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@Resumen:

Inhibidores de Suv39h2 como agentes antifibréticos
en enfermedades hepaticas.

La presente invencion describe el uso de inhibidores
de Suv39h2, en especial OTS186935, por su efecto
antifibrético, en la prevencién y/o tratamiento de la
fibrosis hepética y de enfermedades hepaticas que
cursan con fibrosis hepética, entre las que se incluyen
la hepatitis B, la hepatitis C, hepatitis autoinmune,
colangitis esclerosante primaria, colangitis biliar
primaria, hemocromatosis, enfermedad de Wilson,
deficiencia de alfa-1 antitripsina, enfermedad de
higado poliquistico, esteatohepatitis metabdlica,
esteatosis hepatica metabdlica y enfermedad
hepética por disfuncion metabdlica y alcohol; con
especial atencion a la enfermedad hepatica cronica y
a la cirrosis hepética.
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DESCRIPCION
Inhibidores de Suv39h2 como agentes antifibréticos en enfermedades hepaticas
CAMPO TECNICO

La presente invencion se encuadra dentro del sector farmacéutico y va destinada al area del
tratamiento de la fibrosis hepatica. Concretamente, describe el uso de compuesto
inhibidores de Suv39h2, como OTS186935, por su efecto antifibrético, en la prevencién y/o
tratamiento de la fibrosis hepatica y de enfermedades hepaticas que cursan con fibrosis

hepatica, en especial, la enfermedad hepatica cronica y la cirrosis hepatica.
ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La cirrosis hepatica es una enfermedad hepatica progresiva que se caracteriza por presentar
fibrosis causada por una lesidbn hepatica crénica. Segun la OMS, en total mueren
anualmente aproximadamente unas 27.000 personas a causa de cirrosis hepatica en los
paises desarrollados. En Espafia, afecta a 4 de cada 10.000 personas, de las cuales, la gran

mayoria desarrolla la enfermedad por el consumo excesivo de alcohol.

La cirrosis hepatica es el estadio final de multiples patologias hepaticas crénicas, en las que
un dano hepatico prolongado induce la transicion progresiva del higado sano a cirrético [1-
4]. La cirrosis hepatica presenta muy diversos factores en su etiologia y puede causar
inflamacién y lesiones hepaticas crénicas en las que se favorezca la formacion de tejido
fibroso. Destacan entre estos factores el abuso de alcohol y el desarrollo de otras patologias
que cursan con fibrosis hepatica como la hepatitis B y C, la colangitis biliar primaria (PBC) o
la esteatohepatitis metabdlica (MASH) [1-4].

El proceso cirrético se inicia con la acumulacién de tejido cicatricial fibroso en el higado,
principalmente compuesto por colageno tipo | y actina de musculo liso, como consecuencia
de la inflamacion crénica motivada por las causas anteriormente citadas. La generacion de
una respuesta fibrética en el higado da lugar a la acumulacion de componentes de la matriz
extracelular (MEC), lo que provoca la formacién de cicatrices fibrosas. Esto provoca la
pérdida de hepatocitos y modifica la estructura normal del 6rgano provocando la pérdida de
la unidad estructural del higado (el lobulillo hepatico) y la formacién de nédulos fibrosos [1,
2, 5]. La desregulacién del funcionamiento normal del higado finalmente da lugar a

insuficiencia hepatica.
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El desarrollo de la fibrosis es un proceso que no se ha caracterizado de forma completa. No
obstante, se sabe que ocurre como consecuencia de la integracion de sefales implicadas en
la regulacién de la matriz extracelular y que, en ultima instancia, activan a una poblacion
heterogénea de células hepaticas profibrogénicas con un fenotipo similar a miofibroblastos
[6]. La fibrosis hepatica es un proceso reversible, a menos que sea progresivo y dé lugar a

cirrosis.

Atendiendo al grado de progresion de la fibrosis, la cirrosis hepatica se puede dividir en dos

grandes fases con caracteristicas clinicas y fisiologicas distintas.

En la fase compensada, el paciente puede experimentar alguno de los sintomas de la
enfermedad o mantenerse asintomatico. Esto es debido a que el higado se encuentra

funcionalmente activo pese a la acumulacién de tejido fibroso.

En la fase descompensada el dafo hepatico es grave y la capacidad funcional del higado se
pierde de manera progresiva, lo que provoca un grave riesgo para la salud del paciente
[1,5].

Durante la progresién de la cirrosis hepatica, y especialmente en la fase descompensada, se
producen una serie de signos caracteristicos de la enfermedad que se agravan con el
avance de esta; destacando, ademas de la acumulacion de tejido fibroso y la inflamacién, la
necrosis de células parenquimales hepaticas (hepatocitos), la angiogénesis y los cambios a
nivel vascular [5-6]. En condiciones normales, la sangre fluye de la circulaciéon esplacnica
hacia la hepatica para la eliminacion de bacterias y toxinas a través de la vena porta, y
retorna a la circulacién sistémica mediante la vena hepatica. Debido a la fibrosis, la
distorsion de la estructura hepatica y el incremento de la resistencia del flujo sanguineo
(debida a la obstruccion mecanica y la disfuncion endotelial) se produce una hipertension
portal [1, 5, 6]. Como respuesta adaptativa, se produce una vasodilatacion esplacnica que
en Ultima instancia agrava la hipertensién portal y causa una circulacion hiperdinamica
especialmente marcada por varices esofagicas. Adicionalmente, la activacién del sistema
renina-angiotensina-aldosterona, resulta en la retenciéon de sodio y agua a nivel renal y la
consecuente insuficiencia renal y acumulacién de fluidos en la cavidad peritoneal (ascitis) [1,
3, 5].

Los objetivos clave en el tratamiento de pacientes con cirrosis hepatica incluyen tanto el
control de la enfermedad hepatica subyacente como la prevencion y el tratamiento de las

complicaciones relacionadas.
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En pacientes con cirrosis compensada, la estrategia de tratamiento consiste en prevenir las
complicaciones que pueden conducir a una cirrosis descompensada, mientras que los
pacientes con cirrosis descompensada suelen ser derivados para un trasplante de higado, y
el objetivo principal del tratamiento previo al trasplante es eliminar la causa de la cirrosis (por
ejemplo, consumo excesivo de alcohol, virus de la hepatitis) y prevenir la recurrencia de las

complicaciones.

En la actualidad, las opciones terapéuticas para el tratamiento de la fibrosis hepatica en el
marco de la cirrosis hepatica estan orientadas principalmente a la prevencion de los factores
desencadenantes del dafno prolongado (inflamacion, necrosis de hepatocitos y estrés
oxidativo). La reversion de la fibrosis es un escenario extremadamente lento y habitualmente

imposible para pacientes en estadios cirréticos o de fibrosis avanzada [6].

En este contexto, el desarrollo de tratamientos que permitan una reversién efectiva de la
fibrosis hepatica, con especial atencion a la asociada a la cirrosis hepatica, se sitia como
una necesidad de vital importancia para la salud publica a nivel mundial. El uso de agentes
antifibréticos se plantea como una posible estrategia para detener o revertir potencialmente
la progresion de la cirrosis, incluso en pacientes con cirrosis descompensada, sin embargo,
los estudios existentes en pacientes no permiten recomendar el uso de ningun farmaco

antifibrogénico por el momento.
DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion describe OTS186935, un inhibidor especifico de Suv39h2, para su
uso como agente terapéutico antifibrético. Se propone el uso de este agente antifibrético,
0OTS186935, en la prevencién y/ o tratamiento de la fibrosis hepatica y de enfermedades
hepaticas que cursan con fibrosis hepatica, entre las que se incluyen la hepatitis B, la
hepatitis C, la colangitis biliar primaria, la hemocromatosis, la enfermedad de Wilson, la
deficiencia de alfa-1 antitripsina, la enfermedad de higado poliquistico, la esteatohepatitis
metabdlica, la esteatosis hepatica metabdlica y la enfermedad hepatica por disfuncién
metabdlica y alcohol, con especial atencion a la enfermedad hepatica cronica y a la cirrosis

hepatica.

Suv39h2 es una enzima con relevancia epigenética, que presenta una importante actividad
metiltransferasa implicada en la modificacion postraduccional de proteinas, siendo

responsables de la metilacion de la histona H3 en las lisinas 9.

La clase quimica denominada inhibidores Suv39h2 abarca una amplia gama de compuestos

caracterizados por su capacidad para interactuar con la actividad enzimatica de Suv39h2 y
4
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modularla. Suv39h2 desempena un papel fundamental en la regulacion epigenética de la
expresion génica mediante la adicién de grupos metilo a las proteinas histonas. Los
inhibidores de esta clase estan meticulosamente disefiados para influir en la funcion
catalitica de Suv39h2, con la intencion de afectar a su papel en la metilacion de histonas y
los consiguientes procesos de silenciamiento génico. Estos inhibidores emplean diversas
estrategias para lograr la modulacién, incluidas intervenciones que se dirigen al sitio activo

de la enzima o interrumpen sus interacciones con sustratos y cofactores.

Los mecanismos de accion de los inhibidores de Suv39h2 abarcan un espectro amplio de
acciones. Pueden funcionar uniéndose de forma competitiva al sitio de unién al sustrato de
Suv39h2, impidiendo su capacidad para metilar histonas. Alternativamente, los inhibidores
pueden dirigirse a regiones especificas del dominio catalitico de la enzima, perturbando asi
su maquinaria enzimatica e impactando la adicién de grupos metilo a las histonas.
Estructuralmente, los inhibidores de Suv39h2 presentan una variedad de estructuras
quimicas, que va desde compuestos sintéticos disefiados especificamente para interactuar
con Suv39h2, a moléculas de origen natural que presentan propiedades inhibidoras contra

las histonas metiltransferasas.

OTS186935 es un inhibidor especifico de Suv39h2, que no tiene efecto sobre otras histona-
metiltransferasas implicadas en la trimetilacion de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9me3. La
presente invencién abarca cualquier otro inhibidor de Suv39h2, que, por definicion, tiene el
mismo efecto antifibrético que se prueba en la presente memoria para el caso concreto de
OTS186935 [7].

Entre los inhibidores Suv39h2 objeto de la presente invencion se encuentran:

- OTS186935; con numero CAS: 2093400-18-9 y de férmula I:

77N
N_ ;‘N'Cl —Q
S N\/ \ f/ ©
Cl

Férmula (1)

- La chaetocina; un compuesto natural conocido por su potencial para inhibir la histona

metiltransferasa Suv39h2, de férmula Il:
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Férmula (ll)

- Verticillin A; con nimero CAS 889640-30-6, de formula Ill:

Foérmula (lll)

- 0OTS193320; con nimero CAS: 2093401-33-1, de formula IV:
H
. N
N
H

Férmula (IV)

- F5446; con numero CAS: 2304465-89-0, de formula V:
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Cl

Férmula (V)

En concreto, OTS186935 es un potente inhibidor de la proteina metiltransferasa Suv39h2.
Hasta la fecha la capacidad inhibidora de Suv39h2 por parte de OTS186935 se ha asociado
a una inhibicién del crecimiento tumoral en modelos de xenoinjertos de ratén sin toxicidad
detectable, gracias también a que OTS186935 regula la produccion de y-H2AX en células

cancerosas.

Las moléculas OTS186935 no tienen descrita hasta la fecha la actividad bioldgica descrita
en la presente memoria, es decir, como agente antifibrético, y no se ha usado previamente

con fines terapéuticos en humanos.

Tal y como se sefiala en los ejemplos de realizacion de la presente memoria, en pruebas
llevadas a cabo en un modelo animal establecido de cirrosis, la administracion de
0OTS186935 en animales cirréticos produce una mejora de los niveles de varios marcadores
cuya elevacion se asocia al dafo hepatico, como la fosfatasa alcalina, alanina y aspartato
aminotransferasas, acidos biliares, nitrégeno ureico y urea, hasta niveles muy cercanos a los
normales, mientras que no provoca una alteracién de los parametros bioquimicos evaluados
en los animales control, lo que pone de manifiesto la efectividad y la seguridad del

tratamiento (Figura 2).

La administracion de OTS186935 también redujo la expresion relativa de los marcadores
profibrogénicos en animales cirréticos mientras que no se observo hepatotoxicidad ni
empeoramiento en los animales control (Figura 3A). Las pruebas visuales sobre tejido

hepatico permitieron observar la deposicién de colageno y la formacion de tabiques en el
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tejido hepatico procedente de animales cirréticos y la reduccion en la acumulacién de dicha
proteina en los animales tratados con OTS186935 (Figura 3B).

Por tanto, un primer aspecto de la invencion describe un compuesto inhibidor de Suv39h2,
preferentemente OTS186935, chaetocina, Verticillin A, OTS193320 o F5446, y mas
preferentemente OTS186935, para su uso como agente antifibrético, preferiblemente en la

prevencion y/o tratamiento de la fibrosis hepatica.

Un segundo aspecto de la invencion refiere a una composicibn que comprende un
compuesto inhibidor de Suv39h2, preferentemente OTS186935, chaetocina, Verticillin A,
OTS193320 o F5446, y mas preferentemente OTS186935, para su uso como agente

antifibrético, preferiblemente en la prevencién y/o tratamiento de la fibrosis hepatica.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencidn, la composicion de la invencion
es una composicion farmacéutica. Tal como se utiliza en la presente descripcion, el término
"composicion farmacéutica" se refiere a cualquier sustancia utilizada para el diagnéstico,
prevencion, alivio, tratamiento o curacidon de una enfermedad en un ser humano o en
animales. La composicion farmacéutica puede incluir una composiciéon uUnica o
composiciones separadas. La composicion farmacéutica de la invencion puede utilizarse
sola o0 en combinacion con otras composiciones farmacéuticas, preferiblemente, que
comprenda otro compuesto util en el tratamiento de la fibrosis hepatica, en cuyo caso,
también puede incluir una composicion Unica o composiciones separadas. En una
realizaciéon particular, la composicion farmacéutica de la invencién comprende ademas un

portador o excipiente farmacéuticamente aceptable.

El término "excipiente farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sustancia que ayuda a
la absorcidn de la composicion farmacéutica que comprende la composicidon de la invencion,
estabiliza dicha composicion farmacéutica o ayuda en la fabricacién de la misma en el
sentido de darle consistencia, forma, sabor o cualquier otra caracteristica funcional
especifica. Asi, los excipientes podrian tener la funcion de mantener unidos los ingredientes,
como por ejemplo almidones, azucares o celulosas, una funciéon edulcorante, una funcién
colorante, una funcién protectora, como por ejemplo aislarla del aire y/o de la humedad, una
funcién de relleno para un comprimido, capsula o cualquier otra forma de formulaciéon, como
por ejemplo fosfato calcico dibasico, una funciéon desintegradora para facilitar la disolucion
de los componentes y su absorcion, sin excluir otros tipos de excipientes no mencionados

en este parrafo.
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Un "soporte farmacéuticamente aceptable" (o "farmacolégicamente aceptable") se refiere a
cualquier sustancia, o combinaciéon de sustancias, conocida en el sector farmacéutico,
utilizada en la fabricacion de formas farmacéuticas de administracion e incluye, entre otros,
sélidos, liquidos, disolventes o tensioactivos. El portador puede ser una sustancia inerte o
tener una accién similar a cualquiera de los compuestos de la presente invencién, teniendo
la funcién de facilitar la incorporacion del farmaco, asi como de otros compuestos,
permitiendo una mejor dosificacion y administracion o proporcionando consistencia y forma
a la composicion farmacéutica. Cuando la forma farmacéutica es liquida, el portador es el
diluyente. El término "farmacolégicamente aceptable" se refiere al hecho de que el
compuesto al que se refiere esta permitido y evaluado para que no cause dafo a los

organismos a los que se administra.

La composicion farmacéutica de la invencion puede administrarse a través de cualquier via
de administracion, y como tal, dicha composicién se formulara en la forma farmacéutica
adecuada a la via de administracion elegida. Asi, la composicién farmacéutica de la
invencién puede administrarse por via oral, nasal, ocular, tépica, intradérmica, intracraneal,

intravenosa o intraperitoneal. Preferiblemente, se administra por via oral.

La composicién de la invencién puede incluir una cantidad eficaz de un compuesto inhibidor
de Suv39h2, preferentemente OTS186935, chaetocina, Verticillin A, OTS193320 o F5446, y
mas preferentemente OTS186935. El término "cantidad eficaz" utilizado en el presente
documento se refiere a una cantidad suficiente para tratar de forma efectiva la fibrosis
hepatica. La cantidad eficaz puede seleccionarse adecuadamente por un experto en la
materia en funcion del individuo seleccionado y pueden intervenir factores como la edad, las
condiciones de salud, la duracidon de la administracion, la via de administracion, la tasa de
excrecion y otros, incluido el uso de un farmaco en combinacion con la composicién
farmacéutica o al mismo tiempo que ésta, y otros factores conocidos en el campo de la
medicina. La terapia se considera "personalizada" cuando el compuesto que se administra al
individuo para tratar una enfermedad esta especialmente adaptado a las caracteristicas
tanto genotipicas como fenotipicas del individuo que va a ser tratado, evitando asi la pérdida

de tiempo con terapias no efectivas.

En una realizacion preferida de estos dos aspectos de la invencién, se describe un
compuesto inhibidor de Suv39h2, preferentemente OTS186935, chaetocina, Verticillin A,
0OTS193320 o F5446, y mas preferentemente OTS186935, o la composicién farmacéutica
que lo comprende, para su uso como agente antifibrético en la prevencion y/o tratamiento de

la fibrosis hepatica. En una realizacion aun mas preferida de estos aspectos de la invencion,

9
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su uso como agente antifibrético en la prevencion y/o tratamiento de la fibrosis hepatica se

enmarca en el tratamiento de enfermedades hepaticas que cursan con fibrosis hepatica.

En una realizacion preferida de estos aspectos de la invencion, las enfermedades hepaticas
que cursan con fibrosis hepatica se seleccionan de la lista que consiste en hepatitis B,
hepatitis C, hepatitis autoinmune, colangitis esclerosante primaria, colangitis biliar primaria,
hemocromatosis, enfermedad de Wilson, deficiencia de alfa-1 antitripsina, enfermedad de
higado poliquistico, esteatohepatitis metabdlica (o “MASH” por sus siglas en inglés, antes
llamada esteatohepatitis no alcohdlica), esteatosis hepatica metabdlica (o “MASLD” por sus
siglas en inglés, antes llamada enfermedad de higado graso no alcohdlico) y enfermedad
hepatica por disfuncion metabdlica y alcohol (o “MetALD” por sus siglas siglas en inglés) [8].

En otra realizacion preferida de estos aspectos de la invencién, la enfermedad hepatica es la

enfermedad hepatica crénica.

La fibrosis hepatica es una enfermedad progresiva caracterizada por la acumulacion de

tejido cicatricial excesivo en el higado.

La fibrosis hepatica se clasifica en etapas. Los sistemas de estadificacion utilizados
proporcionan una forma estandarizada de clasificar la gravedad de la enfermedad y
determinar el prondstico de las personas con enfermedad hepatica. Un sistema de
estadificaciéon ampliamente utilizado es el sistema de puntuacion METAVIR, que va de FO a
F4.

- La etapa FO indica ausencia de fibrosis, lo que significa que no hay cicatrices ni fibrosis
significativas en el higado. En este estadio, el tejido hepatico esta relativamente sano y el

higado funciona con normalidad.

- La etapa F1 representa una fibrosis minima, en la que hay una cicatrizacion leve en el
higado, pero que aun no ha causado ningun deterioro significativo de la funcién hepatica. La
fibrosis en este estadio suele ser reversible con un tratamiento adecuado y cambios en el

estilo de vida.

- La etapa F2, indica fibrosis moderada. En este punto, la cicatrizacion en el higado se hace
mas pronunciada, lo que indica una progresién de la enfermedad hepatica. Es crucial

intervenir en esta fase para prevenir una mayor fibrosis y las complicaciones subsiguientes.

- La etapa F3 corresponde a una fibrosis avanzada. El higado ha desarrollado una

cicatrizacion extensa y la funcion hepatica puede empezar a verse notablemente afectada.

10
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Las personas en este estadio corren un mayor riesgo de desarrollar cirrosis si no se trata

eficazmente la causa subyacente.

- La etapa F4 significa cirrosis, el estadio mas grave de la fibrosis hepatica. La cirrosis se
caracteriza por la cicatrizacion generalizada e irreversible del tejido hepatico, o que provoca

una disfuncién hepatica importante.

Dentro de las enfermedades hepaticas que cursan con fibrosis hepatica encontramos, entre
otras, la hepatitis B y C, la hepatitis autoinmune, la colangitis esclerosante primaria, la
colangitis biliar primaria, la hemocromatosis, la enfermedad de Wilson, la deficiencia de
alfa-1 antitripsina, la enfermedad de higado poliquistico, la esteatohepatitis metabdlica, la
esteatosis hepatica metabdlica y la enfermedad hepatica por disfuncién metabdlica vy

alcohol.

También se enmarca dentro de las enfermedades hepaticas que cursan con fibrosis
hepatica la enfermedad hepatica crénica (EHC). La EHC es un conjunto de alteraciones
hepaticas progresivas, producido por la inflamacién crénica y fibrosis, que afectan a la
estructura y las funciones del higado. La EHC se caracteriza por la destruccién gradual e
irreversible del higado, que puede acabar en cirrosis. Las etapas de la enfermedad hepatica

cronica suelen incluir:
- Inflamacién: El higado se inflama y se hincha, lo que puede provocar dafos con el tiempo.
- Fibrosis: El tejido cicatricial comienza a reemplazar el tejido hepatico sano.

- Cirrosis: Un tejido cicatricial extenso reemplaza la mayor parte del tejido hepatico sano, lo

que afecta la capacidad del higado para funcionar.

- Enfermedad hepatica en etapa terminal (ESLD): El higado ha sufrido dafios graves y ya no
puede realizar sus funciones vitales. El trasplante hepatico se puede considerar en

pacientes en estado avanzado.

Finalmente, dentro enfermedades hepaticas que cursan con fibrosis, la cirrosis hepatica
seria la de mayor incidencia. La cirrosis hepatica representa una etapa tardia de fibrosis
hepatica caracterizada por la distorsién de la arquitectura del higado y la formacion de
nodulos regenerativos, resultado del reemplazo del tejido hepatico normal por nédulos y
tejido fibroso. La formacién de nédulos de regeneracidén es la caracteristica que permite

establecer el diagndstico de cirrosis. La fibrosis forma una red tridimensional de fibras dentro

11
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del higado y en las areas que quedan entre ellas se forman nddulos de células que se

regeneran, los llamados ndédulos de regeneracion.

En el marco de la presente invencién, OTS186935 es también denominado como
“‘compuesto activo” o “ingrediente activo” de la invencion. Tal como se utiliza en esta
invencién, el término "compuesto activo" significa cualquier componente que proporcione
potencialmente un efecto farmacolégico u otro tipo de efecto en el diagnéstico, cura,
paliacion, tratamiento o prevencion de una enfermedad, o que afecte a la estructura o
funcién del cuerpo humano o del cuerpo de otros animales. El término incluye aquellos
componentes que promueven un cambio quimico en la fabricacidon del medicamento y estan
presentes en él en una forma modificada y prevista para proporcionar una actividad o efecto

especifico.

Para su uso en terapia, el inhibidor de Suv39h2, preferiblemente OTS186935, chaetocina,
Verticillin A, OTS193320 y F5446, y mas preferiblemente OTS186935, puede estar en una
forma sustancialmente pura o farmacéuticamente aceptable, es decir, con un nivel de
pureza farmacéuticamente aceptable y excluyendo los aditivos farmacéuticos habituales,
como diluyentes y vehiculos, y sin incluir materiales considerados téxicos a los niveles de
dosificacién habituales. Los niveles de pureza del principio activo son preferiblemente
superiores al 50%, mas preferiblemente superiores al 70%, y aun mas preferiblemente
superiores al 90%. En una realizacién preferida, los niveles son superiores al 95% en
0TS186935.

Los términos "prevenir" y "prevencion" tal como se utiliza aqui, se refieren a evitar total o
parcialmente, o minimizar los efectos adversos o la gravedad de los mismos, de una
enfermedad o afeccion, en este caso, la fibrosis hepatica, antes de su aparicion. La
reduccion de la afectacion de la enfermedad en comparacion con la progresion de la
enfermedad que ocurre en ausencia del tratamiento variara en funcion de diversos factores y
dependera, entre otros, de la dosis administrada del ingrediente activo de la invencion o de

la composicion farmacéutica de la invencion, y de la via de administracion.

Los términos "tratar" y "tratamiento", tal como se utiliza aqui, se refieren a la capacidad del
ingrediente activo de la invencién o de la composicion farmacéutica de la invencién, para

evitar, disminuir o eliminar por completo la fibrosis hepatica en el paciente.

LU

El término "paciente", “individuo” o "sujeto", tal como se utiliza en el presente documento, se
refiere a un mamifero e incluye, pero no se limita a, animales domésticos y de granja,

primates y seres humanos, por ejemplo, seres humanos, primates no humanos, vacas,
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caballos, cerdos, ovejas, cabras, perros, gatos o roedores como ratas y ratones. En una

realizacién preferida, el sujeto es un ser humano.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el
presente documento tienen el mismo significado comunmente entendido por un experto en
la materia a la que pertenece esta invencién. En la practica de la presente invencién pueden
utilizarse métodos y materiales similares o equivalentes a los aqui descritos. A lo largo de la
descripcion vy las reivindicaciones, la palabra "comprende" y sus variaciones no pretenden
excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién resultaran evidentes para los expertos en la materia tras el
examen de la descripcidon o podran conocerse mediante la practica de la invencién. Los
siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion y no pretenden ser

limitativos de la presente invencién.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Manejo de animales y obtencién de muestras. (A). Ratones C57BL/6 fueron
sometidos a un protocolo de induccién de cirrosis por sondaje oral de CCl, durante 12
semanas. Durante las Ultimas 3 semanas, los animales fueron administrados
intraperitonealmente con las drogas seleccionadas o el vehiculo como control (n=5/grupo).
(B) Finalizado el tratamiento, los animales fueron sacrificados para la obtencién de muestras

para analisis histologico, técnicas de biologia molecular y analisis bioquimico en sangre.

Figura 2. Analisis bioquimico. Determinacion cuantitativa en sangre completa de
marcadores bioquimicos indicadores de salud hepatica y renal (A) Albumina, (B) Proteina
total, (C) Colesterol total, (D) Fosfatasa alcalina, (E) Alanina aminotransferasa, (F) Aspartato
aminotransferasa, (G) Gamma- glutamil transferasa, (H) Bilirrubina total, (I) acidos biliares,
(J) Nitrogeno ureico en sangre, (K) Globulina, (L) Urea, (M) Ratio Albumina / Globulina.
Variables categoricas representadas como frecuencias o porcentajes; variables continuas
representadas como media * desviacién estandar. La normalidad de las variables continuas
ha sido evaluada mediante el test de Kolmogorov-Smirnov (p<0,05). En caso de no
confirmarse la distribucién normal, las diferencias entre grupos fueron analizadas mediante
el test no paramétrico de U de Mann-Whitney. Las comparaciones multiples han sido
analizadas segun la correccion de Bonferroni. Todos los p-valores indicados se obtuvieron
mediante una aproximacion de dos colas, y los p-valores menores de 0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos. El software GraphPad Prism version 9.0 (San
Diego, CA) fue utilizado para los analisis estadisticos y la representacion grafica de los

resultados. * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001), **** (p<0,0001).
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Figura 3. Evaluacién del efecto antifibrético de OTS186935. (A) Expresion de
marcadores profibrogénicos Acta2, Timp1, Col1a1 en higado evaluados mediante gPCR. (B)
Area de colageno hepatico evaluada por tincién de rojo sirio del tejido hepatico, junto con
imagen representativa de cada condicién. (C) Area de alfa-actina del musculo liso evaluada
en el higado por inmunohistoquimica, junto con imagen representativa de cada condicién.
Variables categoricas representadas como frecuencias o porcentajes; variables continuas
representadas como media * desviacién estandar. La normalidad de las variables continuas
ha sido evaluada mediante el test de Kolmogorov-Smirnov (p<0,05). En caso de no
confirmarse la distribucién normal, las diferencias entre grupos fueron analizadas mediante
el test no paramétrico de U de Mann-Whitney. Las comparaciones multiples han sido
analizadas segun la correccion de Bonferroni. Todos los p-valores indicados se obtuvieron
mediante una aproximacion de dos colas, y los p-valores menores de 0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos. El software GraphPad Prism version 9.0 (San
Diego, CA) fue utilizado para los analisis estadisticos y la representacion grafica de los
resultados. * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001), **** (p<0,0001).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Generacién de enfermedad hepatica crénica y administracion de OTS186935

Para llevar a cabo el protocolo de induccién de cirrosis, se solicitaron ratones macho
C57BI6/J de entre 6 y 8 semanas de edad (Harlan Laboratories, Barcelona, Espafia). Los
animales fueron divididos inicialmente en dos grupos: el primero de los cuales fue sometido
al protocolo de induccion de cirrosis durante 16 semanas, mientras que el segundo fue

tratado como grupo control.

Los animales fueron agrupados en jaulas con capacidad para 6 ratones y sometidos a una
semana de cuarentena con comida y agua ad libitum. Finalizada la cuarentena, los animales
fueron trasladados al estabulario, alimentados con pienso estandar para roedores,
mantenidos a 21+ 2°C de temperatura, 6010 % de humedad y sometidos a ciclos de

luz/oscuridad de 12:12 horas.

El protocolo de induccion de cirrosis experimental comenzdé con la sustitucién del agua de
los animales del grupo cirrético por una solucion de 0.25 mmol/l de fenobarbital (un potente
estimulante de la actividad hepatica) en agua corriente, la cual fue suministrada a los
ratones durante todo el protocolo. Finalizada la cuarta semana de tratamiento con
fenobarbital, los animales fueron sometidos a 9 semanas de tratamiento con un agente

hepatotoxico (tetracloruro de carbono, CCl,) diluido en aceite de oliva, el cual fue
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administrado en un régimen de dosis controladas por peso, 2 veces por semana y mediante
sondaje intragastrico. La primera administracién consistié en una dosis fija de 100 ul/kg de
peso (2 ul/raton) de CCl, diluido en aceite hasta un volumen total de 200 pl. Las siguientes
dosis fueron calculadas en base a las variaciones de peso de cada ratdn registradas 48
horas tras el ultimo sondaje realizado, hasta una dosis maxima de 100 pl. Los ratones
control fueron administrados con 200 pl de aceite de oliva en un régimen idéntico a los
cirréticos. Transcurridas 9 semanas de administracién intragastrica de CCl,, los animales de
ambos grupos (control y cirréticos) fueron subdivididos en 2 nuevos grupos para su

tratamiento con la droga a testar, OTS186935, o con el vehiculo de la misma.

Los animales fueron administrados intraperitonealmente mediante inyeccién en los
cuadrantes inferiores del abdomen con 20 mg/kg de OTS186935 vehiculizado en
dimetilsulfoxido (DMSO) + PBS hasta un volumen final de 200 pl. Para evaluar el efecto de
la manipulacién e inyeccién del vehiculo, ratones pertenecientes a los grupos control y
cirrético fueron inyectados paralelamente con el vehiculo (DMSO+PBS). Un esquema del
protocolo de cirrosis experimental y el régimen de administracion de la droga (2 inyecciones
por semana) puede observarse en la Figura 1A.

Transcurridas las 12 semanas de administracion de CCl,, los animales fueron sacrificados y
empleados para la recogida de muestras de sangre para analisis bioquimico y tejido
hepatico para analisis histologico y de biologia molecular (Figura 1B), con 5 animales por

grupo experimental (N=5/grupo, N total = 20).

Durante todo el protocolo, los animales recibieron los cuidados indicados en la Guia para el

Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio.
Anadlisis de marcadores bioquimicos

Los niveles de albumina, proteina y colesterol totales, fosfatasa alcalina, alanina
aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, gamma-glutamil transferasa, bilirrubina total,
acidos biliares, nitrégeno ureico en sangre, globulinas, urea y ratio albumina/globulina fueron
determinados en 200 yl de sangre completa de los animales (6 grupos, N=5/grupo. Grupo
CCl, + OTS186935 N=4) mediante un analizador bioquimico automatico (Skyla Vb1, CVM

practice, Navarra, Espana).

Los resultados, recogidos en la Figura 2, muestran que la administracion de OTS186935
mediante el régimen y método descritos no provocan una alteracién estadisticamente
significativa de los parametros evaluados en los animales control, poniendo de manifiesto la

seguridad del tratamiento.
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Por su parte, la administracion de animales cirréticos con el inhibidor de Suv39h2 estudiado,
de OTS186935, produce una mejora estadisticamente significativa de los niveles de varios
marcadores cuya elevacion se asocia al dano hepatico (fosfatasa alcalina, alanina y
aspartato aminotransferasas, acidos biliares). La reduccién en los valores de transferasas
hepaticas (fosfatasa alcalina, alanina aminotransferasa, aspartato aminotransferasa) en los
animales cirréticos administrados intraperitonealmente con las drogas respecto a los
tratados con el vehiculo, indica una reduccion en la severidad de la enfermedad hepatica
cronica con el tratamiento. En lo referente a la salud renal, los niveles de urea y nitrégeno

ureico en sangre fueron menores en los animales tratados con OTS186935.

La normalizacion de los valores registrados para los parametros mencionados en los
animales cirréticos + OTS186935 (llegando en muchos casos a recuperarse niveles
similares a los animales control + vehiculo) evidencian el potencial de OTS186935 como
estrategia para la mejora de la salud hepatica en un modelo establecido de cirrosis

experimental.
Analisis histolégico y de biologia molecular

Se extrajo el ARN total de muestras de higado obtenidas de los ratones en el momento del
sacrificio mediante un kit comercial (RNeasy Mini Kit, Qiagen). Con el objetivo de estudiar el
efecto del tratamiento administrado en la cirrosis, se llevaron a cabo PCRs cuantitativas
(qPCRs) en las que se evalud la expresion relativa de genes clave en la progresiéon de la
fibrosis. Los genes seleccionados fueron Acta2 (actina de musculo liso), Timp1 (inhibidor de
metaloproteinasa tisular 1), y Col1a1 (Colageno tipo | alfa 1). Los valores de expresion
registrados fueron normalizados respecto al gen Actb (Beta-Actina). La expresion relativa de

los marcadores estudiados se calculd mediante el método de 224t

Timp1 regula la remodelacion de la matriz extracelular mediada por metaloproteasas en el
higado. El inhibidor de metaloproteinasas de matriz 1 se expresa en respuesta al dafo
hepatico como consecuencia de la interaccion entre miofibroblastos hepaticos activados y
macrofagos del higado, mostrandose sobreexpresado en tejido hepatico y suero durante la
fibrogénesis hepatica en pacientes de enfermedad hepatica crénica y modelos animales de
la enfermedad, observandose una correlacion entre su expresion y el estadio de desarrollo

de la fibrosis.

Por su parte, la actina de musculo liso y el colageno son componentes de la matriz
extracelular, cuya acumulacion en el tejido y formacién de tabiques son una de las

principales caracteristicas de la disfuncion tisular del higado fibrético.
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En linea con los resultados obtenidos anteriormente, la Figura 3A muestra una reduccion
estadisticamente significativa de la expresion relativa de los marcadores profibrogénicos
estudiados en los higados procedentes de animales cirréticos administrados con
OTS186935 respecto a los cirréticos tratados el vehiculo. Adicionalmente, no se observé
hepatotoxicidad ni empeoramiento de los parametros estudiados en los animales control

administrados con la droga epigenética.

Con el objetivo de validar los resultados de expresion génica se llevo a cabo una tincion de
rojo sirio (tincidn especifica para la visualizacion de la acumulacién de fibras de colageno | y
) utilizando un kit comercial (Picro Sirius Red Stain Kit, Abcam) en cortes de tejido fijados
con formalina y embebidos en parafina de 5 ym de espesor. Este ensayo de histologia
permitié observar de deposicidn de colageno y la formacion de tabiques en el tejido hepatico
procedente de animales cirréticos, produciéndose una reduccién en la acumulacion de dicha

proteina en los animales tratados con OTS186935.

Finalmente, experimentos de inmunohistoquimica fueron llevados a cabo en las citadas
secciones de tejido incluido en parafina para evaluar la presencia de actina de musculo liso,
uno de los componentes principales de la matriz extracelular. La actina es una proteina
asociada a la activacion de células hepaticas estelares, clave en el desarrollo de la fibrosis
durante la enfermedad hepatica cronica. En ambos casos se realizé una cuantificacion del
area tefiida positiva utilizando un software libre de procesado y andlisis de imagen (ImagelJ).
En linea con los resultados anteriores, la cuantificacion del area positiva para a-actina de
musculo liso en los animales cirréticos tratados mostré una disminucion en comparacion a

los ratones cirréticos inyectados con el vehiculo (Figura 3C).

Los resultados de dicha cuantificacion, asi como imagenes representativas de cada
condicion pueden observarse en la Figura 3 B-C.

Conjuntamente, los resultados demuestran mediante analisis bioquimico, expresidon génica y
proteica e histologia no solo el uso seguro de la administracion intraperitoneal de
OTS186935 en ratdn a las dosis propuestas, sino también su efecto como antifibrético en un

modelo de enfermedad hepatica crénica por tetracloruro de carbono.
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REIVINDICACIONES
1. Compuesto inhibidor de Suv39h2 para su uso como agente antifibrético.

2. Compuesto inhibidor de Suv39h2 para su uso de acuerdo con la reivindicacion anterior
que se selecciona de la lista que consiste en: OTS186935, chaetocina, Verticillin A,
0OTS193320 y F5446.

3. OTS186935 para su uso como agente antifibrético.

4. Composicion que comprende un compuesto inhibidor de Suv39h2 para su uso como
agente antifibrético

5. Composicion que comprende un compuesto inhibidor de Suv39h2 para su uso como
agente antifibrético, que se selecciona de la lista que consiste en: OTS186935, chaetocina,
Verticillin A, OTS193320 y F5446.

6. Composicién que comprende OTS186935 para su uso como agente antifibrético.

7. Composicidon para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6 caracterizada por

que es una composicién farmacéutica.

8. Compuesto inhibidor de Suv39h2 o composicién farmacéutica que lo comprende para su

uso como agente antifibrético en la prevencion y/o tratamiento de la fibrosis hepatica.

9. OTS186935 o composicién farmacéutica que lo comprende para su uso como agente
antifibrético en la prevencién y/o tratamiento de la fibrosis hepatica.

10. Compuesto inhibidor de Suv39h2 o composicion farmacéutica que lo comprende para su
uso como agente antifibrético en el tratamiento enfermedades hepaticas que cursan con

fibrosis hepatica.

11. OTS186935 o composicion farmacéutica que lo comprende para su uso como agente

antifibrético en el tratamiento enfermedades hepaticas que cursan con fibrosis hepatica.

12. Compuesto inhibidor de Suv39h2 o composicion farmacéutica que lo comprende para su
uso como agente antifibrético en el tratamiento enfermedades hepaticas que cursan con
fibrosis hepatica, donde la enfermedad hepatica se selecciona de la lista que consiste en:

hepatitis B, hepatitis C, hepatitis autoinmune, colangitis esclerosante primaria, colangitis
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biliar primaria, hemocromatosis, enfermedad de Wilson, deficiencia de alfa-1 antitripsina,
enfermedad de higado poliquistico, esteatohepatitis metabdlica, esteatosis hepatica

metabdlica y enfermedad hepatica por disfuncion metabdlica y alcohol.

13. OTS186935 o composicion farmacéutica que lo comprende para su uso como agente
antifibrético en el tratamiento enfermedades hepaticas que cursan con fibrosis hepatica,
donde la enfermedad hepatica se selecciona de la lista que consiste en: hepatitis B, hepatitis
C, hepatitis autoinmune, colangitis esclerosante primaria, colangitis biliar primaria,
hemocromatosis, enfermedad de Wilson, deficiencia de alfa-1 antitripsina, enfermedad de
higado poliquistico, esteatohepatitis metabdlica, esteatosis hepatica metabdlica y

enfermedad hepatica por disfuncién metabdlica y alcohol.

14. Compuesto inhibidor de Suv39h2 o composicion farmacéutica que lo comprende para su
uso como agente antifibrético en la prevencion y/o el tratamiento enfermedades hepaticas
que cursan con fibrosis hepatica, donde la enfermedad hepatica es la enfermedad hepatica

cronica.

15. OTS186935 o composicion farmacéutica que lo comprende para su uso como agente
antifibrético en la prevencion y/o el tratamiento enfermedades hepaticas que cursan con

fibrosis hepatica, donde la enfermedad hepatica es la enfermedad hepatica crénica.

16. Compuesto inhibidor de Suv39h2 para su uso como agente antifibrético en la prevencion
y/o el tratamiento enfermedades hepaticas que cursan con fibrosis hepatica, donde la

enfermedad hepatica es la cirrosis hepatica.

17. OTS186935 para su uso como agente antifibrético en la prevencion y/o el tratamiento
enfermedades hepaticas que cursan con fibrosis hepatica, donde la enfermedad hepatica es

la cirrosis hepatica.
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