedimiento de uso de un agonista de receptores adrenérgicos beta 2
que activa de forma selectiva las proteinas GS en el tratamiento de cardiovasculopatias. Mas en particular, el
documento WO 00/18389 describe un procedimiento de uso de fenoterol o una sal de adiciéon de acido del mismo
para activar las beta 2AR proteinas GS de forma selectiva en el tratamiento de insuficiencia cardiaca aguda,
insuficiencia cardiaca crénica, envejecimiento cardiaco y similares.

El documento WO 02/087508 describe nebivolol nitrosado y/o nitrosilado, metabolitos nitrosados y/o nitrosilados de
nebivolol y composiciones que comprenden al menos un nebivolol nitrosado y/o nitrosilado y/o al menos un
metabolito nitrosado y/o nitrosilado de nebivolol, y opcionalmente, al menos un dador de éxido nitrico y/o al menos
un antioxidante o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y/o al menos un compuesto usado para tratar una
cardiovasculopatia 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y/o al menos un compuesto nitrosado usado
para tratar cardiovasculopatias.

Acoplamiento de excitacidn-contraccién en el corazé n

En respuesta a la accion cardiaca, los iones ca* potenciales entran en la célula desde el exterior y "desencadenan”
la liberacion de Ca®* desde el reticulo sarcoplasmico (RS). EI Ca®* interacciona con proteinas contractiles de la
célula e inicia la contraccion del corazon.

La relajacion del corazén depende de la retirada de ca”. Esto se produce por la recaptacion de ca’" enel RS y por
la extrusién a través de la membrana celular. La extrusién de Ca®* a través de la membrana celular se produce
principalmente por medio de un mecanismo de intercambio que transporta ca’®" fuera en intercambio por Na™ que se
transportan dentro.

Las anomalias en la conduccién celular de Ca®* durante el acoplamiento de excitacién-contraccion estan implicadas
en la patogenia de HF e hipertrofia miocardica. El aumento en los niveles intracelulares de Na* en HF e hiEertrofia
miocardica esta asociado con una disminucion en la fuerza motriz electroquimica que extrude el Ca®" en el
intercambio por Na®. Los niveles altos de Na* también pueden ser responsables de las anomalias en la contraccion.

El transporte "en subida" de los iones de ca®" fuera de las células, contra su gradiente electroquimico, depende de
la energia almacenada en un gradiente electroquimico dirigido opuestamente para Na’. El gradiente de Na*
transmembranario, a su vez, se mantiene por la bomba Na'-K", la tnica ruta exportadora para Na‘. La bomba
transporta 3 iones de Na' fuera de las células en intercambio por 2 iones K* que se transportan dentro.

La mortalidad en la HF es extremadamente alta y se incrementa con la edad y comorbilidades. En un estudio de
38.000 pacientes con una primera hospitalizacion por HF, la mortalidad en un afio fue de un 33,1 % (Jong P et al,
2002). La mortalidad en 5 afios global para todos los pacientes después de que se establezca el diagndstico de HF,
es de un ~50 %. A pesar de un progreso marcado en la atencién farmacoldgica de HF, la mortalidad en 5 afios sélo
ha bajado de un 60-70 % en el periodo de 1950-1969 a un 50-60 % en el periodo de 1990-1999 (Levy D, 2002). Por
tanto, la morbilidad y la mortalidad, todavia son muy altas en la insuficiencia cardiaca a pesar de la administracion de
farmacos disponibles en la actualidad con probada eficacia.

Al igual que para la situacidn con insuficiencia cardiaca, mientras que existen tratamientos disponibles para otras
afecciones caracterizadas por anomalias de los niveles ionicos celulares, cada uno de los tratamientos disponibles
sufre una o mas desventajas y se beneficiaria de la disponibilidad de procedimientos de tratamiento mejorados.

En consecuencia, existe una necesidad de mejora en los procedimientos para el tratamiento de afecciones
caracterizadas por anomalias de niveles idnicos en células miocardicas, en particular anomalias celulares de iones
Na*, K* o Ca®*. En un enfoque particular, existe una necesidad de mejora en los procedimientos para el tratamiento
de HF e hipertrofia miocardica, y una mejora en los agentes y regimenes de tratamiento para la HF e hipertrofia
miocérdica.

Sumario de la invencion

La presente invencidn tiene como objetivo proporcionar una mejora en las composiciones para su uso en el
tratamiento de afecciones caracterizadas Por anomalias de niveles i6nicos de células miocardicas, en particular
anomalias celulares de iones Na*, K" o Ca”™* y asi aliviar sustancialmente las carencias de los tratamientos actuales



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2543 836 T3

para dichas afecciones. En particular, la presente invencidn tiene como objetivo proporcionar una mejora en las
composiciones para su uso en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca sintomatica y asi aliviar sustancialmente las
carencias de los tratamientos actuales.

La presente invencién se basa en el sorprendente descubrimiento por los inventores de que un receptor de
superficie celular miocardica, el adrenorreceptor B3, activa la bomba Na*-K* de membrana y esta asociado con la
extrusion de Na® de las células miocardicas.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona una composicion que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de uno o mas agonistas selectivos del adrenorreceptor 33 que tienen actividad estimuladora
preferencial hacia el adrenorreceptor 33 para su uso en el tratamiento de un ser humano que padece insuficiencia
cardiaca sintomatica, el uso, comprendiendo el uso ademas el uso de uno o mas bloqueantes 3.

También se describe en el presente documento un procedimiento para el tratamiento de un individuo que padece
insuficiencia cardiaca sintomatica, comprendiendo dicho procedimiento administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz de uno o mas agonistas selectivos del adrenorreceptor B3, que tienen actividad estimuladora preferencial
hacia el adrenorreceptor B3, para dicho individuo, comprendiendo ademas el procedimiento administrar uno o mas 3
bloqueantes a dicho individuo.

El individuo puede ser un individuo que padezca uno o mas sintomas clinicos de insuficiencia cardiaca sintomatica.

En un aspecto especifico de la invencion, el agonista selectivo del adrenorreceptor B3 se selecciona de grupos de
agonistas del adrenorreceptor 3 ariletanolaminas, ariloxipropanolaminas, trimetoquinoles.

En un aspecto especifico de la invencién, el agonista selectivo del adrenorreceptor $3 se puede seleccionar del
grupo que consiste en BRL37344, N-5984, (R)-N-[4-[2-[[2-hidroxi-2-(piridin-3-il)etillamino]etil]fenil]-4-[4-(4-trifluoro-
metilfenil)tiazol-2-illbencenosulfonamida  (L-796568), (R)-N-[4-[2-[[2-hidroxi-2-(3-piridinil)-etillamino]etil]fenil]-1-(4-
octiltiazol-2-il)-5-indolinsulfonamida (L-755507), L-770,644, L-766,892, L-757,793, LY-377604, SR 58611 A, y series
de agonistas beta 3 2-(3-indolil) alquilamino-1-1(3-clorofenil)etanoles.

En un aspecto especifico de la invencion, el agonista selectivo del adrenorreceptor Bz comprende ademas actividad
antagonista ;.

En un aspecto especifico de la invencion, el agonista selectivo del adrenorreceptor Bz comprende ademas actividad
antagonista 2.

En un aspecto especifico de la invencion, el B bloqueante es un antagonista del adrenorreceptor f3;.

En un aspecto especifico de la invencién, el B bloqueante se puede administrar a dicho individuo antes de,
simultaneamente con o después de la administracién del uno o mas agonistas selectivos del adrenorreceptor f3s.

El procedimiento puede comprender estabilizar al menos parcialmente a dicho individuo antes de la administracion
de dicho agonista selectivo del adrenorreceptor (.

El procedimiento puede comprender el comienzo de un agonista selectivo de adrenorreceptor Bz como enfoque
farmacolégico inicial en el tratamiento.

Dicha estabilizacién puede comprender el tratamiento con uno 0 mas compuestos seleccionados del grupo que
consiste en inhibidores de la ECA, antagonistas de la aldosterona y antagonistas del adrenorreceptor .

También se describe en el presente documento el uso de uno o mas agonistas selectivos del adrenorreceptor 3z que
tienen actividad estimuladora preferencial hacia el adrenorreceptor B3 en la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de un individuo que padece insuficiencia cardiaca sintomatica, que comprende ademas el uso de uno o
mas [ bloqueantes.

También se describe en el presente documento uno o mas agonistas selectivos del adrenorreceptor 3 que tienen
actividad estimuladora preferencial hacia el adrenorreceptor 8z para su uso en el tratamiento de un individuo que
padece insuficiencia cardiaca sintomatica, comprendiendo el uso ademas el uso de uno o mas 8 bloqueantes.

Se describe ademas en el presente documento una composicidon farmacéutica para su uso en el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca sintomatica, comprendiendo la composicibn uno o0 mas agonistas selectivos del
adrenorreceptor B3 que tienen actividad estimuladora preferencial hacia el adrenorreceptor B3 junto con uno o mas
adyuvantes, excipientes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables, comprendiendo el uso ademas el uso de uno
0 mas B bloqueantes.

La composicion farmacéutica puede comprender uno o mas agonistas selectivos del adrenorreceptor 33 y uno o mas
antagonistas del adrenorreceptor B1 y/o B2, junto con uno o mas adyuvantes, excipientes y/o vehiculos
farmacéuticamente aceptables.
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También se describe un procedimiento para la extrusién de Na* de una célula o células miocardicas, comprendiendo
el procedimiento poner en contacto dicha(s) célula(s) con uno o mas agonistas selectivos del adrenorreceptor (3. El
procedimiento puede comprender la estimulacion con una bomba Na, K. El procedimiento puede ser un
procedimiento in vitro o in vivo.

Definiciones

El término "cantidad terapéuticamente eficaz", como se usa en el presente documento incluye dentro de su
significado una cantidad suficiente pero no téxica de un compuesto o composicién para su uso en la invencion para
proporcionar el efecto terapéutico deseado. La cantidad exacta requerida variard de un sujeto a otro dependiendo de
factores tales como la especie que se trata, la edad y estado general del sujeto, comorbilidades, la gravedad de la
afeccion que se trata, el agente particular que se administra y el modo de administracion y asi sucesivamente. Por
tanto, no es posible especificar una "cantidad eficaz" exacta. Sin embargo, para cualquier caso dado, una "cantidad
eficaz" apropiada se puede determinar por un experto en la técnica usando solo procedimientos rutinarios.

En el contexto de esta memoria descriptiva, la clase general de receptores conocida como "adrenorreceptores beta
(B)" es relevante. En este contexto, se entiende que "adrenorreceptor beta" o "adrenorreceptor B" tienen su
significado estandar en la técnica que, establecido en general, incluye adrenorreceptores (31, adrenorreceptores (32,
adrenorreceptores 3, que son receptores para catecolaminas en circulacion (adrenalina y noradrenalina y derivados
de las mismas).

De forma similar, se entendera que el término "adrenorreceptores 3" tiene su significado habitual en la técnica que,
establecido en general, incluye receptores conocidos por terminologias alternativas que incluyen adrenorreceptor 3
atipico, receptor de adrenorreceptores {33, receptor adrenérgico B3 y receptor de adrenalina fs.

En el contexto de esta memoria descriptiva, un agonista es cualquier sustancia, agente o farmaco que estimule la
actividad fisiolégica de un receptor celular que, normalmente, se puede estimular por una sustancia reguladora
natural o endégena. Se debe entender que, en el contexto de esta memoria descriptiva, el término "agonista" incluye
agonistas parciales en los que la sustancia, agente o farmaco puede ser solo parcialmente tan eficaz como una
sustancia reguladora enddgena. Se entendera que, en el contexto de esta memoria descriptiva, el término "agonista"
incluye cualquier sustancia, agente o farmaco que actla directamente sobre un receptor, incluyendo los que tienen
afinidad por un receptor, y cualquier sustancia, agente o farmaco, que puede actuar indirectamente sobre un
receptor, tal como a través de una o mas sustancias intermedias o rutas, para estimular la actividad del receptor.

En el contexto de esta memoria descriptiva, el término "agonista de Bs" y "agonista del adrenorreceptor B3" incluye
dentro de su alcance cualquier agente que pueda activar un adrenorreceptor 33, en particular cualquier agente que
pueda activar un adrenorreceptor 3 humano.

En el contexto de esta memoria descriptiva, el término "selectivo”, cuando se usa en el contexto de un agonista del
adrenorreceptor 3 o antagonista del adrenorreceptor B3, quiere decir que el agonista o antagonista tiene actividad
preferencial, pero no necesariamente Unica, hacia uno o mas de los adrenorreceptores 1 B2 0 Bs. Por ejemplo, un
agonista selectivo del adrenorreceptor B3 tiene una actividad estimuladora preferencial el adrenorreceptor 3. Por
ejemplo, un antagonista selectivo del adrenorreceptor 1 tiene efecto inhibidor preferencial hacia el adrenorreceptor
B1.

En el contexto de esta memoria descriptiva, el término "B bloqueante" quiere decir cualquier sustancia, agente o
farmaco que tiene actividad inhibidora o antagonista hacia un adrenorreceptor 1 y/o un adrenorreceptor 3.

En el contexto de esta memoria descriptiva, "insuficiencia cardiaca" (HF) incluye insuficiencia cardiaca tanto crénica
como aguda. Por tanto, por ejemplo, se espera que el procedimiento de la invencion sea adecuado para el
tratamiento de una insuficiencia cardiaca crénica y para el tratamiento de insuficiencia cardiaca aguda. También se
entendera que, en el contexto de la presente memoria descriptiva, el término "insuficiencia cardiaca" incluye
insuficiencia cardiaca sintomatica e insuficiencia cardiaca asintomatica, y por lo tanto incluye la susceptibilidad a
insuficiencia cardiaca aguda o crénica. También se entendera que, en el contexto de esta memoria descriptiva, el
término "insuficiencia cardiaca" incluye insuficiencia cardiaca sist6lica e insuficiencia cardiaca diastolica.

En el contexto de esta memoria descriptiva, el término "paciente" incluye seres humanos e individuos de cualquier
especie de importancia social, econémica o de investigacion, incluyendo pero sin limitarse a miembros del género
ovino, bovino, equino, porcino, felino, canino, primates, roedores.

En el contexto de esta memoria descriptiva, el término "combinado con" y términos similares tales como
"conjuntamente con" cuando se usan con relacién a un régimen terapéutico quieren decir que cada uno de los
farmacos y otros agentes terapéuticos, tales como agonistas y antagonistas, se usan en el tratamiento de un
individuo y que cada uno de los farmacos y otros agentes terapéuticos en el régimen terapéutico "combinado” se
pueden administrar al individuo simultdneamente con uno o mas de los otros agentes en el régimen terapéutico, o se
puede administrar a un individuo en un momento diferente a uno o mas de otros agentes en el régimen terapéutico.
Esto es, el término "combinado con" y términos similares tales como "conjuntamente con" cuando se usan con
relacién a un régimen terapéutico pueden querer decir que uno cualquiera o mas de los farmacos u otros agentes se
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pueden combinar fisicamente antes de su administracién al paciente, y se entendera que el término también incluye
la administracion de los uno o0 mas farmacos y otros agentes terapéuticos como agentes separados no en
combinacion fisica anterior.

En el contexto de esta memoria descriptiva, el término "que comprende" quiere decir "incluyendo principalmente,
pero no de forma necesariamente Unica". Ademas, las variaciones de la palabra "comprendiendo”, tales como
"comprenden" y "comprende", tienen de forma correspondiente significados variados.

Abreviaturas

En el contexto de esta memoria descriptiva, "HF" es una abreviatura para insuficiencia cardiaca.

En el contexto de esta memoria descriptiva, "SR" es una abreviatura para reticulo sarcoplasmico.

En el contexto de esta memoria descriptiva, "CHF" es una abreviatura para insuficiencia cardiaca congestiva.
En el contexto de esta memoria descriptiva, "LV" es una abreviatura para ventricular izquierda.

En el contexto de esta memoria descriptiva, "Ip" es una abreviatura para la corriente transmembranosa celular
medible generada por la bomba Na,K en situaciones experimentales usando una técnica de pinzamiento zonal de
membrana.

En el contexto de esta memoria descriptiva, "NMG.CI" es una abreviatura para N-metil-D-glucamina.

En el contexto de esta memoria descriptiva, "ESPVR" es una abreviatura para la relacion de presion-volumen
telesistdlica ventricular izquierda.

En el contexto de esta memoria descriptiva, "PKA" es una abreviatura para proteina cinasa activada por cCAMP.

En el contexto de esta memoria descriptiva, "H-89" es una abreviatura para el diclorhidrato de (N-[2-(p-
bromocinnamilamino)etil]-5-isoquinolinsulfonamida.

Leyendas de las figuras

La figura 1 demuestra los efectos del agonista selectivo del adrenorreceptor B3 BRL 37344 sobre la corriente
mediada por la bomba Na,K miocardica a concentraciones de agonista de 1 nM, 10 nM y 100 nM.

La figura 2 demuestra los efectos del agonista selectivo del adrenorreceptor 33 BRL 37344 sobre la corriente
mediada por la bomba Na,K miocardica a una concentracion de agonista de 100 nM en ausencia y presencia del
bloqueante B1/B2 nadolol a 1 uM.

La figura 3 demuestra los efectos del agonista selectivo del adrenorreceptor 33 BRL 37344 sobre la corriente
mediada por la bomba Na,K miocardica a una concentracién de agonista de 10 nM en ausencia de Na" extracelular
(NaCl se reemplaza por NMG.CI).

La figura 4 demuestra los efectos de la catecolamina natural, noradrenalina (NA), en corriente mediada por la
bomba Na,K miocardica a una concentracion de agonista de 10 nM en ausencia y presencia de nadolol (1 uM; un
blogueante B1/B.) y en ausencia y presencia de H-89 (0,5 uM; un inhibidor de PKA).

La figura 5 demuestra los efectos de la activacion selectiva de la ruta de mensajero intracelular acoplada al
adrenérgico B1/B2, PKA, usando el analogo de cAMP 6-Bnz-cAMP (100 uM) en ausencia y presencia de H-89 (0,5
(UM).

La figura 6 demuestra los efectos de la administracion de BRL 37344 en el modelo de insuficiencia cardiaca de
oveja (Huang et al., 2004), antes y después de la induccion de insuficiencia cardiaca, usando la relaciéon de presién-
volumen telesistolica ventricular izquierda (ESPVR) como un indice de rendimiento cardiaco.

Descripcion detallada de la invencion y mejor modo

La invencion se describira ahora con mas detalle, incluyendo, a modo de ilustracién, con respecto a los ejemplos que
siguen.

La presente invencion es un enfoque farmacolégico completamente nuevo para la atencién a los pacientes, en
especial pacientes humanos, con afecciones caracterizadas por anomalias de niveles i6nicos de células
miocéardicas, en particular anomalias de iones Na', K* o ca®" celulares. La presente invencién proporciona un
enfoque farmacolégico completamente nuevo para la atencién a los pacientes con insuficiencia cardiaca sintomatica
(HF).

La invencién se basa en el sorprendente descubrimiento de los inventores de que un receptor de superficie celular
miocérdica, el adrenorreceptor Bs, activa la bomba Na*-K* de membrana para extrudir el Na* de las células. Puesto
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que el Na" miocitario cardiaco esta implicado en la fisiopatologia de insuficiencia cardiaca, el descubrimiento permite
un disefio racional de un nuevo enfoque farmacolégico para el tratamiento de HF usando farmacos activadores de
adrenorreceptores (3 (agonistas de [33).

Todas las células, incluyendo los miocitos cardiacos, se caracterizan por una diferencia en el potencial eléctrico
entre el interior de la célula y el exterior, separada por la membrana celular. La membrana celular en los miocitos
cardiacos se denomina sarcolema. Durante los ciclos cardiacos, el potencial de membrana se somete a cambios
ciclicos cambiando de forma transitoria el interior de un potencial negativo en el estado de reposo a un potencial
positivo. Este cambio en el potencial de membrana se denomina potencial de accion cardiaca. Los acontecimientos
durante el potencial de accion cardiaca son cruciales para la contraccién miocitaria y, por tanto, para la funcién de
bombeo del corazén. La interaccidn entre el potencial de accién cardiaca y la contraccion a menudo se denomina
"acoplamiento de excitacion-contraccién".

El cambio en el potencial de membrana durante el potencial de accién cardiaca activa los canales especializados en
la membrana para que se vuelva de forma transitoria permeable a los iones ca”. Los iones entran en la célula
desde un area de alta concentracion en el exterlor a uno de concentracién baja en eI interior. EI Ca** que entra sirve
como “"desencadenante” para liberar el Ca®* almacenado en las estructuras intracelulares llamadas el reticulo
sarcoplasmico (RS). El ca” gue entra por medio de los canales o se libera del RS se combina para interaccionar
con proteinas contractiles de la célula e iniciar la contraccion del corazon.

La relajacion del corazon es tan importante como la contraccion. La relajacion depende de la retirada de ca”. Esto
se produce por una recaptaciéon dependiente de la energia de ca’* enel RS y por su extrusmn desde el |nter|or dela
célula al medio externo circundante, a través de la membrana celular. La extrusion de Ca”* a través de la membrana
celular se produce por medlo de una bomba de Ca dependiente de la energla y por medio de un mecanismo de
intercambio de Na'-Ca®* que transporta el ca” fuera en intercambio por Na* que se transportan dentro. En la
mayorla de las especies de mamiferos, |ncluyendo el hombre, el intercambio de Na*-Ca®" es cuantitativamente la
ruta mas importante para la extrusion de Ca**

Las anomalias en la conduccién celular de Ca?* durante el acoplamiento de eXC|taC|on contraccion son esenciales
en la patogenia de HF. Tipicamente, existe un retraso en el descenso en ca”" intracelular después del incremento
transitorio que inicia la contraccién. Se han propuesto muchos mecanismos, mcluyendo anomalias en la funcién y/o
abundancia de las proteinas de membrana que median en la recaptacion de Ca” en el RS o el intercambio con Na*
a través de la membrana del sarcolema.

Recientemente se ha demostrado que un aumento en los niveles intracelulares de Na* (y por tanto una disminucion
en la fuerza motriz electroquimica que extrude ca®" en intercambio por Na") es una anomalia esencial en la HF. Esto
se aplica tanto a animales con HF inducida experimentalmente como a seres humanos con el estado clinico. EI
aumento en los niveles mtracelulares de Na’ puede ser una causa principal de conducuon celular anormal de Ca*
debldo al papel del gradiente de Na* transmembranario en la extrusién celular de ca® por medio del intercambio de
Na*-Ca®

Por tanto, los niveles de Na" altos pueden ser responsables de las anomalias en la contraccién y pueden activar la
programacién génica presente de forma mas temprana en la vida y contribuir a un crecimiento miocitario cardiaco
anormal y a una remodelacion cardiaca adversa. Aunque la presencia de niveles de Na" intracelular altos en HF e
hipertrofia miocardica estad ahora ampliamente aceptada, el mecanismo para el incremento es incierto. Se ha
propuesto la potenciacion del flujo de entrada de Na* asi como la disminucién del flujo de salida de Na®.

El papel de las bombas de Na *y Na',K* miocardicas en la HF

Como se describe anteriormente, el transporte "en subida” de iones de ca®" fuera de las células, contra su gradiente
electroquimico, depende de la energia almacenada en gradiente electroquimico dirigido opuestamente para Na*
(concentracién alta en el exterior, concentracién baja en el interior). El gradiente de Na' transmembranario, a su vez,
se mantiene por la bomba Na'-K", |a tnica ruta exportadora para Na'. La bomba transporta 3 iones de Na' fuera de
las células en intercambio por 2 iones K* que se transportan dentro. Es un proceso dependiente de la energia que
depende de la hidrélisis de ATP, por su funcionamiento, por tanto, a menudo se denomina Na'-K*-ATPasa.

Se ha reconocido el papel de la bomba Na'-K* en el acoplamiento de excitacion-contraccion durante
aproximadamente 45 afios. El ejemplo mas conocido de su implicacion se refiere al efecto de glucésidos cardiacos,
por ejemplo, digoxina. Este grupo de farmacos son inhibidores muy especificos de la bomba Na'-K". La exposicién
de tejldO cardiaco normal a glucésidos cardiacos provoca un incremento en el Na® intracelular, un incremento en el
ca* y, por tanto, una potenciacion en la contractilidad. Este esquema ha formado la base para el uso de los
glucésidos cardiacos en el tratamiento de la HF. Sin embargo, solo ligeros incrementos inducidos por glucdsidos en
Na" intracelular potencian la contraccién, y un incremento en Na' intracelular de unos pocos mM mas alla de los
niveles "normales” empieza teniendo un efecto adverso sobre la contraccion. Como se describe anteriormente, el
Na' intracelular ya est4d aumentado en la HF y no es probable que incrementos adicionales sean beneficiosos. De
acuerdo con esto, aunque el tratamiento con glucésidos cardiacos puede ser beneficioso en términos de mejora
sintomatica temporal, no mejora la supervivencia en la HF e incluso tiene un efecto adverso sobre la mortalidad en
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algunos subconjuntos de pacientes.

La presente invencion se refiere a medidas con el potencial para provocar la estimulacién de la bomba Na*-K" en la
HF y otras afecciones. Antes de la presente invencion, el uso de agonistas selectivos del adrenorreceptor 83 no se
habia explorado como potencial activador de bomba Na*-K".

Adrenorreceptores B3

Los adrenorreceptores B3 se expresan en muchos tejidos, incluyendo el corazon, y estan presentes en muchas
especies incluyendo seres humanos. Antes de la presente invencion, el interés clinico y farmacolégico primario en
adrenorreceptores B3 se ha relacionado con un papel potencial de agonistas de adrenorreceptores B3 ("activadores")
en el tratamiento de obesidad y diabetes mellitus de tipo Il, basado en hallazgos en roedores de que los agonistas de
adrenorreceptores B3 inducen un incremento en la tasa metabdlica, un efecto lipolitico y un incremento en la
sensibilidad a la insulina.

Los estudios en tejido cardiaco aislado, incluyendo tejido de seres humanos, han establecido que los agonistas
selectivos del adrenorreceptor Bz median en un efecto inétropo negativo, es decir, una disminucién en la
contractilidad. Esto esta en marcado contraste con los agonistas de los receptores 1 y B2 que median en la inotropia
positiva, es decir, un incremento en la contractilidad. EI mecanismo para el efecto in6tropo negativo de los
adrenorreceptores Bz no se ha establecido firmemente, pero se ha sugerido que esta mediado por el bloqueo de los
canales de calcio.

Los adrenorreceptores Bz se regulan por incremento con el desarrollo de la HF. Se ha sugerido que los
adrenorreceptores B3 tienen efectos adversos sobre la progresion de la HF. Gauthier et al. (1998), sugirieron por
tanto que las rutas mediadas por adrenorreceptores B3 activados por catecolamina pueden dar lugar a disfuncion
miocardica. También se ha propuesto que el efecto inétropo negativo mediado por adrenorreceptores (s esta
inadaptado y agrava la disfuncién sistélica, en particular con HF grave (Moniotte et al., 2001). Cheng et al. (2001)
sugieren que el adrenorreceptor B3 contribuye a la progresion de disfuncion cardiaca en la HF. Morimoto et al. (2004)
informaron de que el bloqueo del adrenorreceptor B3 en un modelo de disfuncién cardiomiocitaria en insuficiencia
cardiaca mejoré la contraccién y relajacion ventricular izquierda (LV) y que la estimulacién del adrenorreceptor B3 por
los niveles altos de catecolaminas en la HF contribuye a una alteracion en la contraccion y relajacion LV. Morimoto et
al. proponen que las implicaciones clinicas de sus resultados incluyen que el bloqueo del adrenorreceptor 3 puede
proporcionar un procedimiento farmacol6gico de soporte inétropo para el corazén defectuoso y que el bloqueo del
adrenorreceptor 33 cronico puede tener efectos favorables en la HF.

En vista del papel de la bomba Na'-K* en la contraccién cardiaca (se espera que la inhibicion de la bomba tenga un
efecto in6tropo positivo, se espera que la estimulacion de la bomba tenga un efecto indtropo negativo), los presentes
inventores sometieron a prueba la hipétesis de que el adrenorreceptor 33 esta ligado a la activacion de la bomba
Na'-K". Los inventores describen en el presente documento que, sorprendentemente, el adrenorreceptor Bz puede
mediar en un incremento en la actividad de la bomba Na'-K" sarcolémica en miocitos cardiacos aislados. Esta es la
pr+imera demostracion de un efecto de los adrenorreceptores B3 sobre la regulacién de la actividad de la bomba Na*-
K" miocéardica.

Esta estimulacién mediada por adrenorreceptor Bz de la bomba Na,K incrementara el flujo de salida celular de Na”.
Puesto que la elevacion en los niveles de Na* miocitario cardiaco es una sefial distintiva de insuficiencia cardiaca e
hipertrofia miocardica, dicha estimulaciéon de flujo de salida de Na* puede ser beneficiosa. Como apoyo a esta
propuesta, los tratamientos eficaces bien documentados con inhibidores de la ECA y antagonistas de la aldosterona
estan asociados con la estimulacién de la bomba Na-K en miocitos cardiacos (Hool, LC et al., Am J Physiol
271:C172-180, 1996, Mihailidou AS et al., Circ Res 86: 37-42, 2000). Los efectos de estos grupos de farmacos
tienen la propiedad en comun de contrarrestar los efectos inhibidores de las hormonas naturales angiotensina Il y
aldosterona en la bomba Na-K. La presente invencion describe un nuevo procedimiento mediado por receptores de
estimulacion de forma directa de la bomba en lugar de evitar meramente la inhibicion. Los efectos del procedimiento
pueden ser aditivos a los de los tratamientos ya existentes. Inicialmente, una disminucion en los niveles de Na*
intracelular puede provocar cierto deterioro en la contractilidad miocardica. Sin embargo, cualquier posible deterioro
inicial debe estar seguido de una mejora en paralelo con una reduccion gradual en la concentracion de Na'
intracelular. Por tanto, el descubrimiento de la estimulacién de la bomba Na,K miocéardica por agonistas selectivos
del adrenorreceptor beta 3 proporciona un enfoque farmacolégico completamente nuevo para el tratamiento de
pacientes con insuficiencia cardiaca o hipertrofia miocardica usando farmacos activadores del adrenorreceptor beta
3 (agonistas selectivos del adrenorreceptor beta 3).

En consecuencia, en el presente documento se describe el uso de uno o0 mas agonistas selectivos del
adrenorreceptor 3z en el tratamiento de HF o hipertrofia miocardica.

Agonistas selectivos del adrenorreceptor Bs

Los agonistas selectivos del adrenorreceptor B3 son conocidos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, los
grupos de agonistas del adrenorreceptor Bs; ariletanolaminas, ariloxipropanolaminas, trimetoquinoles incluyendo,
pero sin limitarse a, BRL37344,, N-5984, (R)-N-[4-[2-[[2-hidroxi-2-(piridin-3-il)etillamino]etilfenil]-4-[4-(4-
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trifluorometilfenil)tiazol-2-illbencenosulfonamida (L-796568), (R)-N-[4-[2-[[2-hidroxi-2-(3-piridinil)-etillamino]etil]fenil]-
1-(4-octiltiazol-2-il)-5-indolinsulfonamida (L-755507), L-770 644, L-766 892, L-757 793, LY-377604, SR 58611 A,
también se contemplan en la invencion.

Se apreciara que el procedimiento de la invencidon contempla el uso de cualquier agonista selectivo del
adrenorreceptor B3 adecuado y que en el presente documento se establecen grupos y compuestos especificos a
modo de ejemplificacion y no a modo de limitacion.

También se puede usar cualquier forma de sal (sal de acido o de base) e hidrato, polimorfo, etc., de esos agentes.

El agonista del adrenorreceptor B3 puede ser selectivo, incluyendo, pero sin limitarse a, BRL37344, y compuestos
selectivos divulgados en la patente de los EE. UU. N.° 6,686,372 para Crowell et al. titulada "Selective Bz adrenergic
agonists".

También son conocidos en la técnica los compuestos que tienen actividad agonista del adrenorreceptor Bs y
actividad antagonista del adrenorreceptor B1 y/o B2. En el presente documento se describe el uso de dichos
compuestos en el tratamiento de HF o hipertrofia miocardica.

El uso de blogueo de adrenorreceptor B, en la HF (a través del uso de antagonistas del adrenorreceptor 1 y/o B2) ya
esta firmemente establecido como beneficioso en el tratamiento de la HF. En el presente documento se describe el
uso de un agonista selectivo del adrenorreceptor B3 en el tratamiento de HF o hipertrofia miocardica. También se
espera que un régimen terapéutico combinado, que comprende el uso de un agonista selectivo del adrenorreceptor
B3 junto con uno o0 mas antagonistas del adrenorreceptor B1 y/o B2 puede proporcionar una mejora en el resultado
terapéutico.

En consecuencia, en el presente documento se proporciona un procedimiento para el tratamiento de HF o hipertrofia
miocardica en el que se administra uno o mas agonistas selectivos del adrenorreceptor B3 a un individuo
conjuntamente con uno o mas antagonistas del adrenorreceptor 1 y/o B2. Los antagonistas del adrenorreceptor 3 en
este aspecto de la invencion pueden ser los que tienen un papel establecido en el tratamiento de la HF.

Antagonistas del adrenorreceptor 1 y/o B2

Los compuestos y agentes que tienen actividad antagonista del adrenorreceptor B1 y/o B2 son conocidos en la
técnica e incluyen, pero no se limitan a, alprenolol, amosulalol, atenolol, betaxolol, bethanidine, bevantolol,
bisoprolol, bopindolol, bufuralol, bunitrolol, bupranolol, butafilolol, carazolol, carteolol, carvedilol, celiprolol, cetamolol,
dil-evalol, epanolol, indenolol, labetalol, mepindolol, meti-pranolol, metoprolol, moprolol, nadolol, nebivolol, nipradilol,
oxprenolol, penbutolol, pindolol, pronethalol, propranolol, sotalol, sulfinalol, talinolol, tertatolol, tilisolol, timolol,
toliprolol, y similares. Los antagonistas del adrenorreceptor 33 también se describen en la patente de los EE. UU. N.°
4,678,786 para Roe et al. titulada "Pharmaceutical compositions having p-adrenoceptor antagonist activity employing
pyridazinone derivatives", Los antagonistas del adrenorreceptor 3 se describen mas completamente en la literatura,
tal como en Goodman y Gilman, The Pharmacological Basis of Therapeutics (92 edicion), McGraw-Hill, 1995; y en
The Merck Index, (132 edicion), Merck & Co., WhiteHouse Station, N.J., EE. UU., 2004.

El antagonista del adrenorreceptor B1 y/o B2 puede ser cualquier antagonista del adrenorreceptor (3 relativamente no
selectivo incluyendo, pero sin limitarse a, alprenolol, oxprenolol, sotalol y timolol. El antagonista del adrenorreceptor
B1 y/o B2 del adrenorreceptor puede ser un antagonista del adrenorreceptor 1 selectivo, incluyendo, pero sin
limitarse a, nebivolol, atenolol, bisopronol, betaxolol, metoprolol, practolol y CGP20712A. El antagonista del
adrenorreceptor  puede ser un antagonista del adrenorreceptor B selectivo, incluyendo, pero sin limitarse a,
IC1118551.

El antagonista del adrenorreceptor 1 y/o B2, en cantidades terapéuticas puede tener una afinidad relativamente baja,
0 ninguna afinidad, por el adrenorreceptor Bz y asi, deja el adrenorreceptor Bs relativamente desbloqueado. Un
antagonista de este tipo incluye, pero no se limita a, metoprolol.

Se apreciara que el procedimiento de la invencién contempla el uso de cualquier agente adecuado que tiene
actividad antagonista del adrenorreceptor B1 y/o B2 y que en el presente documento se establecen grupos y
compuestos especificos a modo de ejemplificacion y no a modo de limitacion.

Se apreciara que la referencia a los agentes incluye todas las formas de sal (sal de acido o de base) e hidratos,
polimorfos, etc., de esos agentes.

Simpaticoliticos de accién central

También es conocido en la técnica el uso de simpaticoliticos de accién central en el tratamiento de la HF. Se espera
que el uso combinado de agonistas selectivos del adrenorreceptor Bz con un simpaticolitico de accion central
también pueda proporcionar una mejora en el resultado terapéutico para el tratamiento de la HF.

En consecuencia, en el presente documento se describe un procedimiento para el tratamiento de HF o hipertrofia
miocéardica en el que se administra uno 0 mas agonistas selectivos del adrenorreceptor B3 a un individuo en un
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tratamiento de combinacion con uno o0 mas simpaticoliticos de accién central. Los simpaticoliticos de accién central
son conocidos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, los enumerados en The Merck Index, (132 edicion),
Merck & Co., Whitehouse Station, N.J., EE. UU., 2004.

Régimen de tratamiento

El régimen de tratamiento mas apropiado para cualquier paciente particular se puede determinar por el médico
responsable y dependera de una variedad de factores, incluyendo: el trastorno que se esta tratando y la gravedad
del trastorno; actividad del compuesto o agente empleado; la composicién empleada; la edad, peso corporal, salud
general, sexo y dieta del paciente; el tiempo de administracion; la via de administracion; la tasa de secuestro del
agente o0 compuesto; la duracion del tratamiento; farmacos usados en combinacién o coincidentes con el
tratamiento, junto con otros factores relacionados bien conocidos en medicina.

En base a las expectativas tedricas, los presentes inventores prevén que se puede experimentar un efecto inotropo
negativo clinicamente significativo si los agonistas selectivos del adrenorreceptor 33 se van a administrar a pacientes
con HF. Como tal, la afeccién de un paciente puede empeorar de forma transitoria antes de que su afeccién mejore,
como es el caso con el comienzo del tratamiento con bloqueo del adrenorreceptor B e inhibidores de la ECA en la
HF.

En el modelo animal de insuficiencia cardiaca ejemplificado en el presente documento (véase el ejemplo 6) no se
observé ninglin empeoramiento inicial.

En consecuencia, en el procedimiento y, donde sea deseable reducir el empeoramiento real o anticipado transitorio
de la afeccion del paciente, se puede usar el tratamiento con uno o mas agonistas selectivos del adrenorreceptor 33
en un paciente ya estabilizado con tratamiento convencional tal como con inhibidores de la ECA, incluyendo pero sin
limitarse a captopril, enalapril y lisonopril, antagonistas de la aldosterona y antagonistas del adrenorreceptor 1 y/o
B2. Ademas, la practica clinica de "comenzar con poco e ir lento" ("starting low and going slow") del tratamiento con
antagonista también se puede seguir para el tratamiento con agonista selectivo del adrenorreceptor f3s.

El principio de comenzar con poco e ir lento quiere decir comenzar a una dosis tan baja que los efectos adversos
son muy improbables, pero (por otra parte) tampoco se espera ningun efecto beneficioso significativo. Después de
un periodo, que puede ser de dias 0 semanas, cuando no se ha observado ningun efecto adverso o sélo efectos
adversos menores, se realiza un aumento menor de dosis. Este esquema se continda hasta que se observen efectos
adversos, por ejemplo hipotension ortostatica durante el aumento de dosis de blogueante beta, o hasta que se
alcance una dosis objetivo recomendada. Puede llevar de semanas a meses desde el inicio hasta que se alcanza la
dosis objetivo.

Se prob6 que el inhibidor de la ECA, bloqueante beta y antagonista de la aldosterona, tal como espironolactona y
eplerenona, son tres clases de farmacos que reducen los sintomas y mejoran la supervivencia en pacientes con HF.
Como otro ejemplo de un régimen de tratamiento, la atencion farmacolégica actual de HF incluye el principio del
"tratamiento suplementario”. En un régimen de este tipo, el paciente puede comenzar el tratamiento con un inhibidor
de la ECA que se puede aumentar hasta un cierto nivel. Después, el tratamiento con un bloqueante beta se puede
iniciar (suplementar) y aumentar hasta un cierto nivel y después se inicia el tratamiento con espironolactona. Las
afecciones relacionadas con el tratamiento que incorpora el principio del "tratamiento suplementario”, también se
incluyen en un régimen de tratamiento usando uno o mas agonistas selectivos del adrenorreceptor f3s.

Por tanto, la administracion de uno o mas agonistas selectivos del adrenorreceptor B; puede ser como un
"tratamiento suplementario”, en el que un paciente se puede tratar con un farmaco de cada una de las tres clases
inhibidor de la ECA, blogueante beta y antagonista de la aldosterona, y antes, durante o después de ese tratamiento,
el tratamiento con uno 0 mas agonistas selectivos del adrenorreceptor 3 se puede iniciar, preferentemente usando
el principio de comenzar con poco e ir lento. En consecuencia, se apreciara que en este contexto, el término
"tratamiento suplementario” se refiere a un entero terapéutico adicional (agonista selectivo del adrenorreceptor f3);
esto no quiere decir que el agonista selectivo del adrenorreceptor B3 se deba afiadir como el Ultimo farmaco. El
orden y la composicién de los farmacos especificos y clases de farmacos en el tratamiento de combinacion se puede
determinar por el experto en la técnica, y pueden incluir, por ejemplo, cuando el régimen terapéutico implique la
administracion de cuatro clases de farmacos, el agonista selectivo del adrenorreceptor B3 puede ser el primer,
segundo, tercer o cuarto farmaco que se debe administrar.

Como otro ejemplo de un régimen de tratamiento, la afecciébn de un paciente se puede estabilizar al menos
parcialmente antes de la administracién del uno o mas agonistas selectivos del adrenorreceptor 3. Ademas, la
afeccion de un paciente se puede estabilizar al menos parcialmente antes del inicio de un procedimiento de la
invencion. Cualquiera de dichos regimenes de tratamiento se puede denominar como primera estabilizacién de un
paciente.

Primera estabilizacion de un paciente incluye, por ejemplo, cuando no se inicia el tratamiento con inhibidores de la
ECA y bloqueantes beta en HF cuando la funcién cardiaca del paciente estd comprometida, tipicamente con una
presion arterial baja y un gasto cardiaco bajo. Un motivo para posponer el inicio del tratamiento es que estos
farmacos pueden empeorar inicialmente la afeccién induciendo reducciones adicionales en la presién arterial o el
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gasto cardiaco. Sobre esta base, en primer lugar se estabiliza la afeccidn del paciente, por ejemplo, por optimizacion
del volumen de liquido intravascular (euvolemia), a lo largo de un periodo de, por ejemplo, unos pocos dias antes de
que se espere que el "empeoramiento menor inicial" se tolere.

Las afecciones relacionadas con el inicio de tratamiento con agonistas selectivos del adrenorreceptor B3 después de
la primera estabilizacién de un paciente pueden ser similares a la situacion para el tratamiento con inhibidor de la
ECA y blogueante beta.

Como ejemplo adicional de un régimen de tratamiento, un agonista selectivo del adrenorreceptor B3 puede ser el
primer farmaco que se administre en el tratamiento de insuficiencia cardiaca sin ninguna medicacion ni estabilizacion
previa. Por ejemplo, el inicio del tratamiento con agonista selectivo del adrenorreceptor B3 en un paciente
Unicamente con, o principalmente con, disfuncion cardiaca diastélica o en pacientes con hipertrofia miocardica sin
reducir significativamente la funcidn sistélica cardiaca no se espera que induzca ningun efecto secundario inicial.

Los compuestos y agentes propuestos para la presente invencion se pueden administrar como composiciones
terapéuticamente. En una aplicacion terapéutica, las composiciones se administran, por ejemplo, a un paciente que
ya tiene insuficiencia cardiaca sintomatica, en una cantidad suficiente para tratar eficazmente al paciente. También
se describen aplicaciones preventivas en las que las composiciones se administran a, por ejemplo, un paciente que
tiene hipertrofia miocéardica en una cantidad suficiente para tratar eficazmente al paciente, de este modo al menos
ralentizando o evitando la progresién de la enfermedad. La composicidn debe proporcionar, por tanto, una cantidad
del compuesto o0 agente suficiente para tratar eficazmente al paciente.

El nivel de dosis terapéuticamente eficaz para cualquier paciente particular dependera de una variedad de factores,
incluyendo: el trastorno que se esta tratando y la gravedad del trastorno; actividad del compuesto o agente
empleado; la composicién empleada; la edad, peso corporal, salud general, sexo y dieta del paciente; el tiempo de
administracion; la via de administracion; la tasa de secuestro del agente o compuesto; la duracion del tratamiento;
farmacos usados en combinacién o coincidentes con el tratamiento, junto con otros factores relacionados bien
conocidos en medicina.

Un experto en la técnica seria capaz, por experimentacion de rutina, de determinar una cantidad eficaz, no téxica del
agonista selectivo del adrenorreceptor (B3, y otros agentes cuando sea apropiado, que se requeriria para tratar la
afeccion.

En general, se espera que una dosificacién eficaz esté en el intervalo de aproximadamente 0,00001 mg a
aproximadamente 1000 mg por kg de peso corporal por 24 horas; tipicamente en el intervalo de aproximadamente
0,0001 mg a aproximadamente 1000 mg por kg de peso corporal por 24 horas; tipicamente, de aproximadamente
0,001 mg a aproximadamente 750 mg por kg de peso corporal por 24 horas; de aproximadamente 0,01 mg a
aproximadamente 500 mg por kg de peso corporal por 24 horas; de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente
500 mg por kg de peso corporal por 24 horas; de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 250 mg por kg de
peso corporal por 24 horas; de aproximadamente 1,0 mg a aproximadamente 250 mg por kg de peso corporal por 24
horas. Mas tipicamente, se espera que un intervalo de dosis eficaz esté en el intervalo de aproximadamente 1,0 mg
a aproximadamente 200 mg por kg de peso corporal por 24 horas; de aproximadamente 1,0 mg a aproximadamente
100 mg por kg de peso corporal por 24 horas; de aproximadamente 1,0 mg a aproximadamente 50 mg por kg de
peso corporal por 24 horas; de aproximadamente 1,0 mg a aproximadamente 25 mg por kg de peso corporal por 24
horas; de aproximadamente 5,0 mg a aproximadamente 50 mg por kg de peso corporal por 24 horas; de
aproximadamente 5,0 mg a aproximadamente 20 mg por kg de peso corporal por 24 horas; de aproximadamente
5,0 mg a aproximadamente 15 mg por kg de peso corporal por 24 horas.

De forma alternativa, una dosificacion eficaz puede ser de hasta aproximadamente 500 mg/mz. En general, se
espera que una dosificacién eficaz esté en el intervalo de aproximadamente 25 a aproximadamente 500 mg/mz,
preferentemente de aproximadamente 25 a aproximadamente 350 mg/mz, mas preferentemente, de
aproximadamente 25 a aproximadamente 300 mg/mz, aun mas preferentemente de aproximadamente 25 a
aproximadamente 250 mg/mz, incluso mas preferentemente de aproximadamente 50 a aproximadamente
250 mg/mz, e incluso alin mas preferentemente de aproximadamente 75 hasta aproximadamente 150 mg/mz.

Tipicamente, en aplicaciones terapéuticas, el tratamiento podria ser durante la duracién del estado de enfermedad.

Ademas, serd evidente para un experto en la técnica que la cantidad y espaciado éptimos de las dosificaciones
individuales y, cuando se usa el tratamiento de combinacion, la cantidad y espaciado 6ptimos de administracién de
los diversos agentes del tratamiento de combinacién, se determinara por la naturaleza y grado del estado de
enfermedad que se esta tratando, la forma, via y sitio de administracién, y la naturaleza del individuo particular que
se esta tratando. Ademas, dichas condiciones 6ptimas se pueden determinar por técnicas convencionales.

También sera evidente para un experto en la técnica que el curso de tratamiento 6ptimo, tal como, el nimero de
dosis de la composicion o composiciones administradas por dia durante un ndmero de dias definido, se puede
comprobar por los expertos en la técnica usando pruebas de determinacion de curso de tratamiento convencionales.

Composiciones farmacéuticas
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En general, las composiciones adecuadas se pueden preparar de acuerdo con procedimientos que son conocidos
por los expertos en la técnica y en consecuencia, pueden incluir un vehiculo, diluyente, excipiente y/o coadyuvante
farmacéuticamente aceptable.

Estas composiciones se pueden administrar por vias estandar. En general, las composiciones se pueden administrar
por via parenteral (por ejemplo, intravenosa, intraespinal, subcutdnea o intramuscular), oral o tépica.
Preferentemente, la administracion es por la via parenteral u oral. Mas preferentemente, la administracion es por la
via oral.

Los vehiculos, diluyentes, excipientes y coadyuvantes deben ser "aceptables" en términos de ser compatibles con
los otros ingredientes de la composicion y no perjudiciales para el receptor de la misma.

Los ejemplos de vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables son agua desmineralizada o destilada;
solucion salina; aceites de origen vegetal tales como aceite de mani, aceite de cartamo, aceite de oliva, aceite de
semilla de algodén, aceite de maiz, aceite de sésamo, aceite de cacahuete o aceite de coco; aceites de silicona,
incluyendo polisiloxanos, tales como metilpolisiloxano, fenilpolisiloxano y metilfenilpolisiloxano; siliconas volatiles;
aceites minerales tales como parafina liquida, parafina blanda o escualano; derivados de celulosa tales como
metilcelulosa, etilcelulosa, carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio o hidroxipropilmetilcelulosa; alcanoles
inferiores, por ejemplo etanol o isopropanol; aralcanoles inferiores; polialquilenglicoles inferiores o alquilenglicoles
inferiores, por ejemplo polietilenglicol, polipropilenglicol, etilenglicol, propilenglicol, 1,3-butilenglicol o glicerina;
ésteres de 4acidos grasos tales como palmitato de isopropilo, miristato de isopropilo u oleato de etilo;
polivinilpirrolidona; agar; carragenina; goma tragacanto o goma arabiga, y vaselina. Tipicamente, el vehiculo o
vehiculos formaran de un 10 % a un 99,9 % en peso de las compaosiciones.

La composicion puede incluir agentes que incrementan la biodisponibilidad o la duracién terapéutica del compuesto
0 compuestos activos.

Las composiciones de la invencion pueden estar en una forma adecuada para su administracion por inyeccion, en
forma de una formulacién adecuada para ingestion oral (tal como capsulas, comprimidos, comprimidos oblongos,
elixires, por ejemplo), en forma de un ungiiento, crema o locién adecuada para administracién tépica, en una forma
adecuada para su administracién como colirio, en una forma de aerosol adecuada para su administracién por
inhalacién, tal como por inhalacién intranasal o inhalacion oral, en una forma adecuada para su administracion
parenteral, es decir, inyeccién subcutanea, intramuscular o intravenosa.

Para la administracion como solucién o suspension inyectable, los diluyentes o vehiculos no toxicos parenteralmente
aceptables pueden incluir, solucién de Ringer, solucion salina isotdnica, soluciéon salina tamponada con fosfato,
etanol y 1,2-propilenglicol.

Algunos ejemplos de vehiculos, diluyentes, excipientes y coadyuvantes adecuados para uso oral incluyen aceite de
mani, parafina liquida, carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa, alginato de sodio, goma ardbiga, goma
tragacanto, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, gelatina y lecitina. Ademas, estas formulaciones oral puede
contener agentes saborizantes y colorantes adecuados. Cuando se usa en forma de capsula, las capsulas se
pueden recubrir con compuestos tales como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo que retrasan la
desintegracion.

Tipicamente, los coadyuvantes incluyen emolientes, emulsionantes, agentes espesantes, conservantes, bactericidas
y agentes tamponadores.

Las formas sélidas para administracion oral pueden contener aglutinantes aceptables en practica farmacéutica
humana y veterinaria, edulcorantes, agentes disgregantes, diluyentes, saborizantes, agentes de recubrimiento,
conservantes, lubricantes y/o agentes de retraso temporal. Los aglutinantes adecuados incluyen goma arabiga,
gelatina, almidén de maiz, goma tragacanto, alginato de sodio, carboximetilcelulosa o polietilenglicol. Los
edulcorantes adecuados incluyen sacarosa, lactosa, glucosa, aspartamo o0 sacarina. Los agentes disgregantes
adecuados incluyen almidén de maiz, metilcelulosa, polivinilpirrolidona, goma de guar, goma xantana, bentonita,
acido alginico o agar. Los diluyentes adecuados incluyen lactosa, sorbitol, manitol, dextrosa, caolin, celulosa,
carbonato de calcio, silicato de calcio o fosfato de dicalcio. Agentes saborizantes adecuados incluyen aceite de
menta, aceite de gaulteria, saborizante de cereza, naranja o frambuesa. Los agentes de recubrimiento adecuados
incluyen polimeros o copolimeros de &cido acrilico y/o acido metacrilico y/o sus ésteres, ceras, alcoholes grasos,
zeina, goma laca o gluten. Los conservantes incluyen benzoato de sodio, vitamina E, alfa-tocoferol, acido ascoérbico,
metilparabeno, propilparabeno o bisulfito de sodio. Los lubricantes adecuados incluyen estearato de magnesio, acido
estearico, oleato de sodio, cloruro de sodio o talco. Los agentes de retraso temporal adecuados incluyen
monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo.

Las formas liquidas para administracion oral pueden contener, ademas de los agentes anteriores, un vehiculo
liquido. Los vehiculos liquidos adecuados incluyen agua, aceites tales como aceite de oliva, aceite de mani, aceite
de sésamo, aceite de girasol, aceite de cartamo, aceite de cacahuete, aceite de coco, parafina liquida, etilenglicol,
propilenglicol, polietilenglicol, etanol, propanol, isopropanol, glicerol, alcoholes grasos, triglicéridos o0 mezclas de los
mismos.
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Las suspensiones para la administracién oral pueden comprender ademas agentes dispersantes y/o agentes de
suspension. Los agentes de suspensién adecuados incluyen carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, polivinilpirrolidona, alginato de sodio o alcohol acetilico. Los agentes dispersantes
adecuados incluyen lecitina, ésteres de polioxietileno de acidos grasos tales como acido estearico, mono o di-oleato,
-estearato o —laurato de polioxietilensorbitol, mono o di-oleato, -estearato o -laurato de polioxietilensorbitano y
similares.

Las emulsiones para la administracion oral pueden comprender ademas uno o mas agentes emulsionantes. Los
agentes emulsionantes adecuados incluyen agentes dispersantes como se ejemplifica anteriormente o gomas
naturales tales como goma guar, goma arabiga o goma tragacanto.

Los procedimientos para preparar composiciones para administrar por via parenteral son evidentes para los expertos
en la técnica, y se describen con mas detalle en, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Science, 15 ed., Mack
Publishing Company, Easton, Pa., incorporado por referencia en el presente documento.

Las formulaciones tépicas de la presente invencién, comprenden un ingrediente activo junto con uno o mas
vehiculos aceptables, y opcionalmente cualquier otro ingrediente terapéutico. Las formulaciones adecuadas para
administracion tépica incluyen preparaciones liquidas o semiliquidas adecuadas para penetrar a través de la piel en
el sitio donde se requiere tratamiento, tales como linimentos, lociones, cremas, pomadas o pastas, y gotas
adecuadas para su administracion en los ojos, oidos o nariz. Las formulaciones adecuadas para administracion
tépica se pueden proporcionar como un parche transdérmico.

Las gotas de acuerdo con la presente invencion pueden comprender soluciones 0 suspensiones oleosas 0 acuosas
estériles. Estas se pueden preparar disolviendo el ingrediente activo en una solucién acuosa de bactericida y/o
agente fungicida y/o cualquier otro conservante adecuado, e incluyendo opcionalmente un agente tensioactivo. La
solucién resultante se puede aclarar a continuacion por filtracién, transferirse a un recipiente adecuado y
esterilizarse. La esterilizacion se puede lograr por: autoclave o manteniendo a 90 °C-100 °C durante media hora, o
por filtracion, seguida de transferencia a un recipiente por una técnica aséptica. Los ejemplos de agentes
bactericidas y fungicidas adecuados para su inclusion en las gotas son nitrato o acetato de fenilmercurio (0,002 %),
cloruro de benzalconio (0,01 %) y acetato de clorhexidina (0,01 %). Los disolventes adecuados para la preparacion
de una solucion oleosa incluyen glicerol, alcohol diluido y propilenglicol.

Las lociones de acuerdo con la presente invencion incluyen las adecuadas para su aplicacién en la piel o los ojos.
Un colirio puede comprender una solucidon acuosa estéril que contiene opcionalmente un bactericida y se puede
preparar mediante procedimientos similares a los descritos anteriormente con relacion a la preparacion de gotas. Las
lociones o linimentos para su aplicacion en la piel también pueden incluir un agente para acelerar el secado y para
enfriar la piel, tal como un alcohol o acetona, y/o una crema hidratante tal como glicerol, o aceite tal como aceite de
ricino o aceite de cacahuete.

Las cremas, pomadas o pastas de acuerdo con la presente invencion son formulaciones semisélidas del ingrediente
activo por aplicacion externa. Se pueden fabricar mezclando el ingrediente activo en forma finamente dividida o en
polvo, solo o en solucién o suspension en un fluido acuoso o no acuoso, con una base grasa 0 no grasa. La base
puede comprender hidrocarburos tales como parafina dura, blanda o liquida, glicerol, cera de abeja, un jabén
metalico; un mucilago; un aceite de origen natural tal como aceite de almendra, maiz, cacahuete, ricino u oliva;
lanolina o sus derivados, o un acido graso tal como acido estearico u oleico junto con un alcohol tal como
propilenglicol o macrogoles.

La composicién puede incorporar cualquier tensioactivo adecuado tal como un tensioactivo anidnico, cationico o no
i6nico tal como ésteres de sorhitano o derivados de polioxietileno de los mismos. También se pueden incluir agentes
en suspensién tales como gomas naturales, derivados de celulosa o materiales inorganicos tal como silices siliceas,
y otros ingredientes tales como lanolina.

Las composiciones también se pueden administrar en forma de liposomas. En general, los liposomas se derivan de
fosfolipidos u otras sustancias lipidicas, y se forman por cristales liquidos hidratados mono- o multilaminares que se
dispersan en un medio acuoso. Se puede usar cualquier lipido no toxico, fisiolégicamente aceptable y metabolizable
que pueda formar liposomas. Las composiciones en forma de liposoma pueden contener estabilizantes,
conservantes, excipientes y similares. Los lipidos preferentes son los fosfolipidos y las fosfatidilcolinas (lecitinas),
tanto naturales como sintéticos. Los procedimientos para formar liposomas son conocidos en la técnica, y en
relacion con esto, se hace referencia especifica a: Prescott, Ed., Methods in Cell Biology, Volume XIV, Academic
Press, New York, N.Y. (1976), p. 33 et seq., del que su contenido se incorpora en el presente documento por
referencia.

Ejemplos

Los ejemplos estan destinados a servir de ilustracion de la presente invencidon y no deben interpretarse como
limitativos dela naturaleza general de la divulgacion de la descripcion a lo largo de la presente memoria descriptiva.

Las figuras 1, 2 y 3 a continuacion resumen los experimentos demostrando como el agonista selectivo del
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adrenorreceptor B3 BRL 37344 estimula la bomba Na*-K* de membrana en miocitos cardiacos de conejo aislados.
Los experimentos sugieren que la estimulacion de la bomba se reduce cuando se usan altas concentraciones del
farmaco y que esta inversién de un efecto estimulador de la bomba es probable que se deba a la activacion de los
adrenorreceptores B1 y/o B2 a altas concentraciones de BRL 37344. Los experimentos demuestran que el incremento
inducido por BRL 37344 en la actividad de la bomba se debe a la estimulacién de la bomba Na*-K" directa en lugar
de a un incremento inducido por BRL 37344 en el flujo de entrada de Na" transmembranario y la estimulacion de la
bomba por un incremento resultante en la concentracién de Na® intracelular.

Ejemplo 1

Se uso la técnica de pinzamiento zonal de membrana de célula entera (Hamill et al., 1981; Buhagier et al., 2004;
Hansen et al., 2002) para examinar el efecto de la estimulacién del adrenorreceptor Bs sobre la bomba Na'-K* en
miocitos cardiacos aislados.

Con la técnica de pinzamiento zonal de membrana en célula entera, se suspenden los miocitos en un bafio de tejido
montado en la fase de un microscopio invertido. Se une una pipeta de vidrio fina a la membrana celular y se aplica
una succion moderada para romper la placa de membrana directamente bajo la punta de la pipeta de vidrio. Esto
permite que el compartimento intracelular del miocito se perfunda con la solucion contenida en la pipeta de placa.
También permite el acceso de farmacos y compuestos al compartimento intracelular. Se puede lograr el control de la
composicion de la solucidn extracelular en el bafio de tejido. La técnica también permite el control del voltaje de
membrana y la medida de la corriente de membrana total.

La proporcion del intercambio de 3Na":2K* de la bomba Na*-K* genera una corriente (Ip) que se puede medir como
el desplazamiento en la corriente de mantenimiento del miocito fijjado en la placa que se induce por el bloqueo de la
bomba con ouabaina 100 uM.

En la configuracion de célula entera, se perfundioé el bafio con solucién de Tyrode modificada que contenia (en
mmol/l) NaCl 140; KCI 5,6; CaCl, 2,16; MgCl; 1; NaH>PO, 0,44; glucosa 10 y Na-glutamato 9; acido N-2-hidroxietil-
piperazin-N'-2-eteno-sulfénico (HEPES) 10. Se ajusto la solucion a un pH de 7,40 + 0,01 a 35 °C con NaOH.

Para la medida de Ip, se cambio el sistema a un superperfundido que habitualmente era idéntico a la solucién de
Tyrode modificada excepto por que estaba nominalmente libre de Ca®" y contenia 0,2 mmol/l de CdCl, y 2 mmol/l de
BacCls.

Se llenaron pipetas de placa de punta ancha (4-5 ym) con soluciones que contenian (en mmol/l) HEPES 5; MgATP
2; acido etilenglicol-bis(3-aminoetil-éter)-N,N,N',N'-tetraacético (EGTA) 5; KCI 70 mmol/l. Se mantuvo el equilibrio
osmético se mantuvo con 80 mmol/l de cloruro de tetrametilamonio (TMA-CI). Se ajustaron las soluciones a un pH
de 7,05 + 0,01 a 35 °C con 1 mmol/l de TMA-OH. Se identificé la Ip a un potencial de mantenimiento de -40 mV ya
que se indujo el desplazamiento en la corriente de mantenimiento por bloqueo de la bomba Na*-K* con 100 umol/l
de ouabaina 10-15 minutos después de que se hubiera establecido la configuracion de célula entera, se informé de
Ip normalizada para la capacitancia de membrana y por tanto el tamafio celular. Los detalles de las caracteristicas y
equipo de la pipeta de placa y los criterios para definir Ip se han informado previamente (Buhagiar et al., 1999).

Se determinaron los efectos de diferentes concentraciones de BRL 37344 (Sigma Aldrich) sobre la corriente de la
bomba Na'-K" (Ip). La concentracién de Na en la solucién de pipeta fue de 10 mM, es decir, en un nivel cercano al
fisiolégico. La figura 1 muestra que en comparacion con controles normales, BRL 37344 estimula significativamente
la bomba Na,K en los tres niveles de concentracion. Al mayor nivel (BRL 37344 100 nM) se observé una actividad
menor aparente en comparacion con la actividad observada con 10 nM. Esto es probable que se deba a una unién
inespecifica de BRL 37344 a adrenorreceptores 31 y/o 2 a mayores concentraciones. Se espera que los agonistas
de adrenorreceptores B1 y B2 inhiban la bomba Na,K miocardica. Se indican los valores de media, EEM y numero de
experimentos (n).

Ejemplo 2
Véase la descripcién de la técnica de pinzamiento zonal de membrana total de célula entera descrita en el ejemplo 1.

Este experimento examind si la disminucién aparente en la estimulacion de la bomba Na,K con exposicién a BRL
37344 100 nM en comparacion con la estimulacién observada con BRL 37344 10 nM puede estar provocada por la
estimulacion de los adrenorreceptores 1 y/o B2 por la mayor concentracion de BRL 37344.

El efecto de BRL 37344 100 nM en el superperfundido en ausencia y en presencia del bloqueante del
adrenorreceptor B1 y B2 combinado nadolol se midié en miocitos.

La figura 2 muestra que el bloqueo de adrenorreceptores B1 y B2 con nadolol en presencia de BRL 37344 100 nM
incrementd, aunque no muy significativamente, la actividad de la bomba Na,K en comparacién a la estimulacién
observada con BRL 37344 100 nM solo.

Esto sugiere que la estimulacién de la bomba Na,K atenuada con la concentracion de BRL 37344 alta (véase la
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figura 1) fue un resultado de la estimulacién de BRL 37344 de los adrenorreceptores (1 y/o B2. Estos resultados
también confirman que la estimulacion de la bomba observada en respuesta al agonista selectivo del
adrenorreceptor B3 a las concentraciones menores de 1 nM y 10 nM estaba mediada por Bz en lugar de los
adrenorreceptores 1 y/o B2 y sugieren que la activacion de los adrenorreceptores B1 y/o B2 puede reducir la actividad
de la bomba Na,K. Se indican los valores de media, EEM y nimero de experimentos (n).

Ejemplo 3

El propdsito de este experimento fue el de investigar si la estimulacion inducida por el agonista selectivo del
adrenorreceptor Bz BRL 37344 de la bomba Na,K esta provocada por, o es secundaria a, un incremento en el flujo
de entrada de Na' en la célula. El incremento en el Na' intracelular estimula la bomba Na'-K'. Si el efecto del
adrenorreceptor Bz era secundario a un incremento de flujo de entrada de Na' en lugar de principalmente la
estimulacién de la bomba Na'-K*, entonces se espera que los agonistas selectivos del adrenorreceptor B3 sean
perjudiciales en la cardiopatia.

La técnica de pinzamiento zonal de membrana total de célula completa fue similar a la descrita anteriormente
excepto por que se elimind el Na' extracelular (se reemplazé NaCl por N-metil-D-glucamina (NMG.CI)), para
descartar cualquier posible flujo de entrada de Na* a través de la membrana celular.

La figura 3 muestra que la estimulacion inducida por BRL 37344 de la bomba Na,K persistid en ausencia de Na*
extracelular. Este resultado es consistente con la estimulacién que se haya debido a un cambio intrinseco en la
funcién de la bomba Na'-K* en lugar de la debida a un flujo de entrada de Na' transarcolémico inducido por BRL
37344y, por tanto es consistente con la estimulacién de la bomba Na'-K" directa en lugar de un efecto secundario.

Ejemplo 4

En los ejemplos 1, 2, y 3, se examind el efecto del agonista adrenérgico B3 selectivo sintético BRL 37344 sobre la
bomba Na'-K* sarcolémica. En este ejemplo, se examind el efecto de la catecolamina natural, noradrenalina (NA).
Se us6 la técnica de pinzamiento zonal de membrana total de célula entera como se describe en el ejemplo 1.

Se expusieron los miocitos cardiacos aislados a NA 10 nM y se midié la I,. Como se muestra en la figura 4, la NA
indujo un incremento en la l,. A continuacién se examind el efecto de NA sobre |, cuando se bloquearon los
receptores adrenérgicos (1 y B2 con nadolol. Se expusieron los miocitos a NA 10 nM y a nadolol 1 uM. La figura 4
demuestra que el incremento inducido por NA en I, persisti6 en presencia de nadolol. Esto sugiere de forma
convincente que el incremento no esta mediado por los receptores adrenérgicos B1/B2.

Para obtener un apoyo adicional para esta conclusidn, se examind el efecto de bloqueo de la ruta mensajera
intracelular activada clasicamente por los receptores adrenérgicos [i/B.. La activacion de los receptores
adrenérgicos [1/Bf2 da como resultado la sintesis intracelular de cAMP y la posterior activacion de la proteina cinasa
activada por cAMP (también conocida como PKA). Se sometieron a pinzamiento los miocitos usando una solucion
para pipeta de placa que contenia H-89 0,5 upM (diclorhidrato de N-[2-(p-bromocinamilamino)etil]-5-
isoquinolinasulfonamida (Calbiochem), un inhibidor de PKA. H-89 a esta concentracién suprime Mediada por PKA de
Na'-K" la inhibicién de la bomba (William et al., 2003). Como se muestra en la figura 4, el incremento inducido por
NA en |, persistio con el bloqueo de PKA.

Ejemplo 5

En otro grupo de experimentos, se investigd el efecto de activar selectivamente las rutas mensajeras intracelulares
acopladas al receptor adrenérgico [1/B2. Puesto que es muy dificil activar selectivamente de forma experimental los
receptores de membrana adrenérgicos B1/B2 con compuestos extracelulares, se eligid activar directamente la ruta
intracelular conocida porque se activa por los receptores, es decir, la proteina cinasa activada por cAMP (PKA). El
analogo de cAMP 6-Bnz-cAMP activa la PKA.

Se incluyeron 100 uM de 6-Bnz-cAMP en las soluciones de la pipeta de placa que perfundieron el compartimento
intracelular. Los miocitos se expusieron al superperfundido de control libre de NA. Como se muestra en la figura 5, el
analogo 6-Bnz-cAMP incluido en la solucion de pipeta indujo una disminucion significativa en |,. Para determinar que
la disminucién inducida por 6-Bnz-cAMP en |, estaba mediada por PKA, también se midid la I, usando soluciones de
pipeta que incluian 6-Bnz-cAMP asi como H-89. Se esperaba que este ultimo inhibiera la PKA activada por 6-Bnz-
cAMP. Los resultados se incluyen en la figura 5 y demuestran que H-89 (0,5 pM) invirtié la disminucién inducida por
6-Bnz-cAMP en |p.

Tomados conjuntamente, los resultados presentados en el presente documento indican que la activacién de los
receptores adrenérgicos B1/B. provoca la inhibicién de la bomba Na'-K* mientras que la activacion de los receptores
adrenérgicos Bs provoca la estimulacién de la bomba Na'-K*. Esto proporciona una explicacién para la eficacia ya
establecida de los bloqueantes de receptores adrenérgicos B1/B2 en la insuficiencia cardiaca humana, e identifica al
receptor adrenérgico B3 como un farmaco objetivo totalmente nuevo. Se espera que la estimulaciéon del receptor
promueva la exportacion de Na’ desde las células sobrecargadas de Na' en la insuficiencia cardiaca,
proporcionando de este modo un efecto terapéutico beneficioso.
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El papel de los receptores adrenérgicos [33 esta soportado por la incapacidad de bloqueo de Bi/B> con nadolol para
bloquear la estimulacion de la bomba, por la persistencia de la estimulacion cuando se bloquean las rutas
mensajeras intracelulares activadas clasicamente por receptores Bi/B2 y por el efecto del agonista selectivo
adrenérgico B3 selectivo BRL 37344 para inducir la estimulacion de Ip.

Ejemplo 6
Efecto de BRL 37344 sobre el rendimiento cardiaco en el modelo ovino de insuficiencia cardiaca

Para examinar el efecto de la activacion aguda del receptor de B3 se us6 un modelo de miocardiopatia isquémica
con insuficiencia cardiaca grave inducida por microembolia coronaria repetida en ovejas (Huang, Y et al., Am J
Physiol 286: H2141-50, 2004). El modelo es estable y refleja bien la afeccion humana (Huang et al, 2004).

Se administré6 BRL 37344 por infusion intravenosa durante un periodo de 8 min, comenzando con la dosis mas baja
del protocolo. Después de 5 min adicionales, se determinaron las relaciones de presién-volumen como se describe
(Huang et al., 2004). A continuacion, se repitio el procedimiento de forma idéntica usando una dosis mayor de BRL
37344. Se uso6 la relacién de presion-volumen telesistélica ventricular izquierda (ESPVR) como un indice de
rendimiento cardiaco. La ESPVR es relativamente independiente de los factores de confusion tales como pre- y
poscarga y frecuencia cardiaca, y esta aceptada ampliamente como un buen indice de la funcién ventricular
izquierda.

Los resultados se muestran en la figura 6, tanto antes como después de la induccion de insuficiencia cardiaca. La
variable independiente en las abscisas indica la dosis en microgramos de BRL 37344 por kg de peso de la oveja.
Obsérvese el incremento logaritmico en la dosis. La media de la ESPVR medida en 3 ovejas diferentes antes y
después de la induccién de insuficiencia cardiaca grave se muestra en las ordenadas. Un andlisis de regresion lineal
de una transformacion logaritmica de la dosis de BRL 37344 frente a ESPVR indic6 una tendencia hacia una
pendiente negativa en una oveja normal consistente con un empeoramiento dependiente de la dosis en la funcién
ventricular izquierda. En contraste, la pendiente fue significativamente positiva después de que se hubiera inducido
la insuficiencia cardiaca en la oveja, lo que indica una mejora dependiente de la dosis en la funcién ventricular
izquierda con la administracién de BRL 37344. Se concluye que la activacion de los receptores adrenérgicos B3 tiene
efectos beneficiosos inmediatos en la insuficiencia cardiaca, lo que es consistente con las expectativas de los
inv§nt9res en base a los resultados presentados en el presente documento para la estimulacion in vitro de la bomba
Na'-K".

Sumario

En general, un cambio en la concentracion de Na intracelular tiene efectos opuesto bajo condiciones fisioldgicas
normales y bajo condiciones de insuficiencia cardiaca. En el corazén normal, un incremento en la concentracion de
Na" intracelular provoca un incremento en la concentracion de ca”" intracelular y, por tanto, una potenciacion de la
contractilidad. Sin embargo, sélo ligeros incrementos en el Na* intracelular mejoran el rendimiento cardiaco, y un
incremento de unos pocos mM mas alla de lo "normal” tiene efectos adversos. En la insuficiencia cardiaca, el Na*
intracelular ya estd aumentado, e incrementos adicionales afectan al rendimiento. Los presentes inventores
describen, por primera vez en el presente documento, un procedimiento para activar directamente la bomba de
membrana celular que extrude el Na* de las células. Como se apoya por los ejemplos en el presente documento, se
espera que esto reduzca el Na" hacia la normalidad en las células sobrecargadas de Na' y, por tanto, potencia el
rendimiento cardiaco. El procedimiento para activar la extrusion de Na* de las células implica el uso de uno o mas
agonistas selectivos del adrenorreceptor f3s.

Cualquier descripcion de los documentos de la técnica anterior en el presente documento, o afirmaciones en el
presente documento derivadas de o basadas en esos documentos, no es una admision de que los documentos o
afirmaciones derivadas son parte del conocimiento general comun de la técnica relevante en Australia o en cualquier
otro lugar.

Aungue se ha descrito la invencion de la manera y como se detalla anteriormente, se apreciara por los expertos en
la técnica que se pueden realizar numerosos variaciones y/o modificaciones incluyendo varias omisiones,
sustituciones y/o cambios en la forma o detalle a la invencion, como se muestra en los modos de realizacién
especificos sin apartarse del espiritu o alcance de la invencién como se ha descrito ampliamente. Los presentes
modos de realizacion, por tanto, se deben considerar en todos los respectos como ilustrativos y no restrictivos.
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REIVINDICACIONES

Una composicion que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de uno 0 mas agonistas selectivos
del adrenorreceptor 3 que tienen actividad estimuladora preferencial hacia el adrenorreceptor B3 para su uso
en el tratamiento de un ser humano que padece insuficiencia cardiaca sintomatica, el uso, comprendiendo
el uso ademas el uso de uno o mas blogueantes fs.

La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el ser humano tiene uno o mas
sintomas clinicos de insuficiencia cardiaca.

La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que el agonista selectivo del
adrenorreceptor B3 esta seleccionado del grupo que consiste en ariletanolaminas, ariloxipropanolaminas y
trimetoquinoles.

La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que el agonista selectivo del
adrenorreceptor B3 es BRL37344.

La composicion para su uso de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en la que el bloqueante 3 es
nadolol.

La composicion para su uso de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en la que el bloqueante 3 es
un antagonista del adrenorreceptor 31 y/o B».

La composicion para su uso de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en la que el uso de uno o mas
bloqueantes B es anterior a, simultdneamente con o posterior al uso de los uno 0 mas agonistas selectivos
del adrenorreceptor Bs.

La composicion para su uso de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, que comprende ademas
estabilizar al menos parcialmente al ser humano antes del uso de dicho agonista selectivo del
adrenorreceptor Bs.

La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que dicha estabilizacion comprende el
tratamiento con uno o mas compuestos seleccionados del grupo que consiste en inhibidores de la ECA,
antagonistas de la aldosterona y antagonistas del adrenorreceptor (3.
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