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@Resumen:

Inhibidores de  TGF-B1 y productores de
endoglina para su uso en el tratamiento de
epidermdlisis bullosa.

La presente invencion se refiere a un farmaco
inhibidor de la ruta de TGF-B1 y estimulador de
endoglina o una composicion farmacéutica del mismo,
para su uso en el tratamiento de genodermatosis,
tales como la epidermdlisis bullosa (EB).
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DESCRIPCION

Inhibidores de TGF-B1 v productores de endoglina para su uso en el tratamiento

de epidermolisis bullosa

La presente invencién se refiere al reposicionamiento de farmacos moduladores de la
ruta de TGF-B1 y estimuladores de la expresion de endoglina, particularmente
raloxifeno, bazedoxifeno y N-acetilcisteina, para su uso en el tratamiento de fibrosis

tales como la epidermolisis bullosa (EB.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las proteinas que integran el factor de crecimiento transformante-beta 1 (TGF-f1)
regulan la funcién celular y tienen un papel clave en la carcinogénesis y la

fisiopatologia de las fibrosis.

La Epidermolisis ampollosa (EB; OMIM: 120120) comprende a un grupo clinica y
genéticamente heterogéneo de enfermedades raras de piel caracterizadas por la
formacion de ampollas cutaneas, espontaneas o inducidas por un trauma minimo (Fine
el al 2009: Fine, Jo-David, Hintner, Helmut. Life with Epidermolysis Bullosa (EB):
Etiology, Diagnosis, Multidisciplinary Care and Therapy. SpringerWienNewYork. 2009,
338 p ISBN:978-3-211-792-70-4). En funcion del plano de ruptura por el que se
produce la ampolla, se definen tres tipos de EB: simple (EBS), juntural (EBJ), distréfica
(EBD) y mixta (EBM). La prevalencia de EB en Europa se estima que es 0,60 por cada
10.000 individuos (Fine et al 2009). Tanto la forma EBD recesiva (EBDR) como la
forma EBD dominante (EBDD) son causadas por mutaciones en el gen COL7Al1 que
codifica para la proteina Colageno VII (C7). Esta proteina es el componente principal
de las fibrillas de anclaje que engarzan el colageno de tipo | de la dermis con proteinas
de la membrana basal subepidérmica tales como la laminina 332 actuando como un
verdadero adhesivo dermo-epidérmico no solo en la piel sino en mucosas como la
esofagica. La ausencia o disminucion pronunciada de C7 es la caracteristica principal
de la EBDR y su determinacion establece un diagndstico molecular primario de la

patologia.

En el desarrollo de la patogénesis de EB se postula una conexion entre el déficit de
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C7 y una exacerbada biodisponibilidad y sobreexpresion de TGF-B1 (Guerra et al
2017: Guerra L, Odorisio T, Zambruno G, Castiglia D. Stromal microenvironment in
type VII collagen-deficient skin: The ground for squamous cell carcinoma
development. Matrix Biol. 2017 63, 1-10). Andlisis proteGmicos de muestras de
pacientes con EB revelan una elevada expresion en los niveles de varias proteinas
de la matriz extracelular como Tenascina C, que alteran la rigidez de la matriz, asi
como de TNF-alfa e IL-6 relacionados con inflamacion mediada por TGF-B1. Estas
evidencias indican que el estroma aberrante en EBDR jugaria un papel critico en la
fibrosis y el desarrollo de tumores agresivos y que su normalizacién seria una via
terapéutica fundamental. EI complejo receptor de TGF-B1 estd formado por el

receptor tipo Il (TBRII), el receptor tipo | (ALK5) y el correceptor Endoglina.

La endoglina modula la activacién de la fosforilacién de ALK5 por parte del receptor
TBRRII, tras la union del ligando TGF-B1 (Santibafiez y cols 2011: Santibafiez JF,
Quintanilla M, Bernabeu C. TGF-B/TGF-B receptor system and its role in
physiological and pathological conditions. ClinSci (Lond). 2011 Sep;121(6):233-51).
El exceso de produccién del ligando TGF-B1, puede ser contrarrestado, por un
aumento de endoglina, de manera que se prevenga, de este modo, la fosforilacion
de los coactivadores Smad2/3 y de sus genes diana implicados en fibrosis (sintesis
de colageno, fibronectina, proteinas de matriz extracelular). Estos procesos dan
lugar en fibroblastos a la sintesis de matriz extracelular que puede ser exacerbada

en procesos profibréticos (exceso de TGF-B1) como seria el caso de la EBDR.

Nystrom (Nystrom et al. 2015: Nystrom A, Thriene K, Mittapalli V, Kern J S, KiristiD,
Dengjel J &Brucker-Tuderman L. Losartan ameliorates dystrophic epidermolysis
bullosa and uncovers new disease mechanisms. EMBO Molecular Medicine 2015, 7:
1211-1228.) han demostrado que los ratones modelo de la enfermedad EBDR tienen
un exceso de produccién de TGF-B1 en el suero y, que el tratamiento con losartan
disminuye su cantidad aunque los efectos secundarios del Losartan pueden limitar
su utilizacion terapéutica (por ejemplo: anemia; mareos, Vvértigo; hipotension;
alteracion renal, fallo renal; astenia, fatiga; hiperpotasemia, aumento de la urea

sanguinea, de la creatinina y del potasio séricos; hipoglucemia).

Los moduladores selectivos de los receptores estrogénicos tales como raloxifeno
(Albifiana et al 2010: Albifiana V, Bernabeu-Herrero ME, Zarrabeitia R, Bernabéu C,

Botella LM. Estrogen therapy for hereditary haemorrhagic telangiectasia (HHT):
3
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Effects of raloxifene, on Endoglin and ALKl expression in endothelial cells.
ThrombHaemost. 2010 Mar;103(3):525-34) y bazedoxifeno (Zarrabeitia et al., 2016:
Zarrabeitia R, Ojeda-Fernandez L, Recio L, Bernabéu C, Parra JA, Albifiana V, Botella
LM. Bazedoxifene, a new orphan drug for the treatment of bleeding in hereditary
haemorrhagic telangiectasia. Thromb Haemost. 2016 Jun 2;115(6):1167-77),
producen un aumento de los niveles proteicos de endoglina y un descenso en los
niveles proteicos de TGF-B1 en los modelos de endotelio vascular. Otro compuesto
que activa la produccion de endoglina e inhibe la produccién de TGF-B1 es la N-
acetilcisteina (NAC). El antioxidante N-acetilcisteina (NAC) tiene un reconocido valor
terapéutico en la inflamacion, fibrosis, disfuncion endotelial y promueve la sintesis de
un gran numero de genes mediante la modulacion de la sefializacion de vias de
diferentes quinasas, un concepto Util para el tratamiento de ciertas enfermedades
degenerativas (Zafarullah M, Li WQ, Sylvester J, Ahmad M. Molecular mechanisms of
N-acetylcysteine actions.Cell Mol Life Sci. 2003 Jan;60(1):6-20)

Por tanto, seria deseable disponer de farmacos que sean eficaces y selectivos para
el tratamiento de las fibrosis y en particular de una enfermedad rara como la
epidermdlisis bullosa (EB) que supongan un aumento en la calidad de vida de los

pacientes de estas enfermedades.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto caracterizado
por que es inhibidor de la ruta de TGF-B1 y estimulador de endoglina para su uso en el

tratamiento de genodermatosis.

En otra realizacion la invencion se refiere al compuesto segun el uso definido
anteriormente seleccionado de raloxifeno, bazedoxifeno y N-acetilcisteina, y

preferiblemente seleccionado de raloxifeno y N-acetilcisteina.

En otra realizacion la invencion se refiere al compuesto segun el uso definido

anteriormente, donde la enfermedad se selecciona de epidermolisis bullosa (EB).

En otra realizacion la invencion se refiere al compuesto segun el uso definido

anteriormente, donde la EB se selecciona de EB simple (EBS), EB juntural (EBJ), EB
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distréfica (EBD) y sindrome de Kindler

En otra realizacion la invencion se refiere al compuesto segun el uso definido
anteriormente, donde la EBD se selecciona de EBD recesiva (EBDR) y EBD
dominante (EBDD).

En otra realizacion la invencion se refiere al compuesto segun el uso definido
anteriormente, donde el compuesto se selecciona de raloxifeno, bazedoxifeno y N-
acetilcisteina, preferiblemente donde el compuesto raloxifeno y N-acetilcisteina, para
el tratamiento de genodermatosis, preferiblemente para el tratamiento de epidermdlisis
bullosa (EB), mas preferiblemente para el tratamiento de EB simple (EBS), EB juntural
(EBJ), EB distrofica (EBD) o sindrome de Kindler y ain mas preferiblemente para el
tratamiento de EBD recesiva (EBDR) o EBD dominante (EBDD).

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica que
comprende uno 0 mas compuestos caracterizados por que son inhibidores de la ruta
de TGF-Bl y estimuladores de endoglina para su uso en el tratamiento de
genodermatosis y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables para su uso

definido anteriormente.

Asi pues, la presente invencion demuestra que el tratamiento de los fibroblastos de
pacientes de EBDR con Raloxifeno y NAC provoca la sobreexpresion de endoglina y,
podria esta asociado con la represion observada de los niveles de TGF-B1 y de sus
dianas de matriz celular. En este sentido, los resultados muestran que los niveles de la
forma activa de TGF-B1 en el suero de los pacientes de EB probados es un
biomarcador de la enfermedad. Al disminuir la expresion de TGF-B1 activo, los genes
de matriz extracelular que regula (colageno tipo 1, tenascina, decorina, fibronectina,

periostina, TGF-B1) son reprimidos y la matriz extracelular se normalizaria.

Este mecanismo farmacologico de represion de los niveles de TGF-B1 y la
consiguiente regulacion de las proteinas de matriz celular, justifica la proteccion de

estos farmacos en los procesos fisiopatoldgicos de fibrosis.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus

variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
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pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencién se desprenderan en parte de la descripcién y en parte de la practica de la
invencién. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1 Determinacién de los niveles de TGF-B1 activo en 23 sueros de pacientes con
Epidermdlisis Bullosa Recesiva Dominante (EBDR). Niveles de TGF-B1 activo (A) y

total (B) en sujetos sanos y pacientes EBDR.

FIG. 2 Raloxifeno y NAC modulan los niveles de proteina de endoglinay de TGF-
B1. El efecto del raloxifeno (0,2nM) and NAC (100uM) en los niveles de endoglina
y TGF-B1 activo y total fue analizado mediante ELISA bajo condiciones de
deprivacion de suero y en presencia del farmaco, durante 48h, mediante ELISA. Las
figuras 2A, 2C y 2E representan el ratio de cambio (fold change) en los niveles de
endoglina y TGF en los fibroblastos de 3 pacientes, Las figuras 2B, 2D y 2F
representan la media de dichos cambios en dichos 3 pacientes, *p<0,05; **p<0,001;
***n<0,001.

FIG. 3 El raloxifeno y el NAC regulan expresion a nivel mRNA de proteinas
asociadas a fibrosis. (A) se midieron los niveles de mRNA de endoglinay TGF-3 en
fibroblastos de pacientes cultivados en presencia o ausencia de raloxifeno (0,2nM) o
NAC (100uM) durante 48h. (B) Niveles de expresion de proteinas asociadas a fibrosis
(Tenascina C, Periostina, TGFi, TSP y IL-6) medidas por PCR cuantitativa real (QRT-
PCR) en las condiciones anteriores. Los niveles de transcrito fueron normalizados con
el control de RNA ribosémico ACTB, *p<0,05; **p<0,001; ***p<0,001.

FIG. 4 Ensayo de capacidad contractil de fibroblastos de 1 paciente EBDR en geles de

colageno en ausencia y presencia de raloxifeno y losartan.

FIG. 5 Ensayo de capacidad contractil de fibroblastos de 4 pacientes de la cohorte

EBDR en geles de colageno en ausencia y presencia de NAC.

FIG. 6 Mecanismos de los farmacos en estudio en fibroblastos de pacientes de EBDR,
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sobre la ruta de sefializacion de TGF-B1, mediante el analisis de la expresion de las
proteinas Smad2 y Smad 1/5 fosforiladas. Fibroblastos humanos de pacientes con
EBDR fueron transinfectados con los vectores promotor-reporte CAGA-luc (Ay B) y
BRE-luc (C y D). La actividad luciferasa fue medida en las células sin tratar o tratadas
con raloxifeno o NAC durante 48h y en la presencia de TGF- durante las ultimas 24h
(E) o 3h (F). Se muestran WB representativos. Las figuras A y C representa resultados
individuales de 3 pacientes, y B y D la ratio de induccion (fold induction) de los
mismos. Los ensayos de luciferasa se realizaron como se indica en Material y
Métodos. Como control de carga se emple6 Smad2 o Smadl/5 total, la B-actina
muestra también un resultado similar. Las diferencias son estadisticamente

significativas de acuerdo con el test de Student *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,005.

EJEMPLOS

A continuacion, se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del compuesto de la invencién.

Ejemplo 1: Determinacion de los niveles de TGF-B1 activo en 23 sueros de

pacientes con Epidermélisis bullosa.

La disponibilidad de un total de 23 sueros de pacientes de EBDR seleccionados por
edad (entre 18-40 afios) y por ser portadores de idéntica mutacion en el C7 mutacion
€.6527insC en el exén 80 del gen COL7A1L, ha permitido la determinacion de los
niveles de TGF-B1. La concentracion del TGF-f1 se determind mediante
inmunoensayo enzimatico (ELISA; R & D Systems). Los niveles de TGF-f1 fueron
determinados tanto en sueros no acidificados (TGF-B1-total) como acidificados (TGF-
Bl-activo). En la Figura 1A se puede observar la elevacion de los niveles de TGF-f1
activo en los sueros de los pacientes de EBDR, frente a la practicamente ausencia
(detectable) de la proteina activa en los controles sanos. La Figura 1B muestra los

niveles de TGF-B1 total en los sueros de las muestras analizadas.

Este resultado pareceria sefalar a la forma activa de TGF-f1 como un potencial
biomarcador diagndstico y/o de seguimiento y/o pronostico de la enfermedad, lo que

indudablemente tendria una gran trascendencia clinica.
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Ejemplo 2: Efecto farmacolégico del raloxifeno, la N-acetilcisteina (NAC) y el

losartan en fibroblastos de pacientes de EBDR.

La Figura 2 (paneles A-C) muestra los niveles detectados de proteinas Endoglina y
TGF-B1 activo y TGF-B1 total, respectivamente, en los fibroblastos de tres pacientes
EBDR tratados con el raloxifeno, la N-acetilcisteina (NAC) y el losartan. Mientras que
los niveles de TGF-B1 total presentan respuestas diversas a los tratamientos segun
el paciente, la Figura 2B muestra la reduccion significativa de los niveles de TGF-B1
activo con los tres tratamientos farmacoldgicos. Esta disminucion en los niveles de la
citoquina activa es especialmente conspicua con el tratamiento con el raloxifeno en
los fibroblastos de los pacientes 17 y 31 y con la NAC en el paciente 8. El losartan se
presenta especialmente activo en el paciente 31 que parece el mas sensible a

cualquiera de los tratamientos efectuados.

El tratamiento con estos farmacos (raloxifeno, NAC y losartan) lleva a la elevacion de
los niveles de endoglina y a la reduccion de la expresion del TGF-Blactivo, en

rangos que oscilan entre el 70%-90% con respecto a los controles.

No esta descrito que el losartan aumente los niveles de expresién de endoglina ni
que raloxifeno y NAC modulen los niveles de TGF-B1 activo en fibroblastos

humanos.

Ejemplo 3: ElI raloxifeno, la NAC y el losartan reprimen los niveles
transcripcionales de las proteinas de matriz Tenascina C, Periostina, y TGFi en

fibroblastos de pacientes de EBDR.

El desarrollo de la patogénesis de EBDR se postula una conexion entre el déficit de
C7 y una exacerbada biodisponibilidad y sobreexpresion de TGF-B1 y de los genes
regulados por este factor, que incluyen la expresion de proteinas de matriz celular.
Los analisis protedmicos de muestras de pacientes con EBDR revelan una elevada
expresion en los niveles de varias proteinas relacionadas con inflamacién mediada
por TGF-B1 y de proteinas de la matriz extracelular como Tenascina C (Guerra et al
2017). La Figura 3 muestra la disminucion de los niveles de mMRNA por
determinaciones de RT-PCR de las proteinas de matriz celular Tenascina C,

Periostina, TGFi y Tromboespondina-1 (TSP1) asi como de la de la citoquina
8
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marcadora de inflamacion IL-6.

Ejemplo 4: El raloxifeno inhibe la contracciéon de la superficie de proliferacién

de los fibroblastos de un paciente de EBDR en geles de colageno.

El ensayo de contraccion de colageno (Ferrer-Mayorga et al 2017: Ferrer-Mayorga
G, et al. Vitamin D receptor expression and associated gene signature in tumour
stromal fibroblasts predict clinical outcome in colorectal cancer, Gut 2017, 66:1449—
1462) se utiliza para explorar la activaciéon de los fibroblastos y consiguiente
reduccion de la superficie ocupada por las células en cultivo, en ausencia de
adhesion de a los soportes de las paredes de la placa de ensayo. El raloxifeno inhibe
una de las propiedades profibréticas como es la contraccion de las fibras de
colageno en gel (ver Figura 4), lo que constituye una caracteristica ilustrativa de la

activacion de los fibroblastos.

Ejemplo 5: La N-acetilcisteina inhibe la contraccion de las fibras de colageno

de los fibroblastos en geles de colageno de cuatro pacientes de EBDR.

El ensayo de contraccion de colageno (Ferrer-Mayorga et al 2017) se utiliza para
explorar la activacion de los fibroblastos por la reduccion de la superficie ocupada por
las células en cultivo, en ausencia de adhesion a las paredes de la placa de ensayo
(ver panel control en Figura 5). La N-acetilcisteina inhibe una de las propiedades
profibréticas como es la contraccion de las fibras de coldgeno en gel, los que
constituye una caracteristica ilustrativa de la activacion de los fibroblastos (Figura 5).

Ejemplo 6: EIl raloxifeno y la NAC inhiben los niveles de fosforilacién de
Smad?2/3y Smad 1/5 fosforilados.

La disminucién de produccién del ligando TGF-B1, asociado al aumento de endoglina
(Ejemplo 2) de manera que se prevenga, de este modo, la fosforilacion de los
coactivadores de la ruta SMAD vy, diana implicadas en fibrosis (sintesis de colageno,
fibronectina, proteinas de matriz extracelular). Estos procesos dan lugar en células
vasculares a la estabilizacion de los vasos, y en fibroblastos a la sintesis de matriz

extracelular que puede ser exacerbada en procesos profibréticos.
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Los experimentos con fibroblastos de pacientes de EBDR transfectados
transitoriamente tanto con reporteros de Smad 2/3 (CAGA-LUC) como de Smad 1/5
(BRE-LUC), en ausencia y presencia de los farmacos en estudio, demostraron una

actividad inhibitoria de todos ellos tanto en la ruta de Smad2/3 como en 1/5 (Figura 6)

El raloxifeno y la NAC parecen afectar a la ruta de sefializacion TGF- /Smad de forma
diferente al Losartan, seguin los resultados de Nystrom y cols): mientras que el
raloxifeno parece inhibir la ruta Smad2/3 de forma selectiva, la NAC inhibe

indiscriminadamente tanto ambas rutas, Smad 2/3 y Smad 1/5.

10
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REIVINDICACIONES

Compuesto caracterizado por que es inhibidor de la ruta de TGF-B1 y estimulador

de endoglina para su uso en el tratamiento de genodermatosis.

El compuesto segun el uso de la reivindicacion 1, donde el compuesto se

selecciona de raloxifeno, bazedoxifeno y N-acetilcisteina.

El compuesto segun el uso de la reivindicacion 2, donde el compuesto se

selecciona de raloxifeno y N-acetilcisteina.

El compuesto segun el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la

genodermatosis se selecciona de epidermdlisis bullosa (EB).

El compuesto segun el uso de la reivindicacion 4, donde la EB se selecciona de EB
simple (EBS), EB juntural (EBJ), EB distréfica (EBD) y sindrome de Kindler.

El compuesto segun el uso de la reivindicacion 5, donde la EBD se selecciona de
EBD recesiva (EBDR) y EBD dominante (EBDD).

Una composicion farmacéutica que comprende uno o0 mAas compuestos
caracterizados por que son inhibidores de la ruta de TGF-B1 y estimuladores de
endoglina para su uso en el tratamiento de genodermatosis y uno 0 mas
excipientes farmacéuticamente aceptables para su uso segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 6 .

11
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Reivindicacion 1.
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A: refleja el estado de la técnica

O: referido a divulgacién no escrita

P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién
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E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
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CLASIFICACION OBJETO DE LA SOLICITUD

A61K31/4535 (2006.01)
A61K31/198 (2006.01)
A61K31/55 (2006.01)
A61P17/00 (2006.01)
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