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Un complejo de metabolito antagonista del receptor de angiotensina Il e inhibidor de NEP en el

tratamiento de la insuficiencia cardiaca

Campo técnico

La invencion pertenece al campo técnico de las ciencias de la vida y se refiere a un complejo de
un metabolito antagonista del receptor de angiotensina Il y un inhibidor de NEP para la insuficiencia
cardiaca, especificamente al complejo en la preparacién de un medicamento para la insuficiencia cardiaca
con fraccién de expulsion reducida.

Antecedentes

La insuficiencia cardiaca es una manifestacién grave o una etapa tardia de diversas cardiopatias,
con altas tasas de muerte y rehospitalizacion. En los paises desarrollados, la prevalencia de insuficiencia
cardiaca es del 1.5 % al 2.0 % y 210 % en los grupos de poblacion mayores de 70 afios. Una encuesta
epidemiolégica realizada en 2003 mostré que la prevalencia de insuficiencia cardiaca era del 0.9 % entre
los adultos de 35 a 74 afios en China. Con el envejecimiento de la poblacion en China, esta en aumento la
incidencia de enfermedades crénicas como la cardiopatia, la hipertensién, la diabetes y la obesidad. Las
técnicas médicas mejoradas han prolongado el periodo de supervivencia de los pacientes con
cardiopatias, lo que ha dado lugar a un aumento continuo de la prevalencia de insuficiencia cardiaca en
China. Una encuesta de 10 714 pacientes hospitalizados con insuficiencia cardiaca en China mostr6é que
las tasas de mortalidad de pacientes con insuficiencia cardiaca fueron del 15.4 %, 12.3 % y 6.2 % durante
la hospitalizacién en 1980, 1990 y 2000, respectivamente, y que las principales causas de muerte fueron
insuficiencia ventricular izquierda (59 %), arritmia (13 %) y muerte subita de origen cardiaco (13 %). El
estudio China-HF mostré que la tasa de mortalidad fue del 4.1 % en pacientes hospitalizados con
insuficiencia cardiaca.

En WO2007056546A1 se describe un complejo de sal sodica de valsartan-sacubitril (LCZ696) y
su método de preparacion. En 2017, fue aprobado para su comercializacién en China con el nombre
comercial de Entresto® para la insuficiencia cardiaca.

Sus unidades de estructura molecular son las siguientes:
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Ademas, en W02017125031A1 se describe una serie de complejos de un metabolito antagonista
del receptor de angiotensina (EXP3174) y un inhibidor de NEP (sacubitril) que presentan determinados

efectos sobre la insuficiencia cardiaca con fraccion de expulsiéon conservada (HFpEF) y tienen las
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unidades estructurales moleculares siguientes:

e xCa®>* enH,0

Puede observarse que es fundamental hallar un farmaco dirigido que tenga un buen efecto

terapéutico para la insuficiencia cardiaca con fraccién de expulsion reducida.

Descripcién de lainvencion

En vista de los problemas técnicos existentes en el estado de la técnica, la invencion proporciona
un complejo de un metabolito antagonista del receptor de angiotensina Il y un inhibidor de NEP (o "un
complejo supramolecular") en la preparacion de un medicamento para la insuficiencia cardiaca con
fraccion de expulsién reducida. EI complejo tiene las unidades estructurales siguientes:

(a EXP3174-bAHU377)-x Ca-nA

Especificamente, la insuficiencia cardiaca con fraccién de expulsion reducida se refiere a HFrEF
segun se define en la Tabla 1 de Chinese Guidelines for the Diagnosis and Treatment of Heart Failure 2018:
clasificacion y criterios diagnosticos de insuficiencia cardiaca.

Como una solucion técnica preferida de la invencién, el medicamento se utiliza en pacientes que
padecen insuficiencia cardiaca con fraccidon de expulsién reducida. Como se infiere de los resultados
experimentales de la invencién y la dosis de profarmaco utilizado, una forma de dosis Unica del
medicamento contiene de 60 mg a 500 mg del complejo calculado por la masa total de (aEXP3174 -
bAHU377), que incluye, entre otros, 60 mg, 70 mg, 80 mg, 90 mg, 100 mg, 110 mg, 120 mg, 130 mg,
140 mg, 150 mg, 160 mg, 170 mg, 180 mg, 190 mg, 200 mg, 210 mg, 220 mg, 230 mg, 240 mg, 250 mg,
260 mg, 270 mg, 280 mg, 290 mg, 300 mg, 310 mg, 320 mg, 330 mg, 340 mg, 350 mg, 360 mg, 370 mg,
380 mg, 390 mg, 400 mg, 410 mg, 420 mg, 430 mg, 440 mg, 450 mg, 460 mg, 470 mg, 480 mg, 490 mg y
500 mg.

Como una solucién técnica mas preferida de la invencién, una forma de dosis Unica del
medicamento contiene 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420 y 480 mg del complejo. En una modalidad, una
forma de dosis Unica se refiere a la forma farmacéutica diaria. Se administra a los pacientes un contenido
de 60 mg/d a 500 mg/d del complejo, y las frecuencias de dosificacion incluyen, entre otras, una vez al dia,
dos veces al dia, 3 veces al dia, 4 veces al dia, etc. La dosis se refiere a la dosis inicial o dosis de
mantenimiento del del farmaco. En la hipertension, la dosis inicial suele ser menor que la dosis de
mantenimiento. La dosis puede aumentarse adecuadamente en pacientes con hipertensién resistente en
condiciones especiales.

Especificamente, el método de calculo incluye calcular de acuerdo con la dosis diaria de
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profarmaco. EXP3174 es el metabolito de allisartan isoproxilo en el organismo que ha estado en el
mercado con el nombre genérico Allisartan Isoproxil Tablets y el nombre comercial Xinlitan, y se administra
a 240 mg al dia.

El allisartan isoproxilo tiene la formula molecular C27H29CINsOs y el peso molecular de 553.0;
EXP3174 tiene la formula molecular C22H21CINsO2 y el peso molecular de aproximadamente 436.9;
AHU377 tiene la formula molecular C24H29NOs y el peso molecular de aproximadamente 411.5. La dosis
diaria del complejo debe ser equivalente a la de allisartan isoproxilo. Por lo tanto, la forma de dosis Unica
del complejo mencionado anteriormente se obtiene mediante célculo.

Con base en los datos del modelo de insuficiencia cardiaca canina con fraccion de expulsion
disminuida, se infiere que la dosis eficaz es de 100 mg/d en seres humanos con un rango de dosis de
60 mg/d a 500 mg/d.

El medicamento es una preparacion soélida para administracion oral, preferentemente un
comprimido o cépsula oral, que se puede administrar en multiples comprimidos y mdltiples capsulas con
una dosis total de 60 mg a 500 mg.

El complejo del medicamento puede obtenerse mediante un método conocido en el estado de la
técnica, en donde el complejo y su método de preparacion descritos en W0O2017125031A1 se incorporan
a la invencion.

Como una solucién técnica més preferida de la invencion, el valor de a:b se selecciona de 1:0.25,
1:0.5, 1:1, 1:1.5, 1:2,1:2.5, 1:3, 1:3.5y 1:4.

Como una solucion técnica mas preferida de la invencién, el complejo tiene las unidades
estructurales siguientes:

(EXP3174-AHU377)-x Ca-nH20

e xCa’* enH,0

donde x es un valor entre 0.5y 2, y n es un valor entre 0 y 3.
Como una solucién técnica mas preferida de la invencidn, x se seleccionade 0.5, 1, 1.5y 2.
Como una solucion técnica mas preferida de la invencién, el complejo tiene las unidades
estructurales siguientes:
(EXP3174-AHU377) « 1.5Ca*nH20
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(EXP3174-AHU377) « 2Ca*nH20

donde n es cualquier valor entre 1y 3.

Como una solucidn técnica més preferida de la invencion, n se seleccionade 0.5, 1, 1.5,2,2.5y 3.

Como una solucién técnica mas preferida de la invencion, el complejo se selecciona de los
siguientes:

(EXP3174 - AHU377) = 1.5Ca * 1H,0:;
(EXP3174 = AHU377) » 1.5Ca * 1.5H,0;
(EXP3174 = AHU377) = 1.5Ca = 2H,0;
(EXP3174 =« AHU377) = 1.5Ca = 2.5H,0:
(EXP3174 » AHU377) » 1.5Ca * 3H,0:;
(EXP3174 = AHU377) « 2Ca « 1H,0;
(EXP3174 = AHU377) = 2Ca * 1.5H,0:;
(EXP3174 = AHU377) = 2Ca * 2H,0:
(EXP3174 « AHU377) * 2Ca * 2.5H,0;
(EXP3174 = AHU377) = 2Ca * 3H;0,

Los expertos en la técnica pueden comprender que en la celda unitaria de un complejo
supramolecular, el metabolito allisartan isoproxilo (EXP3174), AHU377, ion calcio (Ca?") y moléculas de
disolvente se llenaran en esta en forma de una pluralidad de unidades estructurales. El complejo
supramolecular de la invencion es diferente de una mezcla obtenida mediante mezcla fisica simple de dos
principios activos. El espectro XRD del complejo supramolecular obtenido es claramente diferente del de
EXP3174 y la sal de calcio de AHU377, y su solubilidad también es significativamente diferente en
diversos disolventes (como agua, etanol, etanol-agua, etc.). También existen diferencias significativas en
otras propiedades fisicas y quimicas como la higroscopicidad, el punto de fusién, el espectro infrarrojo,
etc.

En comparacion con el estado de la técnica, la invencién presenta las ventajas y efectos
beneficiosos siguientes:

1. La invencién proporciona una serie de complejos supramoleculares con dobles efectos del
metabolito allisartan isoproxilo (EXP3174) y el inhibidor de encefalinasa (AHU377) en insuficiencia
cardiaca con fraccion de expulsion reducida, que tienen un efecto significativamente mejor que LCZ696 a
la misma dosis;

2. El complejo de la invencion en un modelo canino con fraccién de expulsién reducida tiene un
efecto mejor que el de un modelo canino con fraccion de expulsién conservada. Puede observarse que la
composicién farmacéutica de la invencidn tiene una selectividad especifica para la insuficiencia cardiaca
con fraccién de expulsién reducida, lo que es dificil de predecir basandose en el estado de la técnica.

3. El complejo de la invencion tiene un mejor efecto que la mezcla fisica de EXP3174+AHU377, lo
gue demuestra completamente que el complejo tiene ventajas significativas sobre una combinacion fisica

de farmacos.

Descripcién de los dibujos

Figura 1 Chinese Guidelines for the Diagnosis and Treatment of Heart Failure 2018: tabla de
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clasificacion y criterios diagnosticos de insuficiencia cardiaca.

Modalidades especificas

La invencion se describira ahora con mas detalle con referencia a ejemplos y dibujos, pero las
modalidades de la invencién no se limitan a estos.

En los ejemplos siguientes:

Se uso6 un difractometro de rayos X Empyrean para la deteccion de difraccion de rayos X en polvo.
Las condiciones de deteccion: Cu se dirige a rayo Ka, tension de 40 KV, corriente de 40 mA, ranura de
emisién de 1/32°, ranura antidispersion de 1/16°, ranura antidispersion de 7.5 mm, rango 26 de 3° a 60°,
longitud de paso 0.02°, y tiempo de permanencia por paso 40 s.

Se us6 el calorimetro diferencial de barrido DSC204F1 de NETZSCH, Alemania para detectar
espectros de calorimetria diferencial de barrido. Condiciones de deteccion: atmdsfera: N2, 20 ml/min;
procedimiento de barrido: registrar la curva de calentamiento al aumentar la temperatura de la temperatura
ambiente a 10 °C/min a 250 °C.

Se uso el analizador termogravimétrico TG209 de NETZSCH, Alemania para detectar el contenido
de humedad. Condiciones de deteccion: atmosfera: N2, 20 ml/min; procedimiento de barrido: temperatura
ambiente a 700 °C, velocidad de calentamiento: 10 °C/min. EI EXP3174 utilizado en los ejemplos fue de
fabricacion propia por parte de la empresa, con una pureza del 98.3 %.

La sal de calcio de AHU377 utilizada en los ejemplos fue de fabricacién propia por parte de la

empresa, con una pureza del 99.4 %.

Ejemplo 1

Preparacion de &cido libre de AHU377:

A un matraz de una sola boca de 250 ml se le afiadieron 2.1 g de sal de calcio de AHU377 y 40 ml
de acetato de isopropilo, y después se le afiadieron 4.5 ml de acido clorhidrico de 2 mol/l a temperatura
ambiente y se agitdé para su disolucién. Los liquidos se separaron para recoger la capa organica que se
hizo pasar dos veces por 20 ml de agua; después de precipitar a presién reducida a 35 °C, proporcioné
acido libre de AHU377.

Ejemplo 2
Preparacion del complejo: (preparado de acuerdo con el Ejemplo 2 de la patente
WO02017125031A1)
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Z(Ho)eo

alusA[0sIq

enbe/ooiuebio

-

e 1.5Ca*" & 25H,0

A temperatura ambiente, se afiadieron 2.36 g de acido libre de AHU377, 2 g de EXP3174 y 40 m|
de acetona obtenida de acuerdo con el método del Ejemplo 1 en un matraz de tres bocas de 250 ml y se
disolvieron; se afadieron 1.3 equivalentes de solido de hidréxido de calcio a AHU377 y 1 ml de agua a
temperatura ambiente, se agité a temperatura ambiente durante 10 h y se le afadieron 40 ml mas de
acetona para hacerlos reaccionar durante otras 8 horas. Bajo proteccion de nitrégeno, se filtr6 mediante
un embudo Buchner. El sélido se pas6 por acetona para proporcionar un sélido blanco que se secé al
vacio a 35 °C durante 8 h y se sec6 para proporcionar 3.5 g de sdlido (EXP3174 « AHU377)3- » 1.5Ca?* «
2.5H20, con una pureza del 99 % determinada por HPLC. La prueba se repitié6 para obtener dosis

suficientes para experimentos farmacodinamicos.

Ejemplo 3
Preparacion del complejo: (preparado de acuerdo con el Ejemplo 3 de la patente

W02017125031A1)
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2(HO)eD

dIUBA[0SIQ

enbe/ooiuebio

—-—

e 1.5Ca’* & 2H,0

A temperatura ambiente, se afadieron 2.36 g de acido libre de AHU377, 2 g de EXP3174 y 40 ml
de acetona obtenida de acuerdo con el método del Ejemplo 1 en un matraz de tres bocas de 250 ml y se
disolvieron; se afiadieron 1.6 equivalentes de sélido de hidréxido de calcio a AHU377 y 0.6 ml de agua a
temperatura ambiente, se agité durante 6 h a 35 °C y se le afladieron 40 ml méas de acetona para hacerlos
reaccionar durante otras 8 horas. Bajo proteccién de nitrégeno, se filtr6 mediante un embudo Buchner. El
sélido se pas6 por acetona para proporcionar un sélido blanco que se seco6 al vacio a 50 °C durante 8 hy
se sec6 para proporcionar 3.1 g de soélido (EXP3174« AHU377)% « 1.5Ca?* « 2H20. La prueba se repitid

para obtener dosis suficientes para experimentos farmacodinamicos.

Ejemplo 4
Un estudio farmacodinamico sobre el complejo en el modelo canino de insuficiencia cardiaca

crénica, fraccion de expulsién reducida

4.1 Métodos: Una vez que los animales llegaron a la instalacion, estaban sometidos a
alimentacion adaptativa y fueron asignados aleatoriamente después de ecocardiografia y ECG, y después
se inicid el experimento. El dia de la operacion, se anestesid a los animales mediante inyeccion
intramuscular de Zoletil (5 mg/kg). Se conectd la trdquea de los perros anestesiados al respirador, y

después se les fij6 en decubito supino, se les abrié el térax entre la tercera y cuarta costillas, se ligé la
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arteria coronaria descendente anterior izquierda para cerrar la cavidad toracica, y después se sutur la piel.
Después de que los animales se recuperaron durante 3 dias después de la operacion, se les administraron
farmacos por sonda, una vez al dia durante cuatro semanas consecutivas. Durante el experimento, se
observaron las condiciones de vida de los animales todos los dias y se registraron las condiciones

anormales. Después de 42 dias de administracion, se realizé ecocardiografia.

4.2 Modelado: El dia anterior a la operacién, los animales se mantuvieron en ayunas durante la
noche. El dia de la operacidn, se inyecto a los animales por via intramuscular Zoletil (dosis: 5 mg/kg) para
inducir la anestesia, y también se les administré por via intramuscular una inyeccion de sulfato de atropina
(dosis: 0.5 mg/perro). Después de anestesiar a los animales, se les afeitd el pelo del hemitérax izquierdo.
La intubacion traqueal se realizé ripidamente para conectarlos al respirador para proporcionarles
respiracion artificial y proporcionarles gas isoflurano al 1.5 % para mantener el estado de anestesia, y
también se utiliz6 un monitor para controlar la saturaciéon de oxigeno en sangre, frecuencia cardiaca,
electrocardiograma, temperatura corporal y frecuencia respiratoria, etc. Después de desinfectar la piel de
las extremidades anteriores con alcohol al 70 %, se hallaron las venas cefalicas para la intubacién
intravenosa y permanecieron intravenosamente como acceso de administracion. Se utilizé yodéforo y
alcohol al 70 % para esterilizar la piel del hemitérax izquierdo como tratamiento aséptico. Se extendié una
gasa quirargica estéril con orificios. Se utilizé un bisturi estéril para cortar la piel a lo largo del cuarto y
quinto espacio intercostal, y después de la hemostasia, se utilizé un bisturi eléctrico para abrir los tejidos
subcutdneos capa por capa y capas musculares, y la hemorragia se detuvo de manera oportuna. La
membrana pleural se abrié con cuidado para exponer los tejidos pulmonares, lo que evité dafar los tejidos
pulmonares; el campo de visién quirdrgico se expandié gradualmente de 20 a 25 cm a lo largo del borde
inferior de la cuarta costilla y se utilizé un extensor de térax para expandir el margen quirdrgico. Se utilizé
una gasa estéril empapada en solucién salina normal tibia para empujar y proteger los tejidos pulmonares.
Se utilizé una gasa estéril empapada en solucién salina normal tibia para empujar la orejuela izquierda y
exponerla entre el ventriculo izquierdo y la auricula izquierda, y se utilizé una pinza roma en angulo recto
para separar la arteria coronaria descendente anterior izquierda. Se utilizé un hilo de seda nam. 4 para
atravesar la arteria, y evitar tirar de la arteria durante la separacion y el enhebrado. Se utilizé un hilo de
seda para ligar la arteria coronaria descendente anterior izquierda. Durante la ligadura, se observo de
cerca a los animales para determinar la saturaciébn de oxigeno en sangre, frecuencia cardiaca,
electrocardiograma, temperatura corporal y frecuencia respiratoria. Si un animal presentara anomalias
como fibrilacién ventricular, la operaciéon se detendria inmediatamente y la inyeccién de lidocaina
(10 mg/kg) se administraria rapidamente a través de las venas cefélicas para el tratamiento. Después de
que se confirmd que no habia hemorragia en la cavidad toracica, se retir6 la gasa protectora. Se utilizé una
sutura nam. 7 para pasar a través de la cuarta y quinta costillas para suturar la cavidad toracica. Se utilizé
el método de compresion manual para el reclutamiento pulmonar. El tejido y la piel se suturaron capa por
capa. Después de la operacion, se mantuvo calientes a los animales y se les repuso adecuadamente la

solucion salina fisiologica, y se observaron de cerca la saturacion de oxigeno en sangre, la frecuencia
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cardiaca, el electrocardiograma, la temperatura corporal y los cambios respiratorios; se apagoé la maquina
de anestesia con gas y se retiré la intubacion traqueal hasta que los animales recuperaron completamente
la respiracion espontanea. Después de la operacion, se les inyectd por via intramuscular un analgésico
(meloxicam, 0.67 mg/kg) para aliviar el dolor, y se les inyectd por via intramuscular ampicilina sédica de

20 mg/kg para combatir la infeccion.

4.3 Grupos y administracion: Antes de agruparlos, se realizé ecocardiografia y monitoreo ECG a
cada perro. De acuerdo con la fraccién de expulsion, los perros se asignaron aleatoriamente en 5 grupos
(4-6 animales en cada grupo). Tres dias después del modelado animal, los perros de cada grupo
recibieron los farmacos correspondientes por sonda una vez al dia durante 6 semanas. Todas las
operaciones se realizaron en 6 lotes para el experimento, con 4-5 animales en cada lote y 0-1 animal en

cada grupo. La informacion sobre cada grupo se muestra en la Tabla 1:

Tabla 1, | Grupo Numero | Dosis Frecuencia de | Duracién
grupo de administrada administracion
nam. animales
1 Grupo quirtrgicode | 4 - por via oral 3 d después del
referencia cada dia modelado durante 6
semanas
2 Modelo 5 - por via oral 3 d después del
cada dia modelado durante 6
semanas
3 Farmaco positivo 6 100 mg/kg por via oral 3 d después del
(LCZ696) cada dia modelado durante 6
semanas
4 EXP3174 + mezcla | 6 EXP3174 por via oral 3 d después del
fisica de sal calcica 52 mpk+ cada dia modelado durante 6
de sacubitril Sacubitril semanas
48 mpk
5 Complejo de la 6 100 mg/kg por via oral 3 d después del
invencion cada dia modelado durante 6
semanas

Nota: Todas las dosis se administran con base en &cido libre anhidro y el compuesto obtenido en

el Ejemplo 3 se utiliza como el complejo de la invencién.

4.4 Resultados experimentales: Una manifestacion importante de la insuficiencia cardiaca crénica
es la reduccion de la funcion sistolica del ventriculo izquierdo, que es el criterio de valoracién principal para
la deteccién clinica de la insuficiencia cardiaca crénica. La ecocardiografia mostré que la fraccion de

expulsién del ventriculo izquierdo (LVEF) se redujo significativamente (<40 %) en los perros del grupo
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modelo después del modelado, con un valor de P menor que 0.001 en comparacién con el grupo
quirdrgico de referencia, que podria simular mejor la insuficiencia cardiaca crénica con fraccion de
expulsién clinica reducida. La Tabla 2 mostré que el criterio de valoracion de LVEF de los perros fue del
46.45 % en el grupo LCZ696, que fue significativamente mayor que en el grupo modelo (P<0.001). La
LVEF podria aumentarse tanto por el complejo de la invencion como por la mezcla fisica, que fue
estadisticamente significativa en comparacién con la del grupo modelo (P<0.001). Ademas, los 100 mpk
(mg/kg) del complejo de la invencién y la dosis equimolar de LCZ696 tuvieron mejores efectos sobre la
LVEF. Los detalles se muestran en la tabla siguiente:

Tabla 2 Efectos de los compuestos sobre el criterio de valoracion de la fraccién de expulsion del

ventriculo izquierdo en perros con insuficiencia cardiaca (MediazDE)

Grupo Numero LVEF (%)
Grupo quirdrgico de referencia 4 66.20+2.83
Modelo 5 35.82+2.02###
LCZ696, 100 mpk 6 46.45+3.39***
EXP3174 + mezcla fisica de sal
_ o 6 46.3442.59***
calcica de sacubitril
Complejo de la invencion, 100 mpk 6 51.87+1.01***@$

Entre ellos, el modelo de LVEF es del 35.82 % (<40 %), lo que indica que la fraccion de expulsién
se reduce y el modelado es exitoso, como se muestra en la Figura 1.

###P<0.001, en comparacion con el grupo quirdrgico de referencia; *P<0.05, **P<0.01,
***P<(0.001, en comparacion con el grupo modelo; @ P<0.05, en comparacion con la mezcla fisica; *P<0.05,
en comparacion con el grupo quirdrgico de referencia LCZ696.

Nota: El compuesto obtenido en el Ejemplo 3 se utiliza como complejo de la invencion.

Se puede observar a partir de los resultados anteriores que los complejos supramoleculares con
dobles efectos proporcionados por la invencion se utilizan como medicamento para insuficiencia cardiaca
con fraccién de expulsion reducida, que tienen un efecto significativamente mejor a la misma dosis que
100 mpk de LCZ696 100 mpk;

El complejo de la invencién tiene un mejor efecto que la mezcla fisica de EXP3174+AHU377, lo
que demuestra completamente que el complejo tiene ventajas significativas sobre una combinacion

fisica de farmacos.

Ejemplo 5
Un estudio farmacodindmico sobre el complejo en el modelo canino de insuficiencia cardiaca

cronica, fraccion de expulsién conservada

5.1 Métodos: Una vez que los animales llegaron a la instalacion, estaban sometidos a
alimentacion adaptativa y fueron asignados aleatoriamente después de ecocardiografia y ECG, y después

se inicid el experimento. El dia de la operacion, se anestesié a los animales mediante inyeccion
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intramuscular de Zoletil (5 mg/kg). Se conectaron las traqueas de los perros anestesiados al respirador, y
después se les fijé en decubito supino, se les abrié el torax entre la tercera y cuarta costillas, se ligé la
arteria coronaria descendente anterior izquierda para cerrar la cavidad toracica, y después se suturo la piel.
Después de que los animales se recuperaron durante 3 dias después de la operacion, se les administraron
farmacos por sonda, una vez al dia durante dos semanas consecutivas. Durante el experimento, se
observaron las condiciones de vida de los animales todos los dias y se registraron las condiciones

anormales. Después de 14 dias de administracion, se realizé una ecocardiografia.

5.2 Modelado: El dia anterior a la operacion, los animales se mantuvieron en ayunas durante la
noche. El dia de la operacién, se inyecto6 a los animales por via intramuscular Zoletil (dosis: 5 mg/kg) para
inducir la anestesia, y también se les administré por via intramuscular una inyeccion de sulfato de atropina
(dosis: 0.5 mg/perro). Después de anestesiar a los animales, se les afeitd el pelo del hemitérax izquierdo.
La intubacion traqueal se realiz6 rapidamente para conectarlos al respirador para proporcionarles
respiracion artificial y proporcionarles gas isoflurano al 1.5 % para mantener el estado de anestesia, y
también se utiliz6 un monitor para controlar la saturaciéon de oxigeno en sangre, frecuencia cardiaca,
electrocardiograma, temperatura corporal y frecuencia respiratoria, etc. Después de desinfectar la piel de
las extremidades anteriores con alcohol al 70 %, se hallaron las venas cefélicas para la intubacion
intravenosa y permanecieron intravenosamente como acceso de administracion. Se utilizé yodoforo y
alcohol al 70 % para esterilizar la piel del hemitérax izquierdo como tratamiento aséptico. Se extendié una
gasa quirlrgica estéril con orificios. Se utilizé un bisturi estéril para cortar la piel a lo largo del cuarto y
quinto espacio intercostal, y después de la hemostasia, se utilizé un bisturi eléctrico para abrir los tejidos
subcutdneos capa por capa y capas musculares, y la hemorragia se detuvo de manera oportuna. La
membrana pleural se abrié con cuidado para exponer los tejidos pulmonares, lo que evité dafar los tejidos
pulmonares; el campo de visién quirdrgico se expandié gradualmente a 20-25 cm a lo largo del borde
inferior de la cuarta costilla y se utilizé un extensor de térax para expandir el margen quirargico. Se utilizé
una gasa estéril empapada en solucién salina normal tibia para empujar y proteger los tejidos pulmonares.
Se utilizé una gasa estéril empapada en solucién salina normal tibia para empujar la orejuela izquierda y
exponerla entre el ventriculo izquierdo y la auricula izquierda, y se utilizé una pinza roma en angulo recto
para separar la arteria coronaria descendente anterior izquierda. Se utilizé un hilo de seda nam. 4 para
atravesar la arteria, y evitar tirar de la arteria durante la separacién y el enhebrado. Se utilizé un hilo de
seda para ligar la arteria coronaria descendente anterior izquierda. Durante la ligadura, se observo de
cerca a los animales para determinar la saturacion de oxigeno en sangre, frecuencia cardiaca,
electrocardiograma, temperatura corporal y frecuencia respiratoria. Si un animal presentara anomalias
como fibrilacién ventricular, la operaciéon se detendria inmediatamente y la inyeccién de lidocaina
(10 mg/kg) se administraria rapidamente a través de las venas cefélicas para el tratamiento. Después de
gue se confirmé que no habia hemorragia en la cavidad toracica, se retir0 la gasa protectora. Se utilizé una
sutura nim. 7 para pasar a través de la cuarta y quinta costillas para suturar la cavidad toracica. Se utilizé

el método de compresion manual para el reclutamiento pulmonar. El tejido y la piel se suturaron capa por
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capa. Después de la operacion, se mantuvo calientes a los animales y se les repuso adecuadamente la
solucion salina fisioldgica, y se observaron de cerca la saturacion de oxigeno en sangre, la frecuencia
cardiaca, el electrocardiograma, la temperatura corporal y los cambios respiratorios; se apagé la maquina
de anestesia con gas y se retiré la intubacion traqueal hasta que los animales recuperaron completamente
la respiracién espontanea. Después de la operacion, se les inyecté por via intramuscular un analgésico
(meloxicam, 0.67 mg/kg) para aliviar el dolor, y se les inyectd por via intramuscular ampicilina sddica de

20 mg/kg para combatir la infeccion.

5.3 Grupos y administracion: Antes de agruparlos, se realizé ecocardiografia y monitoreo ECG a
cada perro. De acuerdo con la fraccion de expulsion, los perros se asignaron aleatoriamente en 5 grupos
(5-6 animales en cada grupo). Tres dias después del modelado animal, los perros de cada grupo
recibieron los farmacos correspondientes por sonda una vez al dia durante 2 semanas. Todas las
operaciones se realizaron en 6 lotes para el experimento, con 4-5 animales en cada lote y 0-1 animal en

cada grupo. La informacidn sobre cada grupo se muestra en la Tabla 3:

Tabla 3, Grupo Numero Dosis Frecuencia de | Duracién
grupo de administrada administracion
nam. animales
1 Grupo quirudrgico 5 - por via oral 3 d después del
de referencia cada dia modelado durante 2
semanas
2 Modelo 5 - por via oral 3 d después del
cada dia modelado durante 2
semanas
3 Farmaco positivo | 6 100 mpk por via oral 3 d después del
(LCZ696) cada dia modelado durante 2
semanas
4 EXP3174 + 6 EXP3174 por via oral 3 d después del
mezcla fisica de 52 mpk + cada dia modelado durante 2
sal célcica de sacubitril semanas
sacubitril 48 mpk
5 Complejo de la 6 100 mpk por via oral 3 d después del
invencion cada dia modelado durante 2
semanas

Nota: Todas las dosis se administran con base en &cido libre anhidro y el compuesto obtenido en

el Ejemplo 3 se utiliza como el complejo de la invencién.

5.4 Resultados experimentales: Una manifestacion importante de la insuficiencia cardiaca crénica

es la reduccion de la funcion sistolica del ventriculo izquierdo, que es el criterio de valoracion principal para
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la deteccion clinica de la insuficiencia cardiaca cronica. La ecocardiografia mostré que la fraccién de
expulsion del ventriculo izquierdo (LVEF) se redujo significativamente, pero incluso méas del 50 %, en los
perros del grupo modelo después del modelado, con un valor de P menor que 0.001 en comparacion con
el grupo quirdrgico de referencia, que podria simular mejor la insuficiencia cardiaca cronica con fraccion
de expulsion clinica conservada. La Tabla 4 mostré que el criterio de valoracion de LVEF de los perros fue
del 57.98 % en el grupo LCZ696, que fue significativamente mayor que en el grupo modelo (P<0.001). La
LVEF podria aumentarse tanto por el complejo de la invencion como por la mezcla fisica, que fue
estadisticamente significativa en comparacion con la del grupo modelo (P<0.05). Ademas, los 100 mg/kg
del complejo de la invencion y la dosis equimolar de LCZ696 tuvieron mejores efectos sobre la LVEF y
efectos significativamente mejores que los del grupo de mezcla fisica. Los resultados experimentales se

muestran en la Tabla 4.

Tabla 4 Efectos de los compuestos sobre el criterio de valoracion de la fraccion de expulsién del ventriculo

izquierdo en perros con insuficiencia cardiaca

(MediatDE)
Grupo NUmero LVEF (%)
Grupo quirdrgico de referencia 4 68.15+1.89
Modelo 5 51.80+0.80###
LCZ696, 100 mpk 6 57.98+2.64***
EXP3174 + mezcla fisica de sal
célcica de sacubitril ° 551822967
Complejo de la invencion, 100 mpk 6 58.04+1.29***@

Entre ellos, el modelo de LVEF es del 51.80 % (=50 %), lo que indica que la fraccion de expulsion
se conserva y el modelado es exitoso, como se muestra en la Figura 1.

###P<0.001, en comparacién con el grupo quirdrgico de referencia; *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001, en comparacién con el grupo modelo; @ P<0.05, en comparacién con la mezcla fisica
Nota: El compuesto obtenido en el Ejemplo 3 se utiliza como complejo de la invencién. Los resultados
anteriores muestran que el complejo de la invencion en un modelo canino con fraccion de expulsién
reducida tiene un efecto mejor que el de un modelo canino con fraccién de expulsién conservada. Puede
observarse que la composicién farmacéutica de la invencién tiene una selectividad especifica para la
insuficiencia cardiaca con fraccién de expulsion reducida, lo que es dificil de predecir basandose en el
estado de la técnica.

Los ejemplos mencionados anteriormente son las modalidades preferidas de la invencion, pero las
modalidades de la invencién no estan limitadas por las modalidades mencionadas anteriormente.
Cualquier otro cambio, modificacién, sustitucién, combinacién y simplificacion que se realice sin apartarse
del espiritu y principio de la invencion serdn métodos de sustitucion equivalentes y estaran dentro del

alcance abarcado por la invencion.



