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DESCRIPCION

Antagonistas del receptor 5-HT, para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca.

La presente invencion se refiere a la insuficiencia cardiaca y en particular al uso de antagonistas del receptor 5-HT,
para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca y los sintomas asociados con la misma.

La insuficiencia cardiaca es una enfermedad que afecta principalmente a las personas mayores, y con una poblacién
que estd envejeciendo progresivamente, es probable que la prevalencia de esta enfermedad siga aumentando. Por lo
tanto, se requieren procedimientos nuevos y mejorados para tratar la insuficiencia cardiaca.

Las enfermedades o trastornos cardiacos que se caracterizan en general por la funcién cardiaca deteriorada, p. €j.,
insuficiencia cardiaca, afectan a un gran nimero de personas en todo el mundo y en particular en el mundo occidental.
Las enfermedades o trastornos cardiacos son responsables de una peor calidad de vida y muerte prematura en una
proporcién significativa de los que los padecen. Los trastornos cardiacos se dan en hombres, mujeres y nifios de
ambos sexos, pero son particularmente prevalentes en hombres y en personas de edad mediana o mayores.

La insuficiencia cardiaca se caracteriza por la funcién cardiaca deteriorada debido a una funcién de la bomba
reducida (disfuncién sistélica) o a un llenado reducido (disfuncién diastdlica). Hay una serie de causas diferentes
de la insuficiencia cardiaca, de las cuales la mas comun en el mundo occidental es la enfermedad arterial coronaria.
Otras causas comunes son la miocardiopatia (primaria o secundaria), hipertension, enfermedades valvulares y defectos
congénitos.

Aproximadamente el 70% de las insuficiencias cardiacas en el mundo occidental son causadas por la enfermedad
arterial coronaria, que normalmente se debe a la aterosclerosis. La aterosclerosis dard como resultado el estrechamiento
de los vasos en el corazén, conduciendo a un suministro de sangre inadecuado al miocardio (células musculares).
Dichos trastornos cardiacos que implican un suministro de sangre reducido al corazén a veces se denominan con la
expresion general “enfermedad cardiaca isquémica”. La enfermedad cardiaca isquémica (o miocardiopatia isquémica)
es el grupo etioldgico principal de la insuficiencia cardiaca en el mundo occidental.

Un suministro de sangre reducido al corazén se puede manifestar como angina de pecho (dolor en el pecho), infar-
to de miocardio agudo (que es el resultado de la oclusién arterial coronaria aguda que produce dafo en el miocardio
con tejido cicatrizado; dicha zona no puede mantener la funcién del musculo cardiaco), y a menudo la muerte. Si el
suministro de sangre al corazén se reduce durante periodos de semanas a afos, o si el miocardio se ha debilitado sus-
tancialmente por infarto con tejido cicatrizado, la funcién del corazén se volverd mds débil con una menor capacidad
de bombeo, conduciendo a la manifestacion clinica de la insuficiencia cardiaca crénica.

La insuficiencia cardiaca congestiva (ICC, de la cual la insuficiencia cardiaca congestiva crénica (ICCc) es un
subtipo) se caracteriza por la funcién del ventriculo izquierdo deteriorada, mayor resistencia vascular periférica y
pulmonar y menor tolerancia al ejercicio y disnea. La congestién circulatoria es resultado de la disminucién de la
capacidad cardiaca o de la retencidn de sangre en las venas detrds de la izquierda o derecha del corazon.

Las formas mds comunes de insuficiencia cardiaca que son resultado del dafio al corazén a menudo no se pueden
curar, pero el tratamiento puede mejorar los sintomas.

El tratamiento actual de la insuficiencia cardiaca se basa parcialmente en medidas preventivas tales como el control
de la dieta, por ejemplo reducir o excluir la cafeina y el sodio, pérdida de peso y ejercicio. Los medios quirdrgicos
se usan en casos mds graves, por ejemplo, la cirugia de derivacién coronaria que alivia los sintomas aumentado el
flujo sanguineo al corazon, la angioplastia o trasplante coronarios, si el corazén ha perdido una capacidad de bombeo
significativa.

También se usan los tratamientos con fairmacos. Por ejemplo lo inhibidores de la enzima convertidora de angio-
tensina (ACE) ralentizan el avance de la insuficiencia cardiaca al inhibir la formacién de angiotensina y produciendo
vasodilatacion. También es habitual el uso de otros diuréticos, que alivian la retencién de agua en el cuerpo facili-
tando asi la carga de trabajo del corazén. Las preparaciones de digitalis tales como la digoxina también se usan para
aumentar la fuerza de las contracciones del corazén.

Los betabloqueantes son otro tratamiento usado habitualmente para la insuficiencia cardiaca, solos o en combi-
nacién con inhibidores de ACE. El corazén con insuficiencia se activa adrenérgicamente, en contraste con el funcio-
namiento normal del ventriculo humano en un estado de reposo (Bristow, 2000, Circulation, Vol 101, 558-569). El
aumento de la funcién adrenérgica cardiaca parece que dafia al corazén con insuficiencia y esto se denomina respuesta
mal adaptada. Parece que esta respuesta estd asociada con cambios en la composicidn de los receptores adrenérgicos
durante la insuficiencia cardiaca con regulacién positiva de los receptores adrenérgicos a; y regulacién negativa de
los receptores S-adrenérgicos. Ademds, los modelos de ratén que sobreexpresan los receptores adrenérgicos activados
presentan miocardiopatia y disfuncién sistdlica. Por lo tanto, se considera que la sefializacién adrenérgica crénica es
un mecanismo compensatorio daifiino en el corazén humano con insuficiencia.
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En la etapa final de la insuficiencia cardiaca, 50-60% del potencial de transduccion de sefiales total se pierde. El
bloqueo del resto de la capacidad de sefalizacién usando betabloqueantes complementa la estrategia antiadrenérgica
endégena del corazén de desensibilizacion, que se considera que es un cambio adaptativo (Bristow, 2000, Circulation,
Vol 101, 558-569).

Mediante la inhibicion del potencial de sefializacion restante de los receptores adrenérgicos 8 usando S-bloquean-
tes, se ha desarrollado y usado con algiin éxito un método relativamente eficaz de tratamiento de la insuficiencia
cardiaca.

Sin embargo, mientras que se han usado -bloqueantes con éxito relativo, siguen siendo necesarios medicamen-
tos y tratamientos para la enfermedad cardiaca. El tratamiento con S-bloqueantes no es satisfactorio para todos los
pacientes, ya que algunos pacientes presentan contraindicaciones al bloqueo 3, tal como enfermedad reactiva de las
vias respiratorias, nodo sinusal o enfermedad del sistema de conduccién con bradicardia. Ademads, las dosis objetivo
requieren la manipulacién y gestién cuidadosas para lograr el resultado deseado. Otra desventaja es que algunos indi-
viduos no responden al bloqueo S (Bristow, 2000, Circulation, Vol 101, 558-569). Las desventajas de los tratamientos
conocidos y el aumento de incidencia de la enfermedad cardiaca a medida que aumenta la edad de la poblacién, supone
que se necesitan mds tratamientos.

La presente invencion se dirige a esta necesidad y se basa en el descubrimiento sorprendente de que los receptores
de 5-HT, median una respuesta inotrépica en los musculos papilares cardiacos de rata de corazones con insuficiencia,
una respuesta que no se observa en los musculos papilares cardiacos de rata normales. Por lo tanto, parece que se
induce una respuesta inotrdpica a la serotonina (5-HT) en los ventriculos de los corazones con insuficiencia. Esta
observacién sorprendente sugiere que esta respuesta inotrépica puede ser un mecanismo compensatorio adicional de
mala adaptacion en el corazén con insuficiencia. Basandose en esto, se propone una nueva terapia, en particular reducir
o prevenir esta respuesta inotrépica a la 5-HT (5-hidroxitriptamina; serotonina) bloqueando los receptores 5-HT,, p.
€j., usando antagonistas de receptores 5-HT,. Por lo tanto, los autores de la invencién proponen un nuevo tratamiento
potencial para la insuficiencia cardiaca basado en el uso de antagonistas de receptores 5-HT,.

Se sabe que la 5-HT afecta al sistema nervioso central, el corazén y el tracto gastrointestinal. Los efectos en el
corazén incluyen efectos inotrépicos, cronotrépicos y lusitrépicos positivos, todos los cuales se han detectado hasta la
fecha solo en el tejido auricular humano y no en el tejido ventricular. En el atrio humano, estos efectos son mediados
por los receptores 5-HT,. La activacién del receptor 5-HT,, que es un receptor acoplado a proteina G con 7 dominios
transmembranales, produce la estimulacién de la actividad de la adenilil-ciclasa, la activacién de la proteina quinasa
dependiente de AMPc y la fosforilacion de proteinas implicadas en el acoplamiento excitacién-contraccion.

La clase de receptores 5-HT, es una de las 7 clases conocidas de receptores de 5-HT (5-HT,_;). Todos, excepto uno
de los receptores identificados, son receptores acoplados a proteinas G con 7 dominios transmembranales. Algunas
de estas clases contiene mas de un miembro, codificados por genes separados o por variantes de corte y empalme.
El receptor 5-HT, tiene al menos 8§ variantes de corte y empalme (5-HT,,)-5-HT4)). Los estudios preliminares han
sugerido que se puede producir la expresion diferencial de estas variantes de corte y empalme en diferentes tejidos,
aunque también se ha mostrado que determinados tipos de variantes de corte y empalme pueden coexpresarse en
algunos tejidos. La funcién exacta de las diferentes variantes de corte y empalme no esta clara.

Estudios previos han identificado las respuestas a la 5-HT en el tejido auricular humano y porcino, que se producen
a través del receptor 5-HT,, que incluyen la mayor frecuencia cardiaca, fuerza contréctil y activacion de la relajacion.
Estos estudios no pudieron demostrar ningtn efecto de la 5-HT en los ventriculos humano (Jahnel y col., 1992, Naunyn
Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol., Vol 346:482-485; Schoemaker y col., European Journal of Pharmacology, 1993
Vol 230, 103-105) y porcino (Schoemaker y col., 1992, Naunyn Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol, 346: 486-489;
Lorrain y col. 1992, Eur. J. Pharmacol. 229: 105-108; Saxena, 1992, Naunyn Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol., 346:
629-636). Ademads, se pensaba que los receptores 5-HT, estaban localizados exclusivamente en el atrio (Blondel y
col., 1998, Journal of Neurochemistry Vol 70(6), 2252-2261, Blondel y col., 1997, FEBS Letters Vol. 412, 465-474).

Sin embargo, una publicacién reciente de Bach y col. (2001, Naunyn Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol., 363; 146-
160) muestra por RT-PCR que el ARNm que codifica los receptores 5-HT, es detectable en las 4 cdmaras del corazén
humano normal. Se mostré la coexpresion de las variantes 5-HTy,) y 5-HT,, tanto en la auricula como en el ventriculo
cardiacos. Sin embargo, no se publicaron estudios funcionales de los receptores.

Se han propuesto antagonistas del receptor 5-HT, (tales como los descritos en el documento WO 93/02677) para
usar en el tratamiento de arritmias auriculares y accidente cerebrovascular, ademas del sindrome del intestino irritable,
enfermedad de reflujo gastroesofagico, ansiedad y/o migrafia (WO 91/16045, Kaumann 1994 TiPS Vol 15, 451-455).
El documento WO 02/11766 describe el uso de un antagonista del receptor SHT, en la fabricacién de un medicamento
para la profilaxis o tratamiento del remodelado auricular en un mamifero. Rahme y col. 1999 Circulation vol. 100,
2010-2017 describen los efectos electrofisiolgicos y antiarritmia del antagonista del receptor 5-HT(4) auricular se-
lectivo RS-100302 en el aleteo auricular y la fibrilacién. El documento EP1325921 describe compuestos oxo y de oxi-
piridina como moduladores del receptor 5-HT4 y el documento WO 03/35649 describe compuestos de imidazopiridi-
na como moduladores del receptor 5-HT,. En The Merck Manual 1999 paginas 1682-1693, se discute la insuficiencia
cardiaca.
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No hay estudios previos que hayan sugerido ninguna implicacién o efecto del receptor 5-HT, en la insuficiencia
cardiaca, o ningun efecto de la insuficiencia cardiaca en este receptor. Como se ha mencionado antes, ahora se ha
mostrado sorprendentemente que la potencial respuesta inotrépica (la fuerza de la contraccién muscular) a la 5-HT
difiere en los musculos papilares del corazén de rata con y sin insuficiencia, y en particular, que s6lo los musculos
papilares de los corazones de rata con insuficiencia presentan una respuesta a la 5-HT (véase el Ejemplo 1).

Ademds, los autores de la invencién han mostrado sorprendentemente que este efecto inotrépico es mediado por
receptores 5-HT,. La observacién de que los receptores 5-HT, son funcionales en el misculo cardiaco de rata con
insuficiencia, y no en el miisculo cardiaco de rata normal, indica que esta induccién y sefializacion pueden ser un nuevo
mecanismo de compensacién en la insuficiencia cardiaca. Por la expresién “mecanismo de compensacién” se entiende
que el corazén se adapta a su capacidad reducida de funcionar, en un intento de compensar el menor bombeo. La
adaptacion, como en este caso, y en el caso del sistema S-adrenérgico, puede tener forma de una adaptacién o cambios
inducidos en mecanismos y rutas de sefializacién. Por lo tanto, el bloqueo de este mecanismo de compensacioén, por
ejemplo, usando un antagonista de receptores 5-HT,, presenta una modalidad de tratamiento nueva y hasta ahora no
prevista para combatir la insuficiencia cardiaca.

El hecho de que los musculos papilares humanos cogidos de pacientes con diferentes tipos de insuficiencia cardiaca
también presentan una respuesta inotrdpica a la serotonina, que es mediada por receptores 5S-HT, (Ejemplo 6) confirma
que este efecto no estd limitado a las ratas.

También se ha mostrado que los niveles de ARNm de 5-HT,s, son mayores en el ventriculo izquierdo y en el
musculo capilar en ratas con ICC.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencidn proporciona el uso de antagonistas del receptor 5-HT, en la
fabricacién de un medicamento para usar en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva.

Los antagonistas del receptor 5-HT, se pueden usar en un procedimiento para tratar la insuficiencia cardiaca
congestiva en un mamifero, comprendiendo dicho procedimiento administrar un antagonista del receptor 5-HT, a
dicho mamifero. En particular, se administra una cantidad eficaz de dicho antagonista.

En un aspecto adicional mds, la invencién también proporciona un antagonista del receptor 5-HT,, o una composi-
cién farmacéutica que contiene dicho antagonista, para usar en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva.

El mecanismo por el que es inducida la respuesta inotrdpica a la 5-HT en la insuficiencia cardiaca todavia no se
ha elucidado, pero en cualquier caso, no es critico para el nuevo procedimiento terapéutico propuesto. Sin embargo,
aunque sin querer ligarse por la teoria, el mecanismo de induccién de la respuesta inotrépica puede resultar de una
activacion funcional de receptores inactivos preexistentes por un cambio estructural o topoldgico, o liberaciéon de la
inhibicién. Alternativamente, los receptores preexistentes pueden ser transportados a un sitio donde pueden actuar.
Alternativamente, el mecanismo puede ser la mayor sintesis, o la induccién, de receptores nuevos por la mayor trans-
cripcién o traduccién. Por lo tanto, debe entenderse que “induccién” puede referirse a cualquier mecanismo por el que
aumenta la actividad de la ruta de sefalizacion del receptor 5-HT, comparado con la actividad en un corazén normal
(p. €j., sin insuficiencia).

En particular, la “induccién” incluye cualquier mecanismo por el que es inducida o aumentada la respuesta ino-
trépica mediada por el receptor 5-HT,. Un “aumento” es preferible o convenientemente un aumento estadisticamente
significativo, por ejemplo en un ensayo de la respuesta mediada por el receptor 5-HT, como se describe en el Ejemplo
1, o en cualquier otro ensayo de respuesta inotrdpica conocido en la materia o descrito en la bibliografia.

La expresion “insuficiencia cardiaca” como se usa en el presente documento, incluye cualquier afeccion caracteri-
zada por la funcién cardiaca deteriorada sea debido a una accién reducida de la bomba (disfuncién sistdlica) o llenado
reducido (disfuncién diastdlica). Mds en particular, la insuficiencia cardiaca implica la funcién deteriorada del mio-
cardio del corazén. La presente invencion reivindicada se refiere a la insuficiencia cardiaca congestiva, y en particular
a formas croénicas de la insuficiencia cardiaca congestiva (es decir, insuficiencia cardiaca congestiva crénica (ICCc)).
Sin embargo, la invencién no incluye otras enfermedades o afecciones cardiacas que no entren en la definicién general
anterior de insuficiencia cardiaca, tales como arritmias auriculares que estdn excluidas del alcance de esta invencion.

La insuficiencia cardiaca se puede definir como un trastorno que puede resultar de cualquier afeccién que reduce
la capacidad del corazén para bombear sangre. A menudo la causa es contractilidad reducida del miocardio que
resulta de un flujo sanguineo coronario disminuido (p. ej., insuficiencia cardiaca causada por enfermedad arterial
coronaria (EAC) o enfermedad isquémica coronaria), pero el fracaso del bombeo de cantidades adecuadas de sangre
también puede estar causado por dafio de las valvulas cardiacas, presion exterior alrededor del corazén, enfermedades
musculares cardiacas primarias (p. €j., miocardiopatia dilatada idiopética) o cualquier otra anormalidad que hace del
corazén una bomba hipoeficaz. Como se ha mencionado antes, la insuficiencia cardiaca congestiva estd particularmente
implicada.

Por lo tanto, estd incluida en el alcance de la invencidn, la insuficiencia cardiaca congestiva debida a enfermedad
cardiaca isquémica (miocardiopatia isquémica), en particular enfermedad cardiaca isquémica crénica, miocardiopatia
no isquémica crénica incluyendo miocardiopatia dilatada idiopatica y cardiopatia debido a la hipertension.
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La insuficiencia cardiaca se puede manifestar de cualquier de dos formas: (1) una disminucién de la capacidad
cardiaca o (2) por una retencion de la sangre en las venas detrds del lado izquierdo o derecho del corazén. El corazén
puede fallar como una unidad entera o pueden fallar independientemente entre si el lado izquierdo o el lado derecho.
De cualquier forma, este tipo de insuficiencia cardiaca conduce a una congestion circulatoria y, como resultado se
denomina insuficiencia cardiaca congestiva (ICC).

La insuficiencia cardiaca congestiva se puede dividir en 2 fases, ICC aguda (duracion corta e inestable) e ICC
crénica (larga duracién y relativamente estable). Esta division entre las dos es dificil de definir con precision, pero
en general la ICC aguda es la etapa de fallo que ocurre inmediatamente después del dafio del corazén (es decir,
tiene un inicio rdpido y un curso corto) y estd asociada con la inestabilidad en la funcién y circulacién cardiacas,
por ejemplo, una caida repentina del gasto cardiaco. Si la fase aguda no es grave con resultado de muerte, se activan
inmediatamente los reflejos simpéticos del cuerpo y pueden compensar la pérdida repentina de la funcién cardiaca.
Dicha compensacion a menudo puede ser tan eficaz y rdpida, que es posible que el paciente no note ningiin efecto si
permanece en calma.

Después de los primeros minutos de un ataque cardiaco agudo, empieza un estado secundario prolongado. Este se
caracteriza por una retencion de fluido por los rifiones y por la recuperacidn progresiva del corazén a lo largo de un
periodo de varias semanas a meses, hasta el punto en el que se estabiliza la afeccidn cardiaca. Esta fase de estabilidad
se conoce como ICC crénica. Aunque el corazén se ha estabilizado y compensado, todavia estd débil y se puede hacer
progresivamente mas débil.

Por lo tanto, esto significa que aunque los sintomas varian mucho entre pacientes, los pacientes con ICC crénica
tienen de forma caracteristica una funcién cardiaca reducida. La manifestacién mas comun de la capacidad cardiaca
reducida es la disfuncién sistélica. Por ejemplo, dichos pacientes presentan una fraccién de eyeccidon ventricular iz-
quierda (FEVI) reducida comparado con una persona ‘“normal” que no ha padecido insuficiencia cardiaca. En personas
normales, la fraccién de eyeccion ventricular izquierda normalmente estd por encima de 60%, mientras que una frac-
cion de eyeccién menor de 40% se caracteriza como disfuncidn sistélica. Por lo tanto, una FEVI menor de 40% es una
caracteristica de la funcidn cardiaca reducida en pacientes con ICC crénica. Menos comtn que la disfuncién sistélica
es la disfuncién diastélica en la que la fraccién de eyeccidn esta relativamente conservada (FE ventricular izquierda >
40%) o normal, pero en la que el llenado ventricular izquierdo es menor.

Otras caracteristicas de la funcién cardiaca reducida, tales como por ejemplo, una fraccién de eyeccion ventricular
derecha reducida, capacidad de ejercicio reducida y variables hemodindmicas deterioradas tales como un menor gasto
cardiaco, mayor presion arterial pulmonar y mayor frecuencia cardiaca y presion sanguinea baja, se observan a menudo
en pacientes con ICCc.

El sistema de clasificacion de The New York Heart Association (NYHA) divide la enfermedad cardiaca en 4
clases, dependiendo de la gravedad de la enfermedad. Clase I de la NYHA: paciente con enfermedad cardiaca pero sin
limitaciones resultantes de actividad fisica; Clase II: pacientes con enfermedad cardiaca que causa ligeras limitaciones
de actividad fisica. Clase III: pacientes con enfermedad cardiaca que causa notable limitacién del rendimiento fisico.
Estdn comodos en reposo. Clase IV: paciente con enfermedad cardiaca que causa incapacidad para llevar a cabo
cualquier actividad fisica sin incomodidad. Los sintomas pueden estar presentes en reposo.

La invencién se puede usar para el tratamiento de todas las clases de insuficiencia cardiaca congestiva, pero en
particular de las clases II-IV.

Como se ha aludido antes, la insuficiencia cardiaca en general puede ser crénica o aguda. Por lo tanto, mientras que
la fase aguda de la insuficiencia cardiaca (por ejemplo ICC) se pasa relativamente rdpido, la estabilidad asociada con
la fase crénica de la insuficiencia cardiaca (p. €j., ICC) puede tardar meses en desarrollarse. En general, un paciente
que presenta sintomas de insuficiencia cardiaca durante mds de 3 meses o preferiblemente mas de 6 meses, se puede
considerar que tiene insuficiencia cardiaca crénica estable, siempre que no se hayan dado sintomas adicionales de
insuficiencia cardiaca (p. €j., congestiva) aguda, tales como angina o pruebas de infarto de miocardio, durante este
periodo de 3 6 6 meses.

Como se ha aludido brevemente antes, la insuficiencia cardiaca crénica que se va a tratar de acuerdo con la presente
invencién puede ser resultado de cualquier causa, p. €j., puede ser resultado de una enfermedad primaria o puede ser
secundaria a otra enfermedad. En una realizacién preferida de la invencidn, la insuficiencia cardiaca crénica que se va
a tratar es secundaria a la miocardiopatia dilatada idiopatica (MCDI) y/o enfermedad isquémica coronaria (enfermedad
arterial coronaria - EAC).

En particular, en una realizacién preferida adicional, la insuficiencia cardiaca congestiva que se va a tratar de
acuerdo con la invencién es la insuficiencia cardiaca postinfarto. En relacién con esto, debe sefialarse que el modelo
de rata usado en el ejemplo 1, 2, 4 y 7, es un modelo de insuficiencia cardiaca postinfarto, causada por ligado arterial
coronario, que es un modelo de insuficiencia cardiaca bien caracterizado.

Otros tipos de insuficiencia cardiaca congestiva que se pueden tratar de acuerdo con la invencidn, incluyen la
insuficiencia cardiaca congestiva inducida por una poscarga constantemente aumentada, tal como la insuficiencia
cardiaca hipertensiva. También estd disponible un modelo de rata para esto, en el que la insuficiencia cardiaca es
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inducida por estrechamiento adrtico con banda. Este modelo también se ha usado para mostrar que el efecto mediado
por el receptor 5-HT, no es especifico de la insuficiencia cardiaca postinfarto (véase Ejemplo 5).

La expresion “antagonista del receptor 5-HT,” como se usa en el presente documento incluye cualquier agente, es
decir, cualquier compuesto, sustancia, molécula o composicion (o cualquier otro agente) que pueda reducir o prevenir
cualquier respuesta, por ejemplo, una respuesta inotrépica a la 5-HT en la insuficiencia cardiaca (es decir, la respuesta
(p. €j., respuesta inotrépica) del corazén, o preferiblemente del miocardio): Por lo tanto, el antagonista se puede ver
como cualquier agente capaz de inhibir la respuesta inotrépica a la 5-HT, o cualquier otra respuesta fisioldgica o
biolégica a la 5-HT. Esta actividad se puede evaluar facilmente usando cualquier ensayo de respuesta adecuado, por
ejemplo, cualquier ensayo de respuesta inotrépica disponible en la técnica, por ejemplo, como se detalla en el ejemplo
1. Por lo tanto, una inhibicién se puede observar como una disminucién (p. €j., una disminucién significativamente
estadistica) en la respuesta en cuestion (p. ej., respuesta inotrépica) en presencia del agente, comparado con la respuesta
(p. €j., respuesta inotrdpica) en ausencia del agente (es decir, antagonista).

Se puede usar cualquier agente conocido en la técnica y/o publicado en la bibliografia como un antagonista de los
receptores 5-HT, (incluyendo agonistas inversos y agonistas parciales, etc. que pueden funcionar como antagonistas
en condiciones particulares, p. €j., dosificaciones/concentraciones etc.).

Por lo tanto, la expresion “antagonista del receptor 5-HT,” como se usa en el presente documento, incluye cual-
quier compuesto, molécula, sustancia, agente o composicién que atenue el efecto de la 5-HT en el receptor 5-HT,.
Dicho antagonismo puede ser competitivo 0 no competitivo. Los antagonistas competitivos se unen al receptor en una
region que solapa con el sitio de unién del agonista, evitando asi la unién del agonista. El logaritmo negativo de la
concentraciéon molar que en el equilibrio ocuparia 50% de los receptores en ausencia del ligando (pKp) es la medida
de la potencia de un antagonista competitivo. Los antagonistas no competitivos se unen a un sitio en los receptores
distinto del sitio de unién del agonista y evitan la unién del agonista y/o la activacién del receptor por un mecanis-
mo alostérico. Ademads, los antagonistas pueden ser reversibles o irreversibles. Los antagonistas se pueden identificar
facilmente por su actividad en el receptor 5-HT, usando cualquier valoracién o sistema de ensayo adecuados, conve-
nientemente cualquier sistema in vitro que use células que expresen receptores 5-HT, recombinantes transfectados de
forma estable o transitoria o receptores 5-HT, end6genos, tales como los descritos por Bach y col. (2001, véase antes).

Habitualmente, los antagonistas de receptores son compuestos organicos pequefios y estos representan una clase
preferida de antagonistas del receptor 5-HT, para usar de acuerdo con la presente invencién. Sin embargo, también
se pueden usar otros “‘compuestos” o “agentes’; y siempre que cumplan el criterio funcional de inhibir una respuesta
inotrépica (o cualquier otra) a la 5-HT (p. €j., por bloqueo o inhibicién de un receptor 5-HT,) su naturaleza quimi-
ca o fisica no es importante. Asi, por ejemplo, se pueden usar moléculas de proteinas o peptidicas, que pueden ser
naturales o sintéticas, o derivados o modificaciones de moléculas naturales. Una de dichas clases de moléculas de
proteina/péptido son los anticuerpos y sus fragmentos o derivados, incluyendo moléculas de tipo anticuerpo sintéticas.
Muchas de dichas “moléculas de unién” basadas en anticuerpos son conocidas en la técnica, p. ej., anticuerpos mo-
nocatenarios, anticuerpos injertados en CDR, anticuerpos quiméricos, etc. y todas dichas moléculas estdn incluidas.
Alternativamente, se pueden usar otros productos moleculares de presentacion u otras bibliotecas (p. €j., combinato-
rias); la bibliograffa describe la sintesis y seleccién de muchas de dichas moléculas de unién o entidades de unién por
dicha presentacion u otros procedimientos, y estos se pueden usar, seleccionar para unirse al receptor 5-HT,.

También estan incluidas las sales de dichos compuestos, incluyendo sales tanto orgdnicas como inorganicas (p.
€j., con contraiones de metales alcalinos y alcalinotérreos, amonio, etanolamina, dietanolamina, meglumina, cloruro,
hidrogenocarbonato, fosfato, sulfato y acetato). Las sales farmacéutica y/o fisiolégicamente aceptables adecuadas
estdn bien descritas en la bibliografia farmacéutica. Ademas, algunas de estas sales pueden formar solvatos con agua
o disolventes orgénicos tales como etanol. Dichos disolventes también estdn incluidos dentro del alcance de esta
invencion.

Los antagonistas del receptor 5-HT, también se pueden preparar como profirmacos de acuerdo con los principios
conocidos en la técnica (p. ej., como compuestos que liberan o que se convierten en la forma de antagonista activo
cuando se administran al paciente).

Los antagonistas del receptor 5-HT, son conocidos en la técnica y estin descritos en la bibliografia (Clark, R.D.
en “5-HT4 Receptors in the Brain and Periphery”, ed R. Eglen 1998 Springer Verlag and R.G. Landes Company). Se
puede usar cualquier de dichos compuestos de acuerdo con la presente invencién. Asi, por ejemplo, los antagonistas
del receptor 5-HT, se pueden seleccionar de compuestos que comprenden una estructura de anillo aromético con
un aceptor de enlace de hidrégeno como un sustituyente y un aceptor de enlace de hidrégeno como un segundo
sustituyente y una amina terciaria separada al menos 3 enlaces del anillo aromético.

Los antagonistas del receptor 5-HT, se seleccionan preferiblemente de compuestos que comprenden un anillo
aromadtico al que estd unido un grupo carbonilo, y un nitrégeno bésico en la cadena lateral adjunta. Preferiblemente
hay un dtomo de oxigeno adyacente al grupo carbonilo.

Las clases representativas de compuestos adecuados incluyen ésteres de benzoato, amidas de benzoato, imidazoli-
piridinas, arilcetonas, indoles, carbazimidamidas, fenilcarbamatos y fenilureas.
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Ejemplos adicionales de antagonistas del receptor 5-HT, que se podrian usar en la invencién, incluyen SB203186,
1H-indol-3-carboxilato de 1-piperidinil-etilo (Parker SG y col. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. Dic. 1995;
353 (1): 28-35); GR113808, 1-metil-1H-indol-3-carboxilato de [1-[2-metilsulfonilaminoetil]-4-piperidinil]metilo
(Kaumann Al., Br. J. Pharmacol. 1993 Nov; 110(3): 1172-4); SB207710, 8-amino-7-yodo-1,4-benzodioxan-5-car-
boxilato de (1-butil-4-piperidinil)metilo (Kaumann A.J. y col., Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 1994 Ma-
yo; 349(5): 546-8); SDZ205557, (2-metoxi-4-amino-5-cloro)benzoato de 2-dietilaminoetilo (Lorrain J. y col., Eur.
J. Pharmacol. Dic. 1992, 8; 229(1): 105-8); DAU 6285, endo-8-metil-8-azabiciclo[3.2.1]oct-3-il-2,3-dihidro-6-me-
toxi-2-oxo-1H-bencimidazol-1-carboxilato (Torres GE y col., J. Pharmacol. Exp. Ther. Oct. 1994; 271(1): 255-61);
RS39604, hidrocloruro de 1-[4-amino-5-cloro-2-(3,5-dimetoxibenciloxi)fenil]-3-[1-[2-[(metilsulfonil)ainino]etil]-4-
piperidinil]-1-propanona (Leung E y col., Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. Jul. 1996; 354(2): 145-56);
SB204070, 8-amino-7-cloro-1,4-benzodioxano-5-carboxilato de (1-n-butil-4-piperidinil)metilo (Leung E. y col., véa-
se antes); SB207266, hidrocloruro de N-[(1-butil-4-piperidiri-il)-metil]-3,4-dihidro-2H-[1,3]oxazino[3,2-a]indol-10-
carboxamida (Gaster LM y col., J. Med. Chem. 24 Nov. 1995; 38(24): 4760-3); SB205008, yoduro de 8-amino-
7-cloro-1,4-benzodioxan-5-carboxilato de (1-butil-1-metil-4-piperidinilmetilo) (McLean PG y Coupar IM., Naunyn
Schmiedebergs Arch Pharmacol. Agosto 1995; 352(2): 132-40); hidrocloruro de (8-amino-7-cloro-1,4-benzodioxano-
5-carboxilato de 1-butil-4-piperidinil)metilo (Gaster L.M. y col., J. Med. Chem., 10 Dic. 1993; 36(25): 4121-3); N-
3389, (dihidrocloruro de endo-3,9-dimetil-3,9-diazabiciclo[3.3.1]non-7-il-1H-indazol-3-carboxamida) (Hagihara K y
col., Eur. J. Pharmacol., 12 Dic. 1994; 271(1): 159-66); FK1052, [hidrocloruro de (+)-8,9-dihidro-10-metil-7-[(5-me-
til-4-imidazolil)metil]pirido-[1,2-a]-indol-6(7H)-ona] (Kadowaki M y col., J. Pharmacol. Exp. Ther., Jul 1993; 266
(1): 74-80); ML10375, 4-amino-5-cloro-2-metoxibenzoato de 2-(cis-3,5-dimetilpiperidino)etilo (Blondel O. y col.,
Br. J. Pharmacol. Oct. 1998; 125(4): 595-7); RS-23597-190, [hidrocloruro de 4-amino-5-cloro-2-metoxibenzoato de
3-(piperidina-1-il)propilo] (Bonhaus DW. y col., J. Pharmacol. Exp. Ther., Oct 1994; 271(1): 484-93); GR125487,
(5-fluoro-2-metoxi- 1 H-indol-3-carboxilato de 1-[2-[(metilsulfonil)amino]etil]-4-piperidinil-metilo) (Gale y col., 1994
Br. J. Pharmacol., 113, 120P); dcido (3-a-tropanil)-1H-indazol-3-carboxilico (W0O91/16045); ICS205-930 (tropise-
trén) (Dumuis A. y col. (1998), Eur. J. Pharmacology 146, 187-188); R50595 (FR76530) (Meulemans AL y Schuur-
kes JA. (1992), Eur. J. Pharmacol. 212(1):51-9); RS100235 (Clark R.D. y col. (1995) Bioorg. Med. Chem. Lett.; S;
2119-2122); RS100302 (Rahme y col., 1999, Circulation 100(9): 1942-4); LY353433, 1-(1-metiletil)-N-[2-[4-[triciclo
[3.3.1.1(3,7)]dec-1-ilcarbonil)amino]- I -piperidinil]etil- 1 H-indazol-3-carboxamida, (Cohen M.L. y col., J. Pharmacol.
Exp. Ther. 1996; 277(1): 97-104); RO116-0086, sal de hidrocloruro del éster de 1-butil-piperidin-4-ilmetilo del dcido
2,3-dihidrobenzo[ 1,4]dioxina-5-carboxilico, (Joubert L. y col., J. Biol. Chem. 2002, 277: 2250); RO116-1148 (sal de
hidrocloruro de la 1-butil-piperidin-4-ilmetilamida del 4cido 2,3-dihidrobenzol1,4]-dioxina-5-carboxilico) Joubert y
col. 2002, véase antes) A-85380 (W(094/08994); SB205800 (Drug Data Report (1993) 15 10:949); SB207058 (Exp.
Opin. Invest. Drugs (1994) 3 (7):767); SB 207226 (Marketletter 22-1 en 22-18 (1995)); SC-53606 (Yang DC y col.
(1993) J. Pharmacol. Exp. Ther.; 266(3): 1339-47); SC 56184 (R&D Focus (1993) 2(37)10).

Sin embargo, se pueden usar otros antagonistas del receptor 5-HT,.

Los antagonistas de receptor 5-HT, se describen ademads en los siguientes documentos de patentes: WO 91/16045,
WO 93/02677, WO 93/18036, WO 93/05040, WO 93/03725, WO 93/05038, PCT/EP93/03054, PCT/GB93/01895,
PCT/EP93/02808, PCT/GB93/02028, PCT/EP93/02775, PCT/EP93/02809, PCT/GB93/02130, PCT/GB94/00172 (to-
dos de Smith Kline Beecham plc), EP-A-501322 (Glaxo), US 6.331.401 (Synaptic Pharmaceutical Corporation),
US 20020128172 (GlaxoSmithKline), US 20030045452 (GlaxoSmith Kline), US20020019386 (GlaxoSmithKline),
EP-A-322973 (GlaxoSmithKline), EP-A-18002 (Sandoz Limited), US 5,872,134 (Smith Kline Beecham), EP-A-
387431 (Beecham Group plc), EP-A-201165 (Beecham Group plc), EP-A-201165 (Beecham Group plc), EP-A-
234872 (Adria), US 4.859.683 (Rorer), EP-A-307172 (Lilly), US 6.127.379 (Smith Kline Beecham), US 6.002.009
(Boehringer Ingelheim), US 5.929.089 (Synthelabo) y US 5.726.187 (Smith Kline Beecham).

Por definicién, como se ha explicado antes, los antagonistas del receptor 5-HT, inhibirdn cualquier accién de la
5-HT mediada por el receptor 5-HT, en el corazén con insuficiencia. El antagonista puede asi, por ejemplo, inhibir
todas las acciones mediadas por el receptor 5-HT,. Por inhibicién se entiende que se reduce la respuesta a la 5-HT,
por ejemplo la respuesta inotrépica, cuando se compara con un individuo no tratado. Esta reduccién incluye cualquier
disminucién medible en una respuesta a la 5-HT (p. €j., la respuesta inotrépica ventricular) en un individuo, cuando se
compara con la respuesta a la 5-HT (p. ej., la respuesta inotrépica ventricular) en un individuo cuando se considera con
anterioridad, antes del tratamiento. La disminucion medible serd preferiblemente estadisticamente significativa. Mas
preferiblemente, la disminucién medible serd tal que la respuesta a la 5-HT (p. ej., la respuesta inotrépica ventricular)
es inhibida sustancialmente por el antagonista del receptor 5-HT,. Mds preferiblemente, la respuesta se bloquea. Por
bloqueo se entiende que no se detecta respuesta medible (p. ej., la respuesta inotrpica ventricular) a la 5-HT en
presencia del antagonista del receptor 5-HT,.

En especial, preferiblemente la disminucién estard asociada con la capacidad cardiaca mejorada del paciente.
La capacidad cardiaca se puede evaluar de acuerdo con procedimientos y practicas conocidos en la materia.

Dada la naturaleza de la mayoria de las formas de enfermedad cardiaca, no se espera que el “tratamiento” de
acuerdo con la presente invencion de como resultado la cura completa de la insuficiencia cardiaca en cuestion. Méas
bien, el “tratamiento” de acuerdo con la presente invencién incluye una mejora o alivio de cualquiera de los sintomas
asociados con la insuficiencia cardiaca y también una mejor calidad de vida para el paciente, y finalmente una vida
prolongada y mayor supervivencia. El “tratamiento” de acuerdo con la presente invencién también incluye una mejora
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o aumento de la funcionalidad del corazén, o en otras palabras, una mejora o aumento de la funcién o capacidad
cardiaca. En particular, el tratamiento de acuerdo con la presente invencidon puede dar como resultado una mejora o
aumento de uno cualquiera o mas de los sintomas y pardmetros funcionales asociados con pacientes con insuficiencia
cardiaca y en particular los siguientes sintomas y pardmetros del paciente.

El primer sintoma y pardmetro asociado con la funcién cardiaca mejorada en los pacientes con insuficiencia cardia-
ca es un aumento de la fraccion de eyeccion ventricular y en particular de la fraccion de eyeccion ventricular izquierda
(FEVI). Esta se puede evaluar por procedimientos estindar conocidos y documentados en la materia, por ejemplo por
ecocardiografia, ventriculografia con radionucleidos de compuerta sincronizada con ECG (barrido MUGA), angiogra-
fia o por imdgenes por resonancia magnética (RM), y normalmente se llevan a cabo cuando el sujeto estd en reposo.
Se ha encontrado una mejora de la FEVI asociada con mayor supervivencia entre los pacientes con ICC (Cintran y
col., 1993, Circulation Vol 87, Suplemento VI, 17-23). Por lo tanto, este es un pardmetro importante y ventajoso para
mejorar en los sujetos tratados de acuerdo con la presente invencién. La FEVI también se puede aumentar.

Aunque una mejora de la FEVI es particularmente importante para la mejora general de la funcién cardiaca, se
puede mejorar una serie de otros pardmetros asociados con la capacidad cardiaca, de acuerdo con la presente invencion.
Uno de estos es una mejora significativa del estado clinico general y por lo tanto del rendimiento clinico evaluado por
la clase funcional de NYHA. En otras palabras, la clase funcional de NYHA de un paciente se puede reducir después
de tratamiento con antagonistas de 5-HT, de acuerdo con la presente invencién. Dicha evaluacién clinica normalmente
la puede llevar a cabo un cardi6logo experimentado.

También se puede ver una mejora en la capacidad de ejercicio de los pacientes, medido por el consumo de oxigeno
maximo y la carga de trabajo maxima. Como se ha indicado antes, una disminucién de la capacidad de ejercicio es
un inconveniente y un sintoma potencialmente debilitante de muchos pacientes con insuficiencia cardiaca. Los proce-
dimientos para medir la capacidad de ejercicio son conocidos y estian bien documentados en la materia. Por ejemplo,
la prueba de ejercicio se puede realizar usando una bicicleta con ergémetro con frenado eléctrico. Un protocolo ilus-
trativo puede consistir en una velocidad de trabajo inicial de 20 W que aumenta 20 W cada segundo minuto hasta el
agotamiento (definido como la incapacidad para mantener la velocidad de pedaleo constante a 60 rpm). El consumo
de oxigeno (VO,) se puede medir usando por ejemplo el sistema EOS/SPRINT. El VO, médximo se toma como el VO,
m4s alto observado.

Ademds, también se pueden observar diferentes mejoras en el estado hemodindmico y variables ecocardiogréficas.
Estas también son indicativas de la funcién cardiaca mejorada. Por ejemplo, se puede observar una disminucién signi-
ficativa de la presion capilar pulmonar en cufa y de la presion arterial pulmonar, junto con un aumento de la frecuencia
cardiaca maxima, presién sanguinea sistélica maxima y tiempo de deceleracién de la velocidad mitral. Las variables
ecocardiograficas se pueden medir convenientemente por ecocardiografia realizada por un cardiélogo experimentado
y las variables hemodindmicas se pueden evaluar convenientemente por cateterizacién del lado derecho del corazén
por técnicas estandar.

Otra variable importante que se puede evaluar es el nivel en el plasma de Nt-proANP. Un aumento o un nivel gene-
ralmente alto de Nt-proANP se ha reconocido como un marcador de la disfuncién cardiaca. Ademds, se ha mostrado
en el pasado que los niveles de Nt-proANP se correlacionan con presiones arteriales pulmonares en la ICC y propor-
cionan informacién de prondstico importante en pacientes con ICC (Gottlieb y col., J. Am. Coll. Cardiol. 1989; 13;
1534-1539). Los niveles de Nt-proANP en una muestra de sangre se pueden medir de una serie de formas conocidas
y documentadas en la materia, por ejemplo por radioinmunoensayo. Antes del inmunoensayo, se separa el plasma de
una muestra de sangre tomada de un paciente, de nuevo por procedimientos bien conocidos y documentados en la
materia.

La “mejora” o “aumento” descritos antes de los sintomas y pardmetros, incluye cualquier mejora o aumento me-
dibles cuando el pardmetro en cuestion se compara con el pardmetro equivalente en un individuo no tratado o cuando
el parametro en cuestion se compara con el parametro equivalente en el mismo individuo tomado con anterioridad (p.
€j., comparacién con un nivel “inicial”’). Preferiblemente, la mejora o aumento serd estadisticamente significativo. En
especial, preferiblemente la mejora o aumento de los sintomas y pardmetros estara asociada con la mejora de la salud
del paciente considerado y mds preferiblemente con una supervivencia prolongada.

Los procedimientos para determinar la significancia estadistica de las diferencias de los pardmetros, son bien
conocidos y estdn documentados en la materia. Por ejemplo, en el presente documento un parametro se considera en
general como significativo si una comparacién estadistica usando un ensayo de significancia de doble cola tal como
un ensayo t de Student o ensayo U de suma de rangos de Mann-Whitney muestran un valor de probabilidad <0,05.

Los antagonistas del receptor 5-HT, se podrian usar en la mejora de la funcién cardiaca, en particular de la funcién
cardiaca en la insuficiencia cardiaca.

Los antagonistas del receptor 5-HT, se podrian usar también para aumentar la funcién ventricular, en particular la
funcién ventricular izquierda (p. €j., la FEVI), mds en particular en la insuficiencia cardiaca.

Los antagonistas del receptor 5-HT, de acuerdo con la presente invencién pueden dar como resultado la reduccién
de los niveles de Nt-proANP en el plasma. Como se ha mencionado antes, una reduccién de los niveles en el plasma
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de Nt-proANP es un indicador de la funcién y capacidad cardiacas mejoradas. La “reduccién” como se usa en el
presente documento incluye cualquier reduccién medible cuando el pardmetro en cuestion se compara con el pardmetro
equivalente en un individuo no tratado, o cuando el pardmetro en cuestién se compara con el pardmetro equivalente en
el mismo individuo tomado anteriormente (p. €j., comparacion con un nivel “inicial”’). Preferiblemente, la reduccién
es estadisticamente significativa como se ha discutido antes. En especial, preferiblemente la reduccién de los niveles
de Nt-proANP estard asociada con una mejor sensacion de salud en el paciente considerado y méds preferiblemente
una supervivencia prolongada.

Un procedimiento para mejorar la funcién cardiaca en un mamifero (por ejemplo, un mamifero con insuficiencia
cardiaca) puede comprender administrar a dicho mamifero una cantidad farmacéuticamente eficaz de un antagonista
del receptor 5-HT,.

Los usos y procedimientos antes descritos se llevan a cabo en general en mamiferos. Se puede tratar cualquier
mamifero, por ejemplo seres humanos y cualquier animal de ganaderia o doméstico, por ejemplo, ratones, ratas,
cerdos, gatos, perros, ovejas, conejos, caballos, vacas 0 monos. Sin embargo, preferiblemente los mamiferos son seres
humanos.

El antagonista del receptor 5-HT, se formula convenientemente en una composicién farmacéutica para usar de
acuerdo con la presente invencién. Una composicién farmacéutica para usar para combatir la insuficiencia cardiaca
puede comprender un antagonista del receptor 5-HT, junto con al menos un vehiculo diluyente o excipiente farma-
céuticamente aceptable.

El contenido adecuado de principio activo en dichas composiciones se puede determinar de acuerdo con principios
y procedimientos rutinarios en la materia y lo puede determinar el médico experto. Asi, por ejemplo, el principio activo
en dichas composiciones puede comprender de 0,05% a 99% en peso de la formulacién, por ejemplo de 0,1% a 1,0%
o alrededor de 0,5%. La concentracién del principio activo en la formulacién dependerd del tipo de formulacién. Por
ejemplo, los productos enterales (p. ej., comprimidos y capsulas) pueden tener tipicamente de 5% a 50% en peso de
principios activos, mientras que las formulaciones parenterales normalmente tendrdn una concentracién mds baja del
compuesto activo, p. €j., de 0,1% a 3% en peso de principio activo, por ejemplo en una disolucién para inyeccién.

Por “farmacéuticamente aceptable” se entiende que los ingredientes pueden ser compatibles con otros ingredientes
de la composicion, asi como fisiolégicamente aceptables para el receptor.

Las composiciones farmacéuticas se pueden formular de acuerdo con cualquiera de los procedimientos conven-
cionales conocidos en la materia y ampliamente descritos en la bibliografia. Por lo tanto, el principio activo (es decir,
antagonista del receptor 5-HT,) se puede incorporar, opcionalmente junto con otras sustancias activas, con uno o mas
vehiculos, diluyentes y/o excipientes convencionales, para producir preparaciones galénicas convencionales, que son
adecuadas o que se pueden hacer adecuadas para la administracién subcutdnea, intramuscular, intravenosa o cualquier
otra administracion, tal como polvos, sobres, sellos, elixires, suspensiones, emulsiones, soluciones, jarabes, pomadas,
disoluciones inyectables estériles, polvos envasados estériles, y similares. La composicién farmacéutica que compren-
de el antagonista del receptor 5-HT, se puede preparar en una forma adecuada para la infusién o inyeccién en un
paciente. Dicha infusién o inyeccidn es preferiblemente intravenosa (i.v.) pero también se puede dar por via subcuta-
nea (s.c.) o intramuscular (i.m.).

Preferiblemente, las composiciones se pueden proporcionar en una forma adaptada para la administracién oral o
parenteral. Por lo tanto, las formas farmacéuticas alternativas incluyen comprimidos simples o recubiertos, capsulas,
suspensiones y disoluciones que contienen el componente activo opcionalmente junto con uno o mas vehiculos y/o
diluyentes inertes convencionales.

Los ejemplos de vehiculos, excipientes y diluyentes adecuados son lactosa, dextrosa, sacarosa, maltosa, glucosa,
sorbitol, manitol, almidones, goma ardbiga, fosfato de calcio, alginatos, tragacanto, gelatina, silicato de calcio, celulo-
sa microcristalina, polivinilpirrolidona, celulosa, agua/jarabe, agua, agua/etanol, agua/glicol, agua/polietileno, glicol,
propilenglicol, metilcelulosa, hidroxibenzoatos de metilo, hidroxibenzoatos de propilo, talco, estarato de magnesio,
aceite mineral o sustancias grasas tales como grasa dura o mezclas adecuadas de los mismos. Las composiciones pue-
den incluir ademds agentes lubricantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes, agentes de suspension, agentes
conservantes, agentes edulcorantes, agentes de sabor y similares. Las composiciones de la invencioén se pueden for-
mular para proporcionar la liberacién rapida, sostenida o retardada del principio activo después de la administracién
al paciente, usando procedimientos conocidos en la materia.

También se pueden usar agentes solubilizantes y/o estabilizantes, p. €j., ciclodextrinas (CD) a, 3, y y ciclodextrina
HP-4.

Las dosis adecuadas variardn de un paciente a otro y las puede determinar el médico de acuerdo con el peso,
edad y sexo del paciente, modo de administracion y la gravedad de la afeccion, y también en antagonista particular
usado para el tratamiento. Las dosis unitarias de ejemplo para la administracién oral contienen de 1 a 250 mg (y para
la administracion parenteral contienen preferiblemente de 0,1 a 50 mg) del principio activo. La dosis diaria para la
administracién oral normalmente estd en el intervalo de aproximadamente 0,01 a 10 mg/kg/dia, mas habitualmente de
0,1 a 5 mg/kg/dia, por ejemplo de 0,1 a 2 mg/kg/dia. Por ejemplo, un adulto de 70 kg recibiria una dosis diaria de 1
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a 700 mg o de 0,7 a 700 mg, mds habitualmente de 1 a 350 mg o de 7 a 350 mg, por ejemplo de 7 a 140 mg. Para la
administracion intravenosa o intramuscular, las dosis pueden estar entre 0,1 mg y 100 mg, preferiblemente entre 0, 1
mg y 25 mg, administrandose el compuesto de 1 a 4 veces al dia.

Las mejoras vistas en los pacientes tratados de acuerdo con la presente invencion pueden ser inmediatas (p. ej.,
después de algunos dias) o se pueden ver después de algunas semanas o algunos meses, dependiendo del paciente
individual. Una vez vista la mejora inicial, también se puede producir la mejora continuada a lo largo de las siguientes
semanas y meses. Como se ha indicado antes, el tratamiento se puede continuar tanto tiempo como se desee o sea
necesario.

El uso de un antagonista del receptor 5-HT, de acuerdo con la presente invencién puede ser en lugar de o preferi-
blemente ademads de (es decir, combinado con) el uso de otros farmacos para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca.
Se pueden incluir otros farmacos conocidos para tratar la insuficiencia cardiaca en las composiciones farmacéuticas
descritas antes o se pueden administrar por separado, de una forma adecuada para el farmaco considerado.

Por lo tanto, en un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un producto que comprende (a) un an-
tagonista del receptor 5-HT, y (b) un segundo farmaco (p. €j., un segundo agente eficaz para el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca congestiva) en forma de una preparacién combinada para el uso simultdneo, separado o secuen-
cial en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva.

Los antagonistas del receptor 5-HT, adecuados se han definido antes. Los segundos farmacos o agentes adecuados
son conocidos y estdn documentados en la materia e incluyen fairmacos conocidos para usar en el tratamiento de
trastornos cardiacos, por ejemplo, diuréticos, vasodilatadores, firmacos inotrépicos tales como digoxina, o se pueden
usar otros compuestos tales como anticoagulantes, 8-bloqueantes, bloqueantes de la angiotensina II, inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina o antagonistas de aldosterona, como se ha discutido antes.

Una combinacién particularmente ventajosa del antagonista del receptor 5-HT, es con -bloqueantes.

La invencion se describird ademds con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes con referencia a los
siguientes dibujos, en los que:

la fig. 1 muestra el efecto inotrépico de la serotonina en ratas con insuficiencia cardiaca. Registro en papel original
de un musculo papilar de una rata con insuficiencia cardiaca crénica representativa. La serotonina (10 umol A) inducia
una respuesta inotrépica positiva en presencia de atropina, timolol y prazosina. Inserto: desarrollo de la respuesta ino-
tropica, expresada como F, 4, en porcentaje de la respuesta maxima individual, en musculos papilares con insuficiencia
cardiaca crénica, seguido de la adicién de serotonina hasta 10 ymol/l. La barra de error horizontal representa tiempo
+ ETM a 50% de respuestas relativas. Este tiempo necesario para alcanzar cada percentil es el valor medio de 10
musculos papilares;

la fig. 2 muestra la respuesta inotrépica a la serotonina (10 gmol/l) y a la isoprenalina (100 gmol/l) en musculos
papilares de ratas con insuficiencia cardiaca crénica y ratas con simulacion de operacién. a) Aumento del desarrollo
de la fuerza expresado como porcentaje por encima del control. b) Ejemplos representativos de registros sencillos de
ciclos de contraccién-relajacion en un misculo papilar expuesto a la serotonina y a la isoprenalina. La figura muestra
contracciones representativas antes de adicién de agonista (_), en la respuesta inotrépica de estado estacionario maxima
a la serotonina 10 umol/l (---) y en la respuesta inotrépica de estado estacionario médxima a la isoprenalina 100 pmol/l
(...). Ordenadas: Desarrollo de la tensién en unidades arbitrarias. Abscisas: Tiempo después de iniciar el estimulo;

la fig. 3 muestra la inversién de la respuesta inotrépica a la serotonina por estimulacidn colinérgica. La figura
muestra el aumento de la fuerza contrictil expresada como porcentaje por encima del control en musculos papilares
de ratas con insuficiencia cardiaca crénica en respuesta a la adicion acumulativa de serotonina (5-HT) 10 umol/l,
carbachol (CCh) 30 umol/l y atropina (Atropina) 1 umol/l. Obsérvese que el carbachol invertia y la atropina restauraba
la respuesta inotrépica a la serotonina.

la fig. 4 muestra la inversion de la respuesta inotropica a la serotonina por el antagonista selectivo de 5-HT,
GR113808. La figura muestra ciclos de contraccién-relajacién representativos en un musculo papilar de una rata con
insuficiencia cardiaca crénica antes de afiadir el agonista (_), en la respuesta inotropica de estado estacionario maxima
a la serotonina 10 ymol/l (...) y siguiente inversién por GR113808 1 ymol/l (---). Ordenadas: Desarrollo de la tensién
en unidades arbitrarias. Abscisas: Tiempo después de iniciar el estimulo;

la fig. 5 muestra que la falta de efecto de la ketanserina elimina la implicacién de los receptores 5-HT,,. Curvas
de concentracion-respuesta para la serotonina en musculos papilares de ratas con insuficiencia cardiaca crénica en
ausencia y presencia de ketanserina 0,1 ymol/l. La respuesta inotrépica se midié como dF/dt y se expresa en porcentaje
del maximo en cada experimento. La concentracién de serotonina necesaria para alcanzar cada percentil se calcul6 en
cada experimento de acuerdo con Ariens y Simonis (1964, Molecular Pharmacology, Vol. 1, New York, Academic
Press, 119) y se representan los valores medios. Las barras de error horizontal representan el ETM de los valores de
pCEso.
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la fig. 6 muestra que la alta afinidad de GR113808 confirma la implicacién de los receptores 5-HT,. Curvas de con-
centracidn-respuesta para la serotonina en musculos papilares de ratas con insuficiencia cardiaca crénica en ausencia
y presencia de GR113808 0,5 nmol/l. Los experimentos se llevaron a cabo en presencia de ketanserina 0,1 ymol/l y
los datos se analizaron y expresaron como en la figura 5;

la fig. 7 muestra la expresion de ARNm de 5-HT,,,, 5-HT,4 y ANP en el ventriculo izquierdo y musculo papilar de
ratas con ICC y con tratamiento de simulacién. E1 ARN mensajero del receptor 5-HT 4, (paneles superiores), receptor
5-HT,, (paneles medios) y ANP (paneles inferiores) se cuantific6 y se normalizé con respecto a GAPDH. *ICC frente
a Simulacion p<0,01, **ICC frente a Simulacién p<0,05;

la fig. 8 muestra la relacién entre la respuesta inotrépica maxima a la serotonina 10 uM en el misculo papilar y el
tamaifio del infarto (A) y los niveles de ARNm de 5-HT,, 5-HT,, y ANP en tejido de ventriculo izquierdo no infartado
en relacion con el tamaiio del infarto (B);

la fig. 9 muestra las curvas de concentracién-respuesta para la serotonina en musculos papilares de ratas, 6 semanas
después de infarto de miocardio en ausencia y presencia de SB203186 5 nM o RS39604 5 nM. La respuesta inotrépica
(dF/dt) se expresa en porcentaje del mdximo para cada musculo papilar.

La fig. 10 muestra ciclos de contraccion-relajacién medios representativos en un musculo papilar de corazén de
una rata con ICC, 6 semanas después de estrechamiento adrtico con banda y antes de la adicién de agonista, en la
respuesta inotrépica de estado estacionario maxima a la serotonina 10 uM, seguido de inversion de la respuesta a la
serotonina con GR113808 1 uM y en la respuesta inotrdpica de estado estacionario maxima al isoproterenol 100 uM;

la fig. 11 muestra ciclos de contraccién-relajacién medios representativos en un musculo trabecular de un corazén
humano explantado antes de la adicién de agonista, en la respuesta inotrépica de estado estacionario maxima a la
serotonina 10 uM, seguido de inversion de la respuesta a la serotonina con GR113808 1 uM y en la respuesta inotrépica
de estado estacionario maxima al isoproterenol 100 yM;

la fig. 12 muestra ciclos de contraccién-relajaciéon medios representativos en un musculo trabecular de un corazén
humano explantado antes de la adicién de agonista, en la respuesta inotrépica de estado estacionario maxima a la
serotonina 10 uM, seguido de inversidn de la respuesta a la serotonina con GR113808 1 M y en la respuesta inotrépica
de estado estacionario mdxima al isoproterenol 100 uM;

la fig. 13 muestra la respuesta inotrépica mixima a la estimulacién del receptor S-adrenérgico en ratas con ICC
tratadas durante 6 semanas con SB207266 o placebo.

Ejemplo 1
Animales

Los animales se cuidaron de acuerdo con el Acta de Bienestar Animal Noruega que estd conforme con la Guia
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio publicada por los Institutos Nacionales de la Salud de EE.UU.
(publicaciéon NIH n°® 85-23, revisada 1996). Se pusieron 2 ratas en cada jaula y se alojaron en una habitacién de
temperatura regulada con un ciclo de 12 h de dia/12 h de noche, y se les dejé acceso libre a agua y alimento.

Modelo de insuficiencia cardiaca por induccion de infarto de miocardio

Ratas macho Wistar (Mgllegaard Breeding and Research Centre, Skensved, Dinamarca), que pesaban aproxima-
damente 320 g, se intubaron y se ventilaron con N,O al 68%, O, al 29% e isoflurano al 2-3% (Abbot Laboratories,
EE.UU.). Se indujo un infarto de miocardio (IM) extenso mediante la ligacién proximal de la arteria coronaria izquier-
da. Seis semanas después las ratas se anestesiaron y ventilaron en el respirador con isoflurano al 2,2%. Se midieron las
presiones ventriculares izquierda (Sjaastad y col., 2000, J. Appl. Physiol., 89: 1445-1454), y las ratas con insuficiencia
cardiaca crénica se incluyeron en el estudio si la presion diastélica final ventricular izquierda (PDFVI) era > 15 mm
de Hg. Tipicamente, el infarto comprendia la mayor parte de la pared libre ventricular izquierda y también se exten-
dia al dpice y base del musculo papilar. El ecocardiograma ha demostrado previamente varias funciones miocardicas
gravemente deprimidas (Sjaastad y col. 200, véase antes). Los animales de simulacién de operacién (Simulacién) se
sometieron al mismo procedimiento quirdrgico pero no se ligé la arteria coronaria.

Miisculos papilares aislados

Se aislaron los corazones de los animales anestesiados (véase antes) y se diseccionaron con cuidado del tejido
conjuntivo y se transfirieron a NaCl al 0,9% enfriado con hielo y se pesaron. La aorta se canuld y las arterias coronarias
se perfundieron a 31°C con una disolucién relajante que contenia (mmol/l): NaCl 118,3; KCl 3,0; CaCl, 0,5; MgSO,
4,0; KH,PO, 2.,4; NaHCO; 24,9; glucosa 10,0; manitol 2,2 y se equilibraron con O, al 95%/CO, al 5% a 31°C (pH
7,4). Se ligd el musculo papilar ventricular izquierdo posterior.
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Los musculos se transportaron a un laboratorio separado y se montaron en bafios de 6rganos. Con el fin de prevenir
la contractura de los musculos papilares durante el transporte y montado, se usé una disolucién de relajacién con una
relacién de concentraciones de Ca**/Mg** de 1:8 comparable a la disolucidn cardioplégica del St. Thomas’ Hospital.
Los musculos papilares se montaron en bafios de 6rganos que contenian la disolucién de relajacion y se dejé que se
adaptaran a 31°C durante aproximadamente 20 min antes de cambiar la disolucién a una que contenia lo siguiente
(en mmol/l): NaCl 119,2; KC1 2,0; CaCl, 2,0; MgSO, 1,2; KH,PO, 2,4; NaHCO; 24,9; glucosa 10,0; manitol 2,22 y
equilibrada con O, al 95%/CO, al 5% a 31°C (pH 7,4). Los musculos se estimularon en un campo con polaridad alter-
nante a 1 Hz con impulsos de 5 ms de duracién y corriente aproximadamente 20% por encima del umbral individual
(10-15 mA, determinado en cada experimento). Los musculos que se contraian isométricamente se estiraron hasta el
maximo de su curva longitud-tension. Se registré la fuerza y se analizé como se ha descrito previamente (Skomedal y
col., 1997, J. Pharmacol. Exp. Ther. 280: 721-729). Los miusculos se dejaron equilibrar durante 90 minutos. Cuando
se usaron la prazosina (antagonista de «;-AR), timolol (antagonista de 8-AR), ketanserina (antagonista selectivo de 5-
HT,,) y GR113808 (antagonista selectivo de 5-HT,) se dejaron actuar durante 90 minutos antes de afiadir el agonis-
ta. Se calcularon los ciclos de contraccion-relajacion (CRC) medios para diferentes periodos experimentales, y estos
ciclos se usaron para determinar los pardmetros descriptivos como el desarrollo maximo de fuerza (dF/dt),,s, tiempo
hasta la fuerza maxima (TPF) y tiempo hasta la relajacién a un nivel de 20% (TR20). El tiempo de relajacién (RT)
se calculé como TR20-TPF. (dF/dt), se usé como un indice de contractilidad. Las respuestas inotrépicas inducidas
por los agonistas se expresaron por el aumento de (dF/dt),.. El RT se us6é como indice de relajacién. Las respuestas
lusitrépicas se expresaron como reduccion del RT. La respuesta mecdnica al final del periodo de equilibrio se usé
como respuesta de control.

Diserio experimental

Se afiadi6 el agonista de forma acumulativa o como un solo bolo directamente a los bafios de 6rganos y se mezclé
completamente en la disolucién en 2-3 segundos. Las respuestas lusitropica e inotrépica dependientes de la concen-
tracién a la estimulacion del receptor 5-HT, por la serotonina, se obtuvieron en presencia de prazosina (1 ymol/l) y
timolol (3 ymol/l o 1 umol/1), atropina (1 umol/l) y ascorbato (10 umol/l), respectivamente. Las curvas de concentra-
cién-respuesta para la serotonina se obtuvieron afiadiendo serotonina de forma acumulativa en ausencia y presencia
de ketanserina (0,1 umol/l). Las curvas de concentracion-respuesta para la estimulacion del receptor 5-HT, en presen-
cia de ketanserina se realizaron en ausencia y presencia de GR113808 0,5 nmol/l y el desplazamiento relativo de las
curvas se usé para calcular K, para GR113808. Cuando se afadi6 la serotonina como una sola dosis (10 umol/l), los
experimentos se realizaron en ausencia de ketanserina. La presencia de cualquier antagonista no influfa en la funcién
basal o maxima de los musculos en relacion con el rendimiento mecanico o el umbral de estimulacién eléctrica (no
se muestran los datos). Se afiadieron los diferentes agonistas directamente a los bafios de érganos en concentraciones
crecientes hasta obtener concentraciones supramaximas de agonista con respecto a la respuesta inotrépica maxima.

Cdlculo y estadistica

Las respuestas para cada concentracion de agonista se calcularon en general como porcentaje de la respuesta maxi-
ma. Las curvas de concentracién-respuesta construidas a partir del experimento del misculo papilar, se construyeron
de acuerdo con Ariens y Simonis (1964, véase antes), calculando los percentiles (CE,, a CE,,) para cada experimento
individual y calculando las medias correspondientes. Este cdlculo proporciona curvas medias que expresan la res-
puesta como respuesta fraccionada o porcentaje del maximo y presenta el posicionamiento horizontal y la pendiente
media correcta de las curvas. El posicionamiento horizontal de las curvas de concentracién-respuesta se expresé como
valores de pCEs, (= -logCEs,). Los datos se expresan como media + error tipico de la media (ETM) y el nlimero de
animales se expresa como n. Los niveles de significancia de las diferencias se calcularon de acuerdo con el ensayo t de
Student. P<0,05 se considera estadisticamente significativo. Las constantes de inhibicion K, se calcularon a partir de la
ecuacion de Schild, basada en el desplazamiento relativo de las curvas de concentracién-respuesta para la estimulacion
del receptor.

Fdrmacos

La serotonina (hidrocloruro de 5-hidroxitriptamina, 5-HT) era de Sigma (St. Louis, MO, EE.UU). EI maleato de
GR 113808 (1-metil-1H-indol-3-carboxilato de {1-[2-(metil-sulfonilamino)etil]-4-piperidinil }-metilo) era de Tocris
(Bristol, Reino Unido). El tartrato de ketanserina (3-[2-[4-(4-fluorobenzoil)- 1-piperidinil]etil]-2,4(1H,3H)-quinazo-
linadiona) era de RBI (Natick, MA, EE.UU.). El hidrocloruro de prazosina, maleato de timolol, hemisufato de (-)-
isoprenalina, ascorbato, carbamilcolina (carbachol) y sulfato de atropina se adquirieron en Sigma. Las disoluciones
madre se prepararon en agua doblemente destilada y se mantuvieron a -20°C para evitar la oxidacién. Se hicieron
diluciones adicionales de los formacos recientes diarias y se mantuvieron en frio (0-4°C).
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Resultados
Efectos inotrdpicos de la serotonina en las ratas con insuficiencia cardiaca

En presencia de prazosina, atropina y timolol, la serotonina 10 ymol/l provocé una respuesta inotrépica positiva
monofésica no observadas en los animales con simulacién de la operacion (n = 6) (Fig. 1, 2a). Con una fase de retraso
(retardo por difusién) de aproximadamente 5 segundos, el tiempo desde la adicidn de la serotonina hasta 50% de
respuesta inotrépica relativa era 22 + 2,0 s, y hasta la respuesta inotrépica maxima 1-2 minutos (Figura 1, inserto). El
aumento de la fuerza contrictil mediado por la serotonina en miisculos papilares de ratas con insuficiencia cardiaca
después de IM era 44,5 + 2,9% (ETM, n = 10), comparable con el efecto inotrépico de isoprenalina 10 ymol/l, de
60,4 + 5,8% (0 58,5 + 7%) (ETM, n = 10) (Fig. 2a). Las respuestas inotrépicas a través de los respectivos receptores
no eran aditivas, lo que indicaba el acoplamiento a la misma ruta de sefializacién. Sin embargo, en los animales con
simulacién de la operacion, la isoprenalina provocé una respuesta inotrépica positiva de 111,6 + 8,6% (media + ETM,
n = 6) (Fig. 2a) subrayando la atenuacién de la respuesta mecdnica a la estimulacién del receptor S-adrenérgico en
miocardio con insuficiencia.

Caracteristicas cualitativas de la respuesta inotrdpica a la serotonina

La respuesta inotrépica a la serotonina inducia cambios cualitativos en los ciclos de contraccién-relajacién (Fig.
2b) no observados en los animales con simulacién de la operacién. El tiempo para la fuerza maxima en el periodo de
control era 148,0 + 3,9 ms (media + ETM, n = 8) y después de la estimulacién por la serotonina habfa un acortamiento
de los ciclos de contraccién-relajaciéon con una reduccién significativa de TPF, TR20 y RT (Tabla 1). Estos cambios
reflejan un aumento selectivo de la relajacion comparado con la contraccién, que es comparable con el observado
durante la estimulacién del receptor S-adrenérgico en preparaciones de miocardio (Skomedal y col., 1997, véase
antes), y de acuerdo con las rutas de sefializacion comunes para estos agentes.

Influencia de la estimulacion colinérgica en la respuesta inotrdpica inducida por la serotonina

Es conocido que la estimulaciéon de los receptores muscarinicos de acetilcolina ejerce un antagonismo funcional de
efectos inotrépicos mediados por la ruta de G,s-adenilil-ciclasa, y como procedimiento farmacolégico para elucidar
la implicacién de dicha ruta en la respuesta inotrépica inducida por serotonina, se estimularon estos receptores con
carbachol. La serotonina con 10 umol/l ejercia una respuesta inotrdpica positiva de 33,7 + 6,6% (media + ETM, n =
5) por encima del nivel de control. El carbachol (30 umol/l) invertia la respuesta a 4,8 + 6,5% (media + ETM, p<0,01)
en 2-3 segundos (o 1-2 minutos) (Fig. 3) e invertia parcialmente TPF, TR20 y RT. La atropina (1 gmol/l) restablecia la
respuesta a 45,1 £ 5,1% (media + ETM, p> 0,06 frente a la serotonina sola, ensayo t pareado de 2 colas) y reestablecia
las caracteristicas del ciclo de contraccién-relajacidn, sugiriendo una implicacién de la ruta de la G,s-adenilil-ciclasa.

Inversion de la respuesta inotropica inducida por serotonina por el antagonista selectivo de 5-HT, GR113808

Las caracteristicas cualitativas de la respuesta inotrdpica a la serotonina, su similitud con la respuesta inotrépica a
la isoprenalina y la inversion por el carbachol, indicaban todos una implicacién de la ruta de la G,-adenilil-ciclasa. Tres
receptores de serotonina diferentes se acoplan con G; y estimulan la adenilil-ciclasa, 5-HT,, 5-HT, y 5-HT; (Hoyer
y col., 1994, Pharmacol. Rev. 46:157-203). De estos, se sabe que el receptor 5-HT, media los efectos inotrdpicos
y cronotrépicos en el atrio humano y porcino (Kaumann, 1994, Trends Pharmacol. Sci. 15: 451-455), pero no en
la rata (Liery col., 1998, Br. J. Pharmacol. 123: 1182-1188). Por lo tanto, se ensay? si el antagonista selectivo del
receptor de serotonina 5-HT, bloquearia la respuesta inotrépica mediada por la serotonina en el musculo papilar de
ratas con insuficiencia cardiaca crénica. GR113808 es un antagonista selectivo de 5-HT, con una pKi de 9,2-9,7 (Gale
y col., 1994, Br. J. Pharmacol. 111: 332-338), y GR113808 1 pmol/l invertia completamente la respuesta inotrépica
provocada por la serotonina 10 umol/l (Fig. 4). El acortamiento de los ciclos de contraccidn-relajacién inducido por la
serotonina también era sensible a GR113808. Sin embargo, como puede verse en la figura 4, estos cambios inducidos
por la serotonina no eran invertidos completamente cuando GR113808 se daba con posterioridad a la serotonina. Este
es un descubrimiento tipico con la estimulacién mediada por el AMPc de la inotropia (Skomedal y col., 1997, véase
antes), y no desvirtda el hecho de que GR113808 podia invertir completamente los efectos de la serotonina.

La falta del efecto de la ketanserina elimina la implicacion de receptores 5-HT,

En la medida en que los efectos inotrépicos de la serotonina se han demostrado en el corazén de rata, estos se
han limitado al atrio y han sido mediados por los receptores 5-HT,, (Lier y col., 1998, véase antes). Para ensayar si
los receptores 5-HT, podian estar implicados también en el efecto inotropico de la serotonina en el musculo papilar
de ratas con insuficiencia cardiaca crénica, se usé el antagonista del receptor 5-HT,, ketanserina. La ketanserina (0,1
umol/l) no desplazaba la curva de concentracion-respuesta para la serotonina a concentraciones mds altas de agonista
(valor pD, con ketanserina 7,49 + 0,08 (ETM, n = 5) frente a 7,62 + 0,06 (ETM, n = 6) sin ketanserina, p = 0,24,
ensayo t de Student no pareado), lo que sugeria que el receptor 5-HT,, no estd implicado en la respuesta inotrépica a
la serotonina en los musculos papilares de ratas con insuficiencia cardiaca crénica después de IM (Fig. 5). No habia
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diferencia significativa entre las respuestas inotropicas maximas en los dos grupos (con y sin ketanserina) medidas en el
méximo de la curva de concentracién respuesta (resultado agrupado 17,5 + 1,9% (ETM, n = 11)). El efecto inotrépico
aparentemente menor en este experimento comparado con el del ejemplo de la figura 2a, ilustra un efecto inotrépico
constantemente mds bajo en todos los experimentos, cuando se media después de una curva de concentracion-respuesta
completa en oposicidn a una estimulacién directa con una concentracién alta (p. ej., 10 umol/l) de serotonina. Esta
diferencia puede reflejar la desensibilizacion de la respuesta durante la estimulacién continua con concentraciones
crecientes de serotonina, como se hace para lograr las curvas de concentracion-respuesta.

La alta afinidad de GR113808 documenta la implicacion de los receptores 5-HT,

Para proporcionar la prueba farmacolégica de la implicacién de los receptores 5S-HT4, se determiné el desplaza-
miento de la curva de concentracion-respuesta para la serotonina por GR113808. El experimento se llevo a cabo en
presencia de ketanserina 0,1 ymol/l para bloquear los receptores 5S-HT2A, si estaban presentes. Las curvas de concen-
tracidn-respuesta a la serotonina en ausencia y presencia de GR113808 0,5 nmol/l eran esencialmente paralelas a los
valores de pCES50 de 7,62 + 0,06 (ETM, n=6) y 7,32 + 0,06 (ETM, n = 6, p < 0,005), respectivamente (Fig. 6), sin
diferencia en la respuesta inotrépica médxima inducida por la serotonina entre los grupos (media agrupada 18,7 + 2,4%
(ETM, n = 12)). La constante de inhibicién de GR113808 (Kb) correspondiente calculada a partir de la ecuacion de
Schild era 0,5 nmol/l, que correspondia a un valor de pKb de 9,3. Puesto que GR113808 presenta una selectividad por
el receptor 5-HT4 de al menos 1000 veces frente a todos los otros receptores conocidos, esto proporciona una prueba
firme de una respuesta inotrépica mediada por el receptor 5-HT4 a la serotonina en el musculo papilar de ratas con
insuficiencia cardiaca crénica.

TABLA 1

Caracteristicas cualitativas de los ciclos de contraccién-relajacion (CRC) en
animales con insuficiencia cardiaca crénica y con simulacion de operacion,
antes y después de la posterior adiciéon de serotonina (10 umol/l) e isoprenalina
(100 umol/l), respectivamente.

Simulaciéon n=6
Control 5-HT (ms) 5-HT (% del ISO (ms) Iso (% del
(ms) control) control)
TPF 125,1+55 | 123,7+55 99,0+0,8 109,3+2,7 | 87,4+2,3
TR20 233,6 +11,2 | 231,0+ 11,0 99,0+ 0,7 174,0+4,9 | 745+1,7
RT (TR20- 108,4 +6,2 | 107,3+5,9 99,0+0,5 750+25 | 69,4+3,2
TPF)
ICC n=10

TPF 148 +3,9 134+3,5 90,5+1,4 123,(1+1,6 | 832+17
TR20 2543+6,3 | 2246+54 | 88,3+15 | 204,1+29 | 80,3+1,9
RT (TR20- 106,3 +2,5 90,6 +2,2 85,2+1,5 81,0+1,8 76,2+1,8
TPF)

RT = Tiempo para la relajacion

TR20O = Tiempo para la relajacion hasta nivel de 20 %

Los valores son media + ETM de resultados medios de 20-40 CRC en cada
grupo de musculos papilares.
TPF = Tiempo para la fuerza maxima
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Ejemplo 2

Reaccion en cadena de la polimerasa de transcriptasa inversa (RT-PCR) cuantitativa para examinar la induccion de
ARNm del receptor 5-HT, en la ICC

El tejido de ventriculo izquierdo no infartado (30-50 mg, principalmente septo), recogido inmediatamente después
de sacar el musculo papilar, o misculo papilar (15-30 mg incluyendo algo de pared ventricular izquierda) recogido
tras completarse los andlisis funcionales, conservado en RNAlater (Ambion) hasta su uso, se congelaron rdpidamente
y se redujeron a polvo bajo nitrégeno liquido. E1 ARN total se aisl6 del tejido en polvo, se homogeneiz6 en 1 ml
de TRIZOL (Invitrogen), seguido de la extraccién el ARNm (Bach y col. 2001, véase antes) y sintesis de la primera
cadena de ADNc cebada con oligo-dT (Medhurst y col., 2001 Brain Res. Mol. Brain Res. 90:125-134). Se hizo una
curva patrén con 5-300 ng de ARNm para controlar la transcripcion inversa y la cuantificacién de la PCR.

Se disefiaron grupos de cebadores (dirigidos a los limites intron/exén para evitar las sefiales de ADN gendmico)
y sondas (Oligonucleétido con colorante doble, Eurogentec, marcado en 5’ con los colorantes indicadores fluorescen-
tes FAM (5-HT.w)), G1:924649 (Gerald y col., 1995 EMBO J. 14: 2806-2815) y 5-HT,,, GI:207067 (Julius y col.,
1990 PNAS USA 87: 928-932)), JOE (Eurogentec; gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH; GI1: 10190788))
o Yakima Yellow (YY; Eurogentec; péptido natriurético atrial (ANP; Gl:55711)) e inactivados con TAMRA (5-
HT,), 5-HT,s y GAPDH) o Dark Quencher (DQ; Eurogentec; ANP)) para la PCR cuantitativa, como se ha des-
crito (Bustin y col., 2000 J. Mol. Endocrinol. 25: 169-193). Los nombres y secuencias de los cebadores superior (U)
e inferior (L) y las sondas (P) usados eran (5’-3"): 5-HT,q,,: ON283(U), CATGTGCATAGGTATACAGTGGAATGT,
ON284(L), GCAGCCACCAAAGGAGAAGTT, TM14(P), FAM-CCATCTGCTGCCAGCCTTTGGTCTATAGGA-TAM
RA; 5-HT2A: ON273(U), TTCACCACAGCCGCTTCAA; ON274 (L), ATCCTGTAGTCCAAAGACTGGGATT; TM9
(P), FAM-ATGGATATACCTACAGATATGGTCGTCCACACGGCAAT-TAMRA; ANP: ON285(U), ATCTGATGGATTT
CAAGAACC; ON286(L), CTCTGAGACGGGTTGACTTC; TMI15(P) YY-CGCTTCATCGGTCTGCTCGCTCA-DQ;
GAPDH: ON279(U), CCTGCACCACCAACTGCTTA; ON290(L), GGCATGGACTGTGGTCATGA; TM12(P), JOE-
TGGCCAAGGTCATCCATGACAACTTTG-TAMRA.

La RT-PCR cuantitativa (Medhurst y col., véase antes) se hizo en reacciones de 25 ul con la mezcla TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) que contenfa Mg?* 5 mM, 300 nM de cada cebador, sonda 200 nM
y 10 ng de ADNc molde. GAPDH se cuantificé por separado para la normalizacién con 0,1 ng de ADNc molde. Se
recogieron y analizaron los datos en bruto con el software Sequence Detector (SDS version 1.7; Applied Biosystems)
(Bustin y col. 2000, véase antes). Los resultados se expresan como la media + ETM para n animales. P<0,05 se
consider6 estadisticamente significativo (ensayo de Mann-Whitney no paramétrico).

Induccion de ARNm del receptor 5-HT ) en la ICC

Se usé la RT-PCR cuantitativa para determinar el nivel d¢ ARNm que codifica el receptor 5-HT,,, receptor 5-HT,,
y el marcador de insuficiencia cardiaca ANP, normalizado al nivel d¢ ARNm de GAPDH. En el ventriculo izquierdo
y el misculo papilar, respectivamente, los niveles de ARNm de 5-HT,, eran 4 y 18 veces mayores en la ICC frente
a la simulacién, mientras que los niveles d¢ ARNm de 5-HT,, no habian cambiado y los niveles d¢ ARNm de ANP
aumentaron (Fig. 7). La relacién entre los niveles de ARNm de 5-HT,)y 5-HT,5 normalizados aument6 en la ICC
tanto en el ventriculo izquierdo como en el misculo papilar, confirmando el mayor nivel d¢ ARNm de 5-HT,, con
respecto a 5-HT,,, independientemente de GAPDH (Tabla 2).

Ejemplo 3
La respuesta inotropica mdxima a la serotonina y ARNm del receptor 5-HTyy, relacionada con el tamaiio del infarto

En los miuisculos papilares de ratas con IMy; (infarto de miocardio sin insuficiencia), es decir ratas en las que no
se obtuvieron sintomas de ICC, a pesar de haber sido sometidas a cirugia para inducir el infarto de miocardio, la
serotonina (10 uM) provocé una respuesta inotrépica cualitativamente similar a la respuesta observada en los animales
con ICC. La magnitud de la respuesta se correlacionaba positivamente con el tamafio del infarto hasta 30-40% de la
superficie miocdrdica interna en los animales con IMj; (Fig. 8A). En los corazones IM;; con un tamafio de infarto de 30-
40%, el efecto inotrépico era de la misma magnitud que en corazones con ICC que tenian todos un tamafio de infarto
>40%. También se observé una correlacién positiva con el tamafio del infarto para la expresiéon del ARNm de 5-HT,,
y ANP, mientras que los niveles de ARNm de 5-HT,, no cambiaron (Fig. 8B). Estos descubrimientos sugieren una
transicion gradual relacionada con la extension de los cambios miocardicos secundarios al infarto.
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TABLA 2
Relacion de ARNm del receptor 5-HTyyy al ARNm del receptor 5-HT )

Simulacién ICC
Ventriculo izquierdo 0,87 + 0,33 (n=7) 3,20 + 1,09 (n=11)*
Musculo papilar 0,85 + 0,64 (n=4) 7,48 + 2,44 (n=5) 1

Para ensayar la observacién del mayor nivel del receptor 5-HT,,, independiente de GAPDH, se calculd la relacién
de ARNm del receptor 5-HT4, normalizado al ARNm del receptor 5-HT,, normalizado. *ICC frente a Simulacién
p<0,06; TICC frente a Simulacién p<0,05.

Ejemplo 4

Se midi6 la respuesta inotrépica a la serotonina en el musculo papilar de ratas 6 semanas después de infarto de
miocardio, en presencia de varios antagonistas del receptor 5-HT, quimicamente diferentes, como se ha descrito antes.

Los antagonistas de 5-HT, SB203186 y RS39604, cada uno afiadido en concentracién 5 nM, bloquean la respuesta
inotrépica a la serotonina en ratas 6 semanas después de IM, con potencias de bloqueo correspondientes a sus afinida-
des conocidas en los receptores 5-HT,. La figura muestra las curvas de concentracion-respuesta para la serotonina en
musculos papilares de ratas 6 semanas después de infarto de miocardio en ausencia y presencia de SB203186 5 nM o
RS39604 5 nM. La respuesta inotrdpica (dF/dt) se expresa como porcentaje del maximo para cada misculo papilar.

El valor de pCEs, para la serotonina en ausencia del bloqueador era 7,25 + 0,2. El valor de pCEjs, para la serotonina
en presencia de SB203186 5 nM era 6,39, que correspondia a un valor de pK, de 9,1. El valor de pCEs, para la
serotonina en presencia de RS39604 5 nM era 6,26, que correspondia a un valor de pK, de 9,2. Esto estd de acuerdo
con la respuesta inotrépica a la serotonina mediada por los receptores 5-HT,.

Ejemplo 5
Respuestas inotropicas mediadas por el receptor 5-HT, en la insuficiencia cardiaca hipertensiva en rata

Después, se usé un segundo modelo de insuficiencia cardiaca para estudiar el efecto inotrépico mediado por el
receptor 5-HT, de la serotonina; en concreto un modelo de insuficiencia cardiaca hipertensiva de rata. Este estudio
usa un modelo de rata de insuficiencia cardiaca obtenido por estrechamiento adrtico con banda. En este modelo, la
insuficiencia cardiaca se induce por una poscarga aumentada de forma constante, de alguna forma reminiscente de la
insuficiencia cardiaca hipertensiva humana. Este estudio se realizé para clarificar si es la insuficiencia cardiaca como
tal, o el infarto de miocardio que precede a la insuficiencia cardiaca, lo que subyace en la induccién de los receptores
5-HT, en el modelo de postinfarto.

Se indujo la constriccién transadrtica (estrechamiento adrtico con banda) de la aorta ascendente en ratas Wistar
macho de 200 g con anestesia, inducido por N,O al 63%, O, al 32% e isoflurano al 5% y mantenido con N,O al 66%,
O, al 33% e isoflurano al 1-2%. Se realizé una toracotomia en el lado derecho mediante una incisién cutdnea de 3-
4 cm de largo, se abri6 el pericardio y se identificd la aorta ascendente y se disecciond para separar del tejido que la
rodea. Se unié una ligadura alrededor de la aorta ascendente y de una sonda metélica con un didmetro de 0,9 mm.
Después se retird la sonda metélica. El resultado era una constriccion de la aorta ascendente con un didmetro interno
de aproximadamente 0,9 mm. Después, se cerré el térax con suturas de seda de 3-0 y la piel se cerré con suturas
Dexon 1. Los animales recibieron analgesia posoperatoria con burenorfina, 0,09 mg por via subcutinea, y se dejé que
se despertaran en un entorno a 30°C. Después de 6 semanas los animales se sometieron a anestesia de nuevo como
en la primera cirugia, y se realizé un examen ecocardiografico. Finalmente se abri6 el térax y se sacé el corazdn para
preparar los musculos papilares ventriculares izquierdo posteriores como se ha descrito (Sjaastad y col., 2003 Acta
physiol. Scand. 177: 449-458). Se consider6 que la rata tenfa ICC.

Se extrajeron los musculos papilares de las ratas con ICC 6 semanas después del estrechamiento adrtico con banda,
como se ha descrito antes. Se prepard el musculo papilar ventricular izquierdo posterior, se monté en el bafio de
organos, se equilibré y se estimulé con campo a 1 Hz (Sjaastad y col., 2003, véase antes) y se registraron los ciclos de
contraccion-relajaciéon (CRC) y se analizaron como se ha descrito previamente (Skomedal y col. 1997, J. Pharmacol
Exp. Ther., 280: 721-729) (Sjaastad y col., 2003, véase antes) con respecto a la fuerza maxima desarrollada (F),
desarrollo maximo de la fuerza (dF/dt),,s, tiempo para la fuerza maxima (TPF), tiempo para la relajacién al nivel de
20% (TR20) y tiempo para la relajacién (RT=TR20-TPF). El experimento se realizé en presencia de bloqueadores
(afiadidos 90 min antes de la serotonina) de receptores colinérgicos muscarinicos y adrenérgicos (prazosina 1 uM,
timolol 1 uM, atropina 1 uM).
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La figura 10 muestra los ciclos de contraccién-relajacion medios representativos en un musculo papilar del corazén
de una rata con ICC 6 semanas después de estrechamiento adrtico con banda, antes de la adicién de agonista, en una
respuesta inotrépica de estado estacionario maxima a la serotonina 10 M, seguido de inversién de la respuesta de
la serotonina con GR113808 1 M y en la respuesta inotrépica de estado estacionario maxima al isoproterenol 100
uM. La serotonina (10 M) provocaba una respuesta inotropica positiva de magnitud y caracteristicas comparables
a la respuesta inotrépica positiva al isoproterenol 100 uM (suficiente para superar el bloqueo por timolol 1 uM). La
respuesta inotrépica positiva a la serotonina se invirti¢ por 1 M del antagonista de 5-HT,; GR113808, indicando que
la respuesta es mediada por los receptores 5-HT;,.

Esto muestra que este modelo de insuficiencia cardiaca en ratas también causa la aparicién de una respuesta inotr6-
pica mediada por el receptor 5-HT, a la serotonina, indicando que este descubrimiento es general para la insuficiencia
cardiaca como tal, al menos en ratas.

Ejemplo 6
Efecto inotrépico mediado por el receptor 5-HT, de la serotonina en el corazon humano

Para estudiar la respuesta inotrépica mediada por el receptor 5-HT, a la serotonina en el corazén humano, se usé
el musculo trabecular de un corazén humano posinfarto y un corazén humano con insuficiencia cardiaca debido a una
miocardiopatia prolongada.

La figura 11 muestra los ciclos de contraccidn-relajaciéon medios representativos en un musculo trabecular del co-
razén humano posinfarto explantado, antes de la adicién de agonista, en la respuesta inotrépica de estado estacionario
mdaxima a la serotonina 10 uM, seguido de inversién de la respuesta de la serotonina con GR113808 1 uM y en la
respuesta inotrépica de estado estacionario maxima al isoproterenol 100 uM.

El corazén se extrajo de un paciente que habia sobrevivido a un pequefio infarto de miocardio y murié en el
hospital de hemorragia subaracnoide. Los musculos trabeculares se prepararon, se montaron en bafios de 6rganos, se
equilibraron y se estimularon en un campo a 1 Hz (Skomedal y col. 1997, véase antes) y se registraron los ciclos de
contraccion-relajacién (CRC) y se analizaron como se ha descrito previamente (Skomedal y col. 1997, véase antes)
con respecto a la fuerza maxima desarrollada (F,.4), desarrollo maximo de la fuerza (dF/dt),, tiempo para la fuerza
méxima (TPF), tiempo para la relajacién al nivel de 20% (TR20) y tiempo para la relajacién (RT=TR20-TPF). El
experimento se realiz6 en presencia de bloqueantes (afadidos 90 min antes de la serotonina) de receptores colinérgicos
adrenérgicos muscarinicos y adrenérgicos (prazosina 1 uM, timolol 1 uM, atropina 1 uM).

Como se ve en la figura 11, la serotonina (10 uM) provocaba una respuesta inotrépica positiva que equivalia a
aproximadamente 10% de la respuesta inotrépica positiva al isoproterenol 100 uM (suficiente para superar el bloqueo
por el timolol 1 uM). La respuesta inotrépica positiva a la serotonina 10 M, era invertida por el antagonista del
receptor 5-HT, GR113808 1 uM indicando que la respuesta es mediada por los receptores S-HT,.

También se extrajo un corazén de un paciente que habia recibido un trasplante de corazén debido a insuficiencia
cardiaca de cardiomiopatia prolongada. Se prepararon los musculos trabeculares y se registraron los ciclos de contrac-
cién-relajacién (CRC) como se ha descrito antes. Ademds de la presencia de bloqueantes como antes, las respuestas
inotrépicas positivas fueron potenciadas por la presencia del inhibidor de fosfodiesterasa IBMX (isobutil-metil-xanti-
na; 35 uM).

La figura 12 muestra ciclos de contraccidn-relajaciéon medios representativos en un musculo trabecular de este
corazén humano explantado, antes de la adicién de agonista, en la respuesta inotrépica de estado estacionario maxima
a la serotonina 10 M, seguido de inversién de la respuesta de la serotonina con GR113808 1 uM y en la respuesta
inotrépica de estado estacionario maxima al isoproterenol 100 uM.

Como puede verse en la figura, la serotonina (10 uM) provocaba una respuesta inotrépica positiva que equivalia a
aproximadamente 32% de la respuesta inotrépica positiva al isoproterenol 100 uM (suficiente para superar el bloqueo
por el timolol 1 uM). La respuesta inotrdpica positiva a la serotonina era invertida por el antagonista del receptor 5-
HT, GR113808 1 uM, indicando que la respuesta es mediada por los receptores 5-HT},.

Esto muestra que la presencia de una respuesta inotrépica por los receptores 5-HT, en el corazén con insuficiencia,
también se observa en seres humanos.

Ejemplo 7
Efecto del tratamiento de ratas con insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) postinfarto con un antagonista de 5-HT,

Se indujo un infarto de miocardio (IM) extensivo en ratas Wistar macho de 320 g con anestesia (N,O al 68%, O, al
29% e isoflurano al 2-3%) por la ligacién proximal de la arteria coronaria izquierda (Sjaastad y col. 2003, véase antes).
Tres dias después, las ratas se incluyeron en el estudio si las ratas tenian tanto sefiales clinicas de insuficiencia cardiaca
congestiva (taquipnea y ventilacién forzada) como un infarto de miocardio grande, verificado por ecocardiografia. Las
ratas incluidas en el estudio se asignaron de forma aleatoria, ciega, en el grupo de placebo o tratamiento.
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Bajo anestesia con 75 ug/kg de fentanilo (Janssen Pharmaceutical) y midazolam 3,75 mg/kg (Roche) s.c, asi como
con anestesia local con xilocaina al 1% alrededor de la incision, las ratas recibieron por via subcutdnea la implantacién
de bombas miniosméticas de 2 ml Alzet (Alza, Palo Alto, CA) que contenian disolvente (dcido ascérbico 100 uM,
EDTA 50 uM en agua; grupo de placebo) o disolvente que contenia el antagonista de 5-HT, SB207266 50 mM (grupo
de tratamiento). Las bombas se sustituyeron por bombas nuevas después de 3 semanas, para obtener un tiempo de
tratamiento total de 6 semanas.

Después de 6 semanas de tratamiento, los animales se sometieron de nuevo a anestesia con isoflurano (N, O al 68%,
0, al 29% e isoflurano al 2-3%) con control de la temperatura para las mediciones ecocardiograficas y hemodindmicas,
seguido de eutanasia. Después, se prepararon los muisculos papilares ventriculares izquierdo posteriores, se montaron
en el bafo de érganos, se equilibraron y se estimularon con campo a 1 Hz (Sjaastad y col., 2003, véase antes) y se
registraron los ciclos de contraccién-relajacién (CRC) y se analizaron como se ha descrito previamente con respecto a
la fuerza maxima desarrollada (F, 4 ), desarrollo mdximo de la fuerza (dF/dt),,s, tiempo para la fuerza maxima (TPF),
tiempo para la relajacién al nivel de 20% (TR20) y tiempo para la relajacién (RT=TR20-TPF).

El experimento se realiz6 en presencia de bloqueantes (afiadidos 90 min antes del agonista) de receptores coli-
nérgicos muscarinicos y a-adrenérgicos (prazosina 1 uM, timolol 1 M, atropina 1 uM). El isoproterenol se afiadié
al bafio de 6rganos de forma acumulativa y se calculd para cada animal la respuesta inotrépica positiva mdxima al
isoproterenol.

Los resultados se muestran en la figura 13 e indican una tendencia hacia la normalizacién de la funcién miocardica,
a juzgar por la tendencia hacia la normalizacion de la reduccién inducida por la ICC de la respuesta inotrépica maxima
a la estimulacién del receptor S-adrenérgico, por tratamiento con el antagonista de 5-HT, SB207266.

Ademads, en la ICC, la duracién del ciclo de contraccion-relajacion es prolongado, debido a cambios en la composi-
cién de los miofilamentos. Por lo tanto, la duracién del ciclo de contraccion-relajacidn se puede usar como pardmetro
adicional del grado de disfuncién miocdrdica. Los datos preliminares del tratamiento con el antagonista de 5-HT,
SB207266 también muestran una tendencia hacia la normalizacién de este pardmetro en la disfuncién miocéardica (no
se muestran los datos).

Ejemplo 8

Comprimidos (orales) para el tratamiento y profilaxis de la insuficiencia cardiaca

GR113808 (como sal de hidrocloruro) 10,95 ¢
lactosa 157 g
celulosa microcristalina 30¢
estearato magnésico BP 2,05¢g

Los principios activos se pasan por un tamiz de malla n° 24 y se mezclan con lactosa, celulosa microcristalina y
estearato magnésico. La mezcla resultante se comprime en comprimidos. El peso del comprimido es 200 mg y cada
comprimido contiene 10 mg de GR113808.

Ejemplo 9

Cdpsulas (orales) para el tratamiento y profilaxis de la insuficiencia cardiaca

SB207266 (como sal de hidrocloruro) 559
Atenolol 25¢
lactosa 169,5 g

Los principios activos se pasan por un tamiz de malla n° 24 y se mezclan con lactosa. La mezcla se carga en
cépsulas de gelatina (200 mg) utilizando una maquinaria adecuada. Cada cdpsula contiene 5 mg de SB207266 y 50
mg de atenolol.
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Ejemplo 10

Disolucion para inyeccion para el tratamiento y profilaxis de la insuficiencia cardiaca

SB207266 (como sal de hidrocloruro) 10,9 g
Cloruro sédico C.S.
10 Agua para inyeccion hasta 10 litros
El SB207266 (como sal de hidrocloruro) y el cloruro sédico se disuelven en agua para inyeccion para formar una
disolucién isoténica. La mezcla se carga en viales (10 ml) con tapones de caucho y se esterilizan por calor en un
autoclave durante 20 minutos a 121°C. Cada vial contiene 10 ml y 1 mg de SB207266 por ml.
15
Ejemplo 11
Cdpsulas (orales) para el tratamiento y profilaxis de la insuficiencia cardiaca
20
SB207266 (como sal de hidrocloruro) 559
Tartrato de metoprolol 50 g
25
lactosa 1445 g
Los principios activos se pasan por un tamiz de malla n° 24 y se mezclan con lactosa. La mezcla se carga en
céapsulas de gelatina (200 mg) utilizando una maquinaria adecuada. Cada cdpsula contiene 5 mg de SB207266 y 50
30 mg de tartrato de metoprolol.
Ejemplo 12
35 Cdpsulas (orales) para el tratamiento y profilaxis de la insuficiencia cardiaca
SB207266 (como sal de hidrocloruro) 559
40 Maleato de enalapril 10g
lactosa 184,5 g
45 Los principios activos se pasan por un tamiz de malla n® 24 y se mezclan con lactosa. La mezcla se carga en
cépsulas de gelatina (200 mg) utilizando una maquinaria adecuada. Cada cdpsula contiene 5 mg de SB207266 y 10
mg de maleato de enalapril.
so Ejemplo 13
Cdpsulas (orales) para el tratamiento y profilaxis de la insuficiencia cardiaca
. SB207266 (como sal de hidrocloruro) 559
Losartan de potasio 50 g
lactosa 169,5 g
60
Los principios activos se pasan por un tamiz de malla n° 24 y se mezclan con lactosa. La mezcla se carga en
cépsulas de gelatina (200 mg) utilizando una maquinaria adecuada. Cada cdpsula contiene 5 mg de SB207266 y 50
mg de losartdn de potasio.
65
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Ejemplo 14

Cdpsulas (orales) para el tratamiento y profilaxis de la insuficiencia cardiaca

SB207266 (como sal de hidrocloruro) 559
Carvedilol 12,5 ¢
lactosa 182 g

Los principios activos se pasan por un tamiz de malla n° 24 y se mezclan con lactosa. La mezcla se carga en
cépsulas de gelatina (200 mg) utilizando una maquinaria adecuada. Cada cdpsula contiene 5 mg de SB207266 y 12,5
mg de carvedilol.

Ejemplo 15

Supositorios para el tratamiento y profilaxis de la insuficiencia cardiaca

GR113808 (como sal de hidrocloruro) 16,59

Mezcla de glicéridos de acidos grasos 193,59

La sal de GR113808 se muele a un tamafio de particulas de aproximadamente 20 um. Se prepara una suspension
de la sal en glicéridos de dcidos grasos fundidos y se llenan moldes de supositorio con la misma. El peso de cada
supositorio es 200 mg con una dosis unitaria de 15 mg de GR113808.

Referencias citadas en la descripcién

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es s6lo para la comodidad del lector. No forma parte del docu-
mento de patente europea. Aunque se ha tomado especial cuidado en la compilacién de las referencias, no se pueden
excluir errores u omisiones y la OEP rechaza toda responsabilidad a este respecto.
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e EP 9302808 W [0055]

e GB 9302028 W [0055]
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REIVINDICACIONES
1. Un antagonista del receptor 5-HT, para usar en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva.

2. Uso de un antagonista del receptor 5-HT, en la fabricacién de un medicamento para tratar la insuficiencia
cardiaca congestiva.

3. El antagonista o uso segtn la reivindicacién 1 6 2, en el que dicha insuficiencia cardiaca congestiva estd carac-
terizada por la funcién cardiaca deteriorada debido a la disfuncidn sistdlica o diastélica.

4. El antagonista o uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha insuficiencia cardiaca
congestiva es insuficiencia cardiaca congestiva crénica.

5. El antagonista o uso segin la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en el que dicha insuficiencia cardiaca con-
gestiva resulta de enfermedad cardiaca isquémica, preferiblemente enfermedad cardiaca isquémica crénica o miocar-
diopatia no isquémica crénica (MCDI), preferiblemente miocardiopatia dilatada idiopética, y miocardiopatia debida a
hipertension.

6. El antagonista o uso segun la reivindicacion 1 o reivindicacién 2, en el que dicha insuficiencia cardiaca conges-
tiva es insuficiencia cardiaca congestiva postinfarto.

7. El antagonista o uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicha insuficiencia cardiaca
congestiva se clasifica en las clases Il a IV de NYHA.

8. El antagonista o uso segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicha insuficiencia cardiaca
congestiva esta caracterizada por una fraccion de eyeccion ventricular izquierda (FEVI) menor de 40%.

9. El antagonista o uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho antagonista del receptor
5-HT, inhibe la respuesta inotrépica del corazén a la 5-HT.

10. El antagonista o uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho antagonista del receptor
5-HT, se selecciona de compuestos que comprenden una estructura de anillo aromatico con un aceptor de enlace de
hidrégeno como un sustituyente y un aceptor de enlace de hidrégeno como un segundo sustituyente y una amina
terciaria separada por al menos 3 enlaces del anillo aromatico.

11. El antagonista o uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho antagonista del receptor
5-HT, comprende un anillo aromatico al que estd unido un grupo carbonilo, y un nitrégeno bésico agregado a la cadena
lateral y un dtomo de oxigeno adyacente al grupo carbonilo.

12. El antagonista o uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho antagonista del receptor
5-HT, se selecciona del grupo que comprende ésteres de benzoato, amidas de benzoato, imidazolopiridinas, aril-
cetonas, indoles, carbazimidamidas, fenilcarbamatos y fenilureas.

13. El antagonista o uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho antagonista del re-
ceptor 5-HT, se selecciona del grupo que comprende 1H-indol-3-carboxilato de 1-piperidinil-etilo, SB203186; 8-ami-
no-7-yodo-1,4-benzodioxan-5-carboxilato de (1-butil-4-piperidinil)metilo, SB207710; 1-metil-1H-indol-3-carboxila-
to de [1-[2-metilsulfonilaminoetil]-4-piperidinil]-metilo, GR113808; (2-metoxi-4-amino-5-cloro)benzoato de 2-die-
tilaminoetilo, SDZ205557; endo-8-metil-8-azabiciclo[3.2.1]oct-3-il-2,3-dihidro-6-metoxi-2-oxo-1H-bencimidazol-1-
carboxilato, DAU 6285; hidrocloruro de 1-[4-amino-5-cloro-2-(3,5-dimetoxibenciloxi)fenil]-3[1-[2-[(metilsulfonil)
amino]etil]-4-piperidinil]- 1 -propanona, RS 39604; 8-amino-7-cloro-1,4-benzodioxano-5-carboxilato de (1-n-butil-4-
piperidinil)metilo, SB 204070; hidrocloruro de N-[(1-butil-4-piperidinil)-metil]-3,4-dihidro-2H-[1,3]oxacino[3,2-a]
indol-10-carboxamida, SB 207266; (dihidrocloruro de endo-3,9-dimetil-3,9-diazabiciclo[3.3.1]non-7-il-1H-indazol-
3-carboxamida), N-3389; [hidrocloruro de (+)-8,9-dihidro-10-metil-7-[(5-metil-4-imidazolil)metil]pirido-[1,2-a]-in-
dol-6(7H)-ona], FK1052; 4-amino-5-cloro-2-metoxibenzoato de 2-(cis-3,5-dimetil-piperidino)etilo, ML10375; [hi-
drocloruro de 4-amino-5-cloro-2-metoxibenzoato de 3-(piperidina-1-il)propilo], RS-23597-190; (4-piperidinil-me-
til-5-fluoro-2-metoxi- 1H-indol-3-carboxilato de 1-[2-[(metilsulfonil)amino]etilo), GR125487; R50595 (FR76530);
RS100302; 1-(1-metiletil)-N-[2-[4-[triciclo[3.3.1.1 (3,7)]dec-1-ilcarbonil)amino]-1-piperidinil]etil-1H-indazol-3-car-
boxamida, LY353433; A-85380; SB205800; SB 207058; SB 207226; SC-53606 y SC-56184.

14. El antagonista o uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho antagonista es la N-[(1-
butil-4-piperidinil)-metil]-3,4-dihidro-2H-[1,3]oxacino[3,2-a]indol-10-carboxamida o una de sus sales farmacéutica-
mente aceptable.

15. El antagonista o uso seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho antagonista del receptor
5-HT, es un anticuerpo o fragmento o derivado del mismo.
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16. El antagonista o uso segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que dicho antagonista del
receptor 5-HT, se formula como una sal fisiol6gicamente aceptable.

17. El antagonista o uso seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en el que dicho antagonista del
receptor 5-HT, se formula para la administracion oral o la administracién parenteral.

18. El antagonista o uso segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en el que dicho antagonista del
receptor 5-HT, bloquea la respuesta a la 5S-HT.

19. El antagonista o uso segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en el que se mejora la capacidad
cardiaca.

20. El antagonista o uso segtin la reivindicacion 19, en el que se aumenta la fraccidn de eyeccién ventricular.

21. El antagonista o uso segun la reivindicacion 20, en el que se aumenta la fraccién ventricular izquierda.

22. El antagonista o uso segtin la reivindicacién 19, en el que la mejora de la capacidad cardiaca es una o més de
las siguientes: reduccién de la clase funcional de la New York Heart Association (NYHA), mejora de la capacidad de
ejercicio, disminucioén de la presién capilar pulmonar en cufia, aumento de la frecuencia cardiaca maxima, aumento

de la presion sanguinea sistélica maxima y aumento del tiempo de deceleracién de la velocidad neutra.

23. El antagonista o uso seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, en el que se reduce el nivel en el
plasma de Nt-proANP.

24. Un producto que comprende (a) un antagonista del receptor 5-HT, y (b) un segundo agente eficaz para el
tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva, como una preparacién combinada para el uso simultaneo, separado
o secuencial en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva.

25. El producto segtn la reivindicacion 24, en el que dicho segundo agente se selecciona del grupo que consiste en
diuréticos, vasodilatadores, formacos inotrdpicos, anticoagulantes, S-bloqueantes, bloqueantes de la angiotensina II o
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina.

26. El producto segtin la reivindicacién 25, en el que dicho segundo agente es un S-bloqueante.
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Fig. 7
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Fig. 10
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Fig. 13
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