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DESCRIPCION

USO DE INHIBIDORES DE LA TIROSINA HIDROXILASA PARA EL TRATAMIENTO
DEL ANEURISMA DE AORTA

La presente invencion se refiere al uso de un compuesto que es capaz de inhibir la
tirosina hidroxilasa para la prevencién o el tratamiento del aneurisma de aorta,
preferiblemente de aorta abdominal. Por tanto, la presente invencion puede

englobarse en el campo de la farmacologia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El aneurisma de aorta abdominal (AAA) es una enfermedad con una elevada tasa de
morbimortalidad y una prevalencia que, en varones de mas de 65 afos, puede
alcanzar el 8%. En esta patologia, habitualmente asintomatica, se produce una
degeneracion irreversible de la pared vascular que provoca la dilatacion progresiva de
la aorta y su eventual ruptura (mortal en mas de un 80% de los casos). Entre los
aspectos mas destacados del remodelado vascular en esta patologia se encuentran la
inflamacion, la neovascularizacion, la degradacion de los componentes de la matriz
extracelular por un aumento de la actividad de metaloproteinasas de matriz (MMPs) y
la muerte por apoptosis de las células musculares lisas vasculares (CMLV).
Actualmente no existen estrategias farmacologicas que limiten el desarrollo del AAA.
La unica medida terapéutica disponible es la intervencion quirurgica (cirugia abierta o
endovascular) de aquellos aneurismas que presentan un alto riesgo de ruptura
(diametro adrtico > 5,5 cm). Aunque se ha sugerido que las estatinas, la doxiciclina,
los inhibidores de COX-2 o del enzima convertidora de angiotensina, entre otros,
podrian reducir la progresion del AAA, ninguno de ellos ha demostrado un beneficio
clinico de forma concluyente. Por tanto, existe la necesidad en este ambito de
desarrollar nuevas herramientas farmacolégicas para el tratamiento y prevencion de

esta patologia.

La expresion del receptor nuclear NR4A3 (también conocido como NOR-1) esta
aumentada en las arterias coronarias y en la aorta con aterosclerosis de pacientes con
cardiopatia isquémica. NR4A3 pertenece a la subfamilia de receptores nucleares
NR4A, que son receptores nucleares singulares, ya que se comportan como genes de
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respuesta temprana cuya expresion es inducida de forma rapida y muy acentuada por
diferentes estimulos. Estos receptores regulan la expresion de genes uniéndose como
monomeros a un elemento NBRE (Nerve growth Factor Responsive Element) o como
dimeros a un elemento NURE (repeticion palindroma de NBRE). Asimismo, pueden
regular la expresion génica de forma indirecta a través de la modulacién de vias de
sefializacion y de la actividad de otros factores de transcripcion. NR4A3 modula la
respuesta migratoria y proliferativa de las CMLV inducida por diferentes agentes pro-
aterogénicos como factores de crecimiento, trombina, lipoproteinas de baja densidad
(LDL) nativas y LDL oxidadas. NR4A3 es también critico en la proliferacion y en la
respuesta pro-angiogénica inducida por VEGF y trombina en células endoteliales
vasculares. Para ejercer estas funciones NR4A3 regula la expresidbn de
genes/proteinas como la ciclina D1 y SKP2 (S phase kinase-associated protein 2) que
participan en la proliferacion celular, la vitronectina que contribuye a la migracién
celular o la alfa-2-macroglobulina (A2M) que regula la actividad de MMPs que
participan en el remodelado vascular. El papel de NR4A3 en la aterosclerosis es
complejo, ya que ademas de regular la migracion/proliferacion y la
supervivencia/apoptosis de las células vasculares, también regula la activaciéon y
expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales que favorecen la
infiltracion de células inflamatorias y la captacion lipidica de los monocitos/macréfagos.
La deficiencia de NR4A3 reduce la aterosclerosis en un modelo de raton ApoE-/-
tratado con dieta hipercolesterolémica. Recientemente, hemos observado que la
expresion de NR4A3 esta incrementada en el AAA humano y que la sobreexpresion de
la proteina NR4A3 funcional en la pared vascular de la aorta en ratén (animales
TgNR4A3) desarrolla aneurisma de aorta tras ser infundido con angiotensina Il, sin
requerir un fondo genético hiperlipémico y en ausencia de aterosclerosis como ocurre

con los modelos animales descritos hasta la fecha.

Actualmente, se desconoce el mecanismo especifico a través del cual el receptor
NR4A3 incide en el desarrollo del aneurisma de aorta. Los genes regulados por este
receptor nuclear en la pared vascular constituyen potenciales nuevas dianas
terapéuticas en la patologia aneurismatica y su identificacion es uno de los objetivos
de la presente invencién ante la ausencia de estrategias farmacolégicas utiles en esta
enfermedad. También es objeto de la presente invencidn proporcionar un nuevo
método terapéutico eficaz para el tratamiento del aneurisma de aorta humano.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han demostrado un incremento en la expresion
de la tirosina hidroxilasa (TH) en muestras de aorta de pacientes con aneurisma de
aorta abdominal en comparacién con donantes sanos. Ademas, tanto en la aorta de
los ratones transgénicos para NR4A3 como en la de ratones deficientes en la
apolipoproteina E (Apo E-/-), ambos modelos susceptibles al desarrollo de aneurismas
de aorta, los autores detectan una fuerte induccion de la expresion de la TH en
comparacion con ratones control resistentes al desarrollo de esta patologia. La TH es
el enzima limitante en la sintesis de catecolaminas; cataliza la hidroxilacién de la
tirosina a dihidroxifenilalanina (L-DOPA) a partir de la cual se sintetizan las
catecolaminas dopamina, epinefrina y norepinefrina. En la regulacion de la TH

participan los factores de transcripcion de la familia NR4A

La presente invencion se refiere al uso de inhibidores de la TH como farmacos para el
tratamiento de la enfermedad aneurismatica y proporciona un meétodo para el
tratamiento, la prevencion, regresion o la ralentizacidén del desarrollo de la enfermedad
aneurismatica humana que comprende administrar al individuo una cantidad de un
inhibidor de la TH suficiente para reducir el diametro vascular o ralentizar su dilatacion,
disminuir la inflamacion y/o la degeneracion adrtica. Tal y como se usan aqui, los
términos terapia y tratamiento se definen de forma general de manera que
comprendan la cura de la enfermedad, o cualquier mejora, inhibicidon, mitigacién o

control de la presencia, prevalencia, gravedad, sintomas etc. de la enfermedad.

En un primer aspecto, la presente invencién se refiere a un compuesto inhibidor de la

tirosina hidroxilasa para uso en el tratamiento o prevencion del aneurisma aortico.

El “aneurisma aértico”, “aneurisma de aorta” o “enfermedad aneurismatica de |la aorta”
es la enfermedad, habitualmente asintomatica, que cursa con un ensanchamiento
anormal de las paredes de la aorta, siendo la aorta la arteria principal que va desde el
corazon por el pecho y el abdomen. En esta enfermedad se produce una
degeneracién de la pared vascular que provoca la dilatacion progresiva de la aorta y
su eventual ruptura. Por tanto, si un aneurisma crece puede llegar a romperse y
provocar una hemorragia peligrosa e incluso la muerte. Preferiblemente, se consideran
aneurisma aortico aquellas dilataciones que dan lugar a un incremento del diametro
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aortico externo superior o igual a 1,5 veces con respecto al diametro externo de la
aorta de un individuo sano de la misma especie que no presenta aneurisma. Los
aspectos mas destacados del remodelado vascular que ocurre en presencia de la
enfermedad aneurismatica son, aunque sin limitarnos, inflamacién,
neovascularizacion, degradacion de los componentes de la matriz extracelular por un
aumento de la actividad de metaloproteinasas de matriz y la muerte por apoptosis de
las CMLV. Hay dos tipos de aneurisma adrtico, ambos incluidos en el contexto de la
presente invencién: el aneurisma adrtico toracico, que ocurre en la parte de la aorta
que pasa por el pecho, y el aneurisma adrtico abdominal, que ocurre en la parte de la

aorta que pasa por el abdomen.

En una realizacion preferida, dicho aneurisma aortico se presenta en la aorta toracica
o0 en la aorta abdominal. En una realizacidn mas preferida, el aneurisma aértico se

presenta en la aorta abdominal.

En una realizacion preferida, dicho compuesto inhibidor de la TH es alfa-metil-p-
tirosina (AMPT).

El compuesto inhibidor de la TH debe estar en una forma farmaceéuticamente
aceptable para uso terapéutico de la invencion. Como se usa en el presente
documento, "farmacéuticamente aceptable" significa adecuado para el uso en contacto
con los tejidos humanos y animales sin toxicidad indebida, irritacion, respuesta
alérgica y similares, acorde con una relacion beneficio / riesgo razonable, y eficaz para

su uso previsto dentro del alcance del buen juicio medico.

Para el proposito de la presente invencion, el compuesto inhibidor de la TH puede

estar en forma de solvato o sales.

Como se usa en este documento, "solvato" significa un complejo formado por
solvatacion (la combinacion de moléculas de disolvente con moléculas o iones del
agente activo de la presente invencién), o un agregado que consiste en un ion o
molécula de soluto (el agente activo de la presente invencién) con una o mas
moléculas de disolvente. En la presente invencion, el solvato preferido es hidrato. Los
ejemplos de hidrato incluyen, pero sin limitacion, hemihidrato, monohidrato, deshidrato,
trihidrato, hexahidrato, etc. Un experto en la técnica debe entender que la sal
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farmacéuticamente aceptable del presente compuesto también puede existir en un
solvato.

El término "sales" incluye derivados de un agente activo, en donde el agente activo se
modifica haciendo sales de adicion de acido o base del mismo. Preferentemente, las
sales son sales farmacéuticamente aceptables. Tales sales incluyen, pero no se
limitan a, sales de adicion de acidos farmacéuticamente aceptables, sales de adiciéon
de bases farmaceéuticamente aceptables, sales de metales farmacéuticamente
aceptables, sales de amonio y sales de amonio alquilado. Las sales de adicion de
acido incluyen sales de acidos inorganicos y acidos organicos. Los ejemplos
representativos de acidos inorganicos adecuados incluyen acidos clorhidrico,

hidrobromico, hidroyodico, fosforico, sulfurico, nitrico y similares.

En otra realizacion preferida, dicho compuesto se administra en combinacion con al
menos uno de otros agentes seleccionados de entre farmacos hipolipemiantes,
antihipertensivos, betabloqueantes, bloqueantes de canales de calcio, diuréticos,

nitratos o inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina.

En otra realizacion preferida, dicho compuesto se administra en una composicion

farmacéutica que comprende al menos un excipiente biocompatible.

En la presente invencién, se entiende por “composicién farmacéutica’” aquella
composicién que contiene al menos un excipiente y uno o mas agentes activos en los
que al menos uno de ellos es un inhibidor de la TH. El inhibidor de la TH puede inhibir
el gen y/o la proteina y/o la actividad de la TH. Tales inhibidores pueden ser moléculas
o compuestos de cualquier naturaleza (biolégica, sintética/quimica o una combinacion

de ambas), disponibles comercialmente o moléculas en desarrollo.

La composicion puede administrarse por cualquier ruta incluyendo, aunque sin
limitarnos, por via oral o parenteral, tales como intravenosa, intramuscular,
subcutanea, intracapsular, intraperitoneal, intrarectal, intranasal, o dérmica o
intradérmica, mediante por ejemplo un parche dérmico o transdérmico. Ademas, el
sistema de administracion puede ser, por ejemplo, aunque sin limitarnos, inyeccion,
oral, espray o inhalador. Sin embargo, la via de administracion de un agente candidato
en particular dependera en parte de su estructura quimica y puede ser determinada
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por los expertos en la materia. El inhibidor de la TH ademas podra combinarse con un
excipiente, adyuvante y/o vehiculo farmacéuticamente aceptable y formularse para su
adecuada administracion. Formulaciones apropiadas son, aunque sin limitarnos,
formas soélidas (capsulas, pastillas, pildoras, comprimidos, etc.), semisolidas (polvos,
formas granuladas, geles o hidrogeles, cremas, unguentos, balsamos, mousses,
pomadas, espumas, lociones, etc.) o liquidas (solucion, suspensién, emulsion, aceite,
linimento, jarabe, suero, vaporizador, aerosol, etc.), o el inhibidor puede ir incluido en

un sistema de liberacién sostenida.

Los compuestos inhibidores de TH de la presente invenciéon se pueden administrar por
via oral a seres humanos en un intervalo de dosificacion de 1 a 100 mg/kg de peso
corporal en dosis divididas. Sin embargo, se ha de entender que el nivel de dosis
especifico y la frecuencia de dosificacion para cualquier paciente particular puede
variar y dependera de una diversidad de factores que incluyen la actividad del
compuesto especifico empleado, la estabilidad metabdlica y duracion de accion de ese
compuesto, la edad, peso corporal, estado general de salud, sexo, dieta, modo y
momento de administracion, tasa de excrecion, combinacion de farmacos, la gravedad

de la afeccidn particular, y la terapia que experimenta el hospedador.

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso de un inhibidor de la TH para la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento del aneurisma aortico. En una

realizacién preferida, dicho inhibidor es el AMPT.

Otro aspecto de la invencion es un método de tratamiento o prevencion del aneurisma
aodrtico que comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente efectiva de
un compuesto inhibidor de la tirosina hidroxilasa a un paciente que lo necesite.
Preferiblemente, dicho compuesto es el AMPT.

Se entiende por “cantidad terapéuticamente efectiva” de una composicion
farmacéutica, una cantidad terapéuticamente o profilacticamente efectiva. Una
“cantidad terapéeuticamente efectiva” se refiere a una cantidad efectiva, a las dosis y
por los periodos de tiempo necesarios para lograr el efecto terapéutico deseado, que
es una mejora en el fenotipo de la aorta o cualquier mejora, inhibicion, mitigaciéon o
control de la presencia, prevalencia, gravedad, sintomas etc. de la enfermedad. La
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto puede variar segun factores
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como el estadio de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del sujeto. El régimen de
dosificacion debe ajustarse para proporcionar la respuesta terapéutica optima. La
cantidad terapéuticamente efectiva es también aquella en la que cualquier efecto
téxico o adverso sea compensada con creces por el efecto terapéutico beneficioso.
Una cantidad “profilacticamente efectiva” se refiere a una cantidad efectiva, a las dosis
y durante los periodos de tiempo necesarios, para conseguir el resultado profilactico
deseado, tal como una mejora en el fenotipo de la aorta. Habitualmente, una dosis
profilactica se usa en sujetos en un estadio temprano de la enfermedad en el que la
cantidad profilacticamente efectiva es menor que la cantidad terapéuticamente
efectiva. Los valores de dosis pueden variar con la gravedad de la condicion a ser
tratada. Para un sujeto en particular, el régimen de dosis debe ajustarse a lo largo del
tiempo, segun las necesidades individuales y el criterio de los profesionales
responsables de su administracion, y ajustarse para proporcionar la respuesta

terapéutica optima.

Se entiende por “mejora en el fenotipo de la aorta” cualquier cambio fenotipico
(anatémico) en la aorta que suponga una mejora con respecto al fenotipo (anatomia)
de la aorta en presencia de aneurisma y en ausencia de la molécula o compuesto a
analizar. Dicha mejora puede ser, por ejemplo, pero sin limitarnos, una reduccion en el
diametro de la aorta, o en los parametros de inflamacién, neovascularizacion,
degradacion de los componentes de la matriz extracelular o muerte de las CMLV o una
reduccion en la gravedad de la patologia preferiblemente de acuerdo con la escala de

Manning.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencion se desprenderan en parte de la descripcién y en parte de la practica de la
invencion. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencién.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Expresion de NR4A3 y tirosina hidroxilasa (TH) en la aorta de pacientes con
aneurisma de aorta abdominal (AAA). (A y B) Niveles de ARNm (A) y de proteina (B)
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TH en aorta abdominal de pacientes con AAA. A) Nivel de expresién de TH en
pacientes con AAA (n=42) y en donantes sanos (n=10) analizados mediante PCR a
tiempo real. Los resultados se expresan como la media + SEM relativos a los niveles
de expresion en donantes. *P < 0,001 vs. Donantes. B) Niveles de proteina de TH
analizados por western-blot en dichas muestras. Se muestra la imagen de un resultado
representativo. Los niveles de la B-actina se utilizaron como control de carga. C)
Niveles de ARNm de NR4A3 analizado por PCR a tiempo real en las muestras
descritas en (A). Los resultados se expresan como la media + SEM relativos a los
niveles de expresion en donantes. *P < 0,001 vs. Donantes. D) Correlacion entre los
niveles de mMRNA de TH y NR4A3 en dichas muestras (r=0,4484, P< 0,005, Spearman
Rank-Order Correlation).

FIG. 2. Expresion de la tirosina hidroxilasa (TH) en modelos animales de aneurisma
aortico. Niveles de ARNm de la TH analizados mediante PCR a tiempo real en la aorta
de dos modelos susceptibles al desarrollo de aneurisma por infusién de Ang Il (ratones
TgNR4A3M y deficientes para la apolipoproteina E (ApoE™)), y en ratones C57BL/6J
(control no transgénico, WT) resistentes al desarrollo de AAA. Los datos relativos a los
animales WT se expresan como la media + SEM (al menos n=7). * P < 0,001 vs.

ratones WT.

FIG. 3. El tratamiento con AMPT inhibe el desarrollo de aneurisma de aorta en ratones
ApoE™ infundidos con angiotensina Il. (A) Gréfica en la que se representa la evolucidon
semanal del diametro adrtico de los ratones ApoE™ infundidos con suero salino (s.
salino) o angiotensina Il (Ang Il; 1000 ng/kg/min durante 28 dias) analizado por
ultrasonografia. Los animales infundidos con Ang Il fueron tratados o no con AMPT
(100 mg/kg via i.p., administrado dos veces al dia desde el dia anterior a la
implantacion de la bomba de Ang Il). Los valores corresponden a la media + SEM
(suero salino, n = 9; Ang Il, n= 14; Ang II+AMPT, n=19). P < 0,05: * vs. tiempo 0 del
mismo grupo experimental; # vs. animales infundidos con suero salino al mismo
tiempo; $ vs. animales infundidos con Ang Il (no tratados con AMPT) al mismo tiempo.
(B) Imagenes representativas obtenidas mediante ultrasonografia de la visiéon
transversal de la aorta de cada uno de los grupos experimentales indicados en (A) al
cabo de las 4 semanas de tratamiento. (C) Fotografias representativas de las aortas
de los ratones en los 3 grupos de estudio al finalizar el estudio.
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FIG. 4. El tratamiento con AMPT limita las alteraciones estructurales y el infiltrado
inflamatorio en la aorta de los ratones ApoE™ infundidos con angiotensina Il. Se
infundieron ratones ApoE” con suero salino (s. salino) o angiotensina Il (Ang Il; 1000
ng/kg/min durante 28 dias). Los animales infundidos con Ang Il fueron tratados o no
con AMPT (100 mg/kg, via i.p., administrado dos veces al dia desde el dia anterior a la
implantacion de la bomba de Ang IlI). (A y B) Imagenes representativas del analisis
histolégico mediante tinciéon de tricrémico de Masson (A) y de orceina (B) en secciones
de la aorta abdominal de los grupos de estudio indicados. Las flechas indican rupturas
de las fibras elasticas. (C) Tincion representativa para MAC3 (marcador de
macréfagos) en secciones de la aorta abdominal de cada uno de los grupos

experimentales. Las flechas indican regiones positivas para MAC3. Barra: 100 micras.

FIG. 5§ El tratamiento con AMPT inhibe el desarrollo de aneurisma de aorta en ratones
TgNR4A3“M- infundidos con angiotensina Il. (A) Didmetro de la aorta de los ratones no
transgénicos (controles; C57BL/6J; WT) y transgénicos para NR4A3 humano
(TgNR4A3MYy infundidos con suero salino (s. salino) o angiotensina Il (Ang Il: 1000

3CML

ng/kg/min durante 28 dias). Un grupo de ratones TgNR4A infundidos con Ang |l
fue tratado con AMPT (100 mg/kg, via i.p., administrado dos veces al dia desde el dia
anterior a la implantacion de la bomba de Ang Il). El diametro de la aorta se determino
mediante ultrasonografia. Los valores se expresan como media £ SEM (al menos
n=7). P < 0,05: * vs. tiempo O del mismo grupo experimental; # vs. el mismo animal
infundido con suero salino al mismo tiempo; ¢ vs. TQNR4A3CML infundidos con Ang |
y ftratados con AMPT. (B) Imagenes representativas obtenidas mediante
ultrasonografia de la vision transversal de la aorta de cada uno de los grupos
experimentales indicados en (A) al cabo de las 4 semanas de tratamiento. (C)
Fotografias representativas de las aortas de los ratones de los 5 grupos al finalizar el

estudio.

FIG. 6. El tratamiento con AMPT limita las alteraciones estructurales y el infiltrado

inflamatorio en la aorta de los ratones TgNR4A3M-

infundidos con angiotensina Il. Se
infundieron ratones no transgénicos (controles; C57BL/6J; WT) y transgénicos para
NR4A3 humano (TgNR4A3°MY) con suero salino (s. salino) o angiotensina Il (Ang II;
1000 ng/kg/min durante 28 dias). Un grupo de animales transgénicos infundidos con
Ang |l fueron tratados o no con AMPT (100 mg/kg, via i.p., administrado dos veces al

dia desde el dia anterior a la implantacion de la bomba de Ang Il). (A y B) Imagenes
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representativas del analisis histolégico mediante tincion de tricromico de Masson (A) y
de orceina (B) en secciones de |la aorta abdominal de los grupos de estudio indicados.
Las flechas indican rupturas de las fibras elasticas. (C) Tincién representativa para
MAC3 (marcador de macréfagos) en secciones de la aorta abdominal de cada uno de
los grupos experimentales. Las flechas indican regiones positivas para MAC3. Barra:
100 micras.

EJEMPLOS

A continuacion, se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los
inventores, que ponen de manifiesto la efectividad del tratamiento con AMPT, un
inhibidor de la TH, para reducir la incidencia y gravedad de los aneurismas aorticos
desarrollados en respuesta a la infusion con Ang Il en ratones transgénicos para NOR-
1y ratones Apo E™.

Ejemplo 1. Analisis de los niveles de expresion de NR4A3 v TH en la aorta de

pacientes con AAA y donantes sanos.

Se obtuvieron muestras de pared arterial aneurismatica procedentes de pacientes
sometidos a cirugia abierta reparadora y de aorta abdominal de donantes
multiorganicos que fueron congeladas inmediatamente en nitrégeno liquido para
posteriores analisis de ARNm y proteina. Se analizaron los niveles de expresiéon
(ARNm) de NR4A3 y TH en dichas muestras mediante PCR a tiempo real. Para ello se
extrajo el ARN total de las muestras de aorta indicadas con el sistema RNeasy Micro
kit (Qiagen). El ARN (1 ug) se retrotranscribi6 a ADNc mediante el High Capacity
cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems) en presencia de secuencias
aleatorias. Asimismo, para la determinaciéon de los niveles proteicos por Western blot,
las muestras de tejido se homogeneizaron en un tampon de lisis frio que contenia 50
mM Tris-HCI pH 7.5, 1% (p/v) Triton X-100, 150 mM NaCl y 1 10 mM DTT,
suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche). Las proteinas se
resolvieron por SDS-PAGE bajo condiciones reductoras y se ftransfirieron a
membranas de fluoruro de polivinilideno (Immobilon, Millipore). El analisis por Western
blot se realizé mediante anticuerpos contra la TH (ab75875, Abcam) y contra la B-
actina (A5441, Sigma), y la deteccion usando el anticuerpo secundario conjugado a
peroxidasa de rabano adecuado y el sistema de deteccion Supersignal (Pierce). La
homogeneidad de carga proteica en cada carril se verific6 mediante la tincion de
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Ponceau y la determinacién de los niveles de B-actina. Estos analisis evidenciaron un
incremento en la expresiéon (ARNm y proteina) de TH en la aorta de pacientes con
AAA frente a la de donantes sanos (Figura 1A y B), asi como mayores niveles de
ARNmM de NR4A3 en la aorta aneurismatica (Figura 1C). Ademas, observamos la
existencia de una correlacion positiva entre los niveles de ARNm de NR4A3 y los de la
TH en dichas muestras tras aplicar el coeficiente de correlacion de Spearman sobre
los datos transformados a Log10 (Figura 1D).

Ejemplo 2. Analisis de los niveles de expresidon de TH en modelos animales de

susceptibles al desarrollo de aneurisma adrtico.

Los estudios se desarrollaron en dos modelos que desarrollan AAA tras la infusién con
Ang lI: ratones macho transgénicos que sobreexpresan el receptor humano NR43A
especificamente en CMLV y ratones macho ApoE™. En estos estudios se incluyd un
grupo control de ratones macho no transgénicos (C57BL/6J, WT), animales que
presentan una baja susceptibilidad al desarrollo de aneurisma por infusion de Ang Il
Animales de los 3 grupos de estudio (ratones no transgénicos, transgeénicos para
NR4A3 y ApoE™) fueron sacrificados mediante anestesia terminal por via
intraperitoneal con una mezcla de medetomidina (1 mg/kg) y ketamina (75 mg/kg) en
suero salino (volumen final de 200 pl), las aortas se recogieron inmediatamente, se
elimind el tejido conectivo y el exceso de grasa perivascular, se congelaron
inmediatamente en nitrégeno y almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento para la
extraccion del ARN total tal y como se indica en el Ejemplo 1. El analisis de la
expresion de la TH por PCR a tiempo real en la aorta de estos animals mostré que los

3CML

dos modelos (ratones TgNR4A y ApoE™) presentaban niveles de mRNA de la TH
muy superiores a los detectados en ratones no transgénicos (Figura 2). El incremento
en la expresion de la TH en ambos modelos fue de magnitud similar al observado en
pacientes con AAA frente a donantes (Figura 1A). Por tanto, la expresiéon de TH esta
fuertemente incrementada en aquellos modelos animales susceptibles al desarrollo de

AAA.

Eiemplo 3. Analisis del impacto de la inhibicion farmacoldgica de la TH sobre el

desarrollo de aneurisma inducido por la Ang Il en ratones ApoE™.

Los estudios se desarrollaron en ratones macho ApoE” que se aclimataron a la
instalacion durante 1 semana antes del estudio. Los animales fueron infundidos con
Ang Il (1000 ng/kg/min) mediante minibombas osmoticas (modelo 1004, Alzet)
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implantadas subcutaneamente en el espacio interescapular de los ratones previa
anestesia con isoflurano. El procedimiento dura aproximadamente 15 minutos por
animal. Inmediatamente tras la cirugia se administraron antibiéticos (penicilina, 22.000
u/Kg, i.m.) y analgésicos (buprenorfina 0,05 mg/Kg, i.m.) para prevenir infecciones y
limitar el malestar de los animales, los cuales se mantuvieron sobre una almohadilla
térmica hasta que se despertaron tras la intervencion y fueron cuidadosamente
monitorizados durante el periodo post-cirugia. Un grupo de los ratones infundidos con
Ang |l recibié tratamiento con AMPT (100 mg/kg, via i.p) administrado dos veces al dia
desde el dia anterior a la implantacién de la bomba de Ang Il y a lo largo de todo el
estudio (28 dias). El grupo control estaba constituido por ratones ApoE™ infundidos
con suero salino. La presion arterial se evalué semanalmente (a los 0, 7, 14, 21y 28
dias) mediante el método de la pletismografia en la cola. El diametro de la aorta
también se evalué semanalmente mediante ecografia abdominal utilizando un equipo
de ultrasonidos (Vevo2100 Imaging systems; Visualsonics) con un transductor de 30
MHz. Para ello los ratones se anestesiaron mediante inhalacion de isofluorano al 1,5%
y se aseguraron en posicion supina sobre una plataforma térmica. Tras afeitar la
region del precordio se aplicé el transductor a la pared abdominal para realizar las
mediciones de la aorta abdominal. Aquellas aortas abdominales con diametros
externos superiores o iguales a 1,5 mm se consideraron aneurismaticas. Todas las
medidas se realizaron a partir de las imagenes captadas mediante la utilizacion del
software de analisis. Al cabo de 4 semanas los animales fueron sacrificados mediante
anestesia terminal por via intraperitoneal con una mezcla de medetomidina (1 mg/kg) y
ketamina (75 mg/kg) en suero salino (volumen final de 200 ul), las aortas se
recogieron inmediatamente, se examinaron para determinar la presencia de
aneurismas y se congelaron inmediatamente en nitrogeno o se fijaron en
paraformadehido para la caracterizacion macroscépica o ser embebidos en parafina y
procesados para los estudios histoquimicos. Estos analisis constataron que la infusién
con Ang Il incremento la presion arterial, parametro que no se vio significativamente

alterado como consecuencia del tratamiento con AMPT (Tabla I).

Tiempo :
(dias) s. salina Angll Ang II+tAMPT
0 102,78+2,58 108,77+ 1,39 100,55+ 1,97

7 104,67+5,68 129,05+3,84 133,99+4,51
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14 100,53+1,63 134,66+5,04* 136,36+ 4,93
21 103,08+4,44 145,59+ 4,49* 143,34+4,86*
28 103,09+2,30 151,58+6,60* 154,46+5,72*

s. sal: solucién salina. Los valores expresados en mm Hg corresponden a la media £
SEM, *p < 0.001 vs. ratones infundidos con s. salina

Tabla |. Efecto de la administracién de AMPT sobre la presion sistélica en

ratones Apo E” infundidos con solucién salina o Ang Il

Los estudios por ultrasonografia demostraron que la infusién con Ang |l en ratones
ApoE™" incrementé significativamente el didametro de la aorta respecto a los animales
control infundidos con suero salino, y que este efecto se atenud por el tratamiento con
AMPT (Figura 3A y B). La administracion de AMPT redujo el incremento en el diametro
aortico a valores similares a los de los animales control, un efecto significativo a los 14
dias de tratamiento y que se acentué de forma progresiva hasta la finalizacion del
estudio tras 28 dias, tal y como puede determinarse también a través de la

visualizacién macroscopica de la aorta (Figura 3C).

Los analisis histologicos mediante la tincion de tricromico de Masson de secciones de
5 pym de las muestras de aorta fijadas y embebidas en parafina, demostré que en los
ratones ApoE™ la infusién de Ang Il produce un importante remodelado vascular
caracterizado por un incremento en la deposicién de colageno que se atenua por el
tratamiento con AMPT (Figura 4A). Asimismo, la tincion de orceina mostré que el
AMPT limitaba la desorganizacion y ruptura de las fibras elasticas inducida por la
infusion de Ang Il en estos animales (Figura 4B). La inhibicion de la TH mediante el
tratamiento con AMPT también previno el importante infiltrado de macrofagos (celulas
positivas para MAC3) en la pared vascular inducido por la infusion de Ang Il en los
ratones ApoE™ (Figura 4C).

Eijemplo 4. Analisis del impacto de la inhibicibn farmacolégica de la TH sobre el

desarrollo de aneurisma inducido por la Ang Il en ratones transgénicos para NR4A3

Los estudios se desarrollaron de modo similar a como se ha descrito en el Ejemplo 3.
En este caso se analizo el efecto de la infusion de Ang Il sobre el diametro de la aorta
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en animales control (C57BL/6J; WT) y en ratones transgénicos para NR4A3
(TgNR4A3MY Los ratones transgénicos infundidos con Ang |l fueron divididos en dos
grupos, uno de los cuales recibié tratamiento con AMPT desde el dia anterior a la
implantaciéon de las bombas de Ang Il, tal y como se indicé en el Ejemplo 3, mientras el
segundo grupo solo recibio el vehiculo en el que se administré este farmaco (solucion
salina). Los grupos control estaban constituidos por ratones transgenicos y por
controles no transgénicos infundidos con suero salino. Estos estudios mostraron que la
infusion con Ang Il incrementé la presion arterial tanto en animales WT como en los
ratones transgénicos sin que se observaran diferencias significativas entre ellos o

como consecuencia del tratamiento con AMPT (Tabla II).

Tomeo | wresal TG+sal | WT+Angll | TG+Angll | ovAnd
0 | 10545+112 | 97.22¢422 | 98,571+6,57 | 99.88+1,19 | 100,19+132
7 10020£16 | 98.29+538 | 11537+2,87* | 113,67+1,58" | 111,79+1,91*
14 | 101,50:15 | 98.833+473 | 126194530 | 132,48+2,57* | 129,03+1,92*
21 | 103,3742,62 | 103,7241,28 | 143.96+16,6* | 14596£8.20* | 146,44+6 42*
28 | 97,094365 | 100,65+3.61 | 147,08+3 14* | 157,80£12,53* | 158,59+3,61*

WT: animales control no transgénicos; TG: ratones TgNR4A3“™*: sal: solucién salina. Los

15

20

25

valores expresados en mm Hg corresponden a la mediazSEM, p < 0.05, * vs. animales
infundidos con solucién salina.

Tabla ll. Efecto del tratamiento con AMPT sobre la presidn sistélica en ratones WT y

TgNR4A3™ infundidos con solucién salina o Ang |l

Los analisis por ultrasonografia demostraron que la infusion con Ang Il incrementé de
forma significativa el diametro de la aorta de los animales transgénicos respecto a los
animales WT. El tratamiento con AMPT previno este efecto de forma significativa al
cabo de 21y 28 dias (Figura 5A y B) alcanzando valores similares a los de los ratones
WT infundidos con Ang Il. La atenuacién de la dilatacién aodrtica inducida por la Ang
en los los ratones TgNR4A3M- tratados con AMPT se visualizoé también a punto final

tras la extraccion y fijacion de la aorta (Figura 5C).

Analogamente a lo descrito en el Ejemplo 3, el tratamiento con AMPT en ratones
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TgNR4A3“M- atenud el exacerbado remodelado vascular y la deposicién de colageno
inducido por la Ang Il en los animales transgénicos, tal y como se observa tras la
tincién de tricromico de Masson (Figura 6A). La tincion de orceina constatd que la
inhibicion de la TH mediante AMPT en animales infundidos con Ang Il limitd la
desestructuracion y ruptura de las laminas elasticas observada en la aorta de los
ratones TgNR4A3M y los estudios inmunohistoquimicos para MAC3 demostraron que
este farmaco redujo el importante infiltrado inflamatorio vascular desencadenado por la

Ang Il en estos animales.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto inhibidor de la tirosina hidroxilasa para uso en el tratamiento o

prevencion del aneurisma adrtico.

2. Compuesto inhibidor de la tirosina hidroxilasa para uso segun la reivindicacion

1, donde dicho compuesto es alfa-metil-p-tirosina (AMPT).

3. Compuesto inhibidor de la tirosina hidroxilasa para uso segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 o 2, donde dicho aneurisma aodrtico se presenta en la aorta toracica

o en |la aorta abdominal.

4, Compuesto inhibidor de la tirosina hidroxilasa para uso segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3, donde dicho compuesto se administra en combinacion con
al menos uno de otros agentes seleccionados de entre farmacos hipolipemiantes,
antihipertensivos, betabloqueantes, bloqueantes de canales de calcio, diuréticos,

nitratos o inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina.

5. Compuesto inhibidor de la tirosina hidroxilasa para uso segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, donde dicho compuesto se administra en una composiciéon

farmacéutica que comprende al menos un excipiente biocompatible.
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otros documentos de la misma naturaleza, cuya combinacién
resulta evidente para un experto en la materia.

documento que forma parte de la misma familia de patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la biisqueda internacional.

29/10/2019

Fecha de expedicién del informe de biisqueda internacional.

30 de octubre de 2019 (30/10/2019)

Nombre y direccién postal de la Administracion encargada de la
biisqueda internacional

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS

Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espafia)

N° de fax: 91 349 53 04

Funcionario autorizado
M. Ybarra Fernandez

N° de teléfono 91 3493410

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Enero 2015)
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Documento de patente citado Fecha de Miembro(s) de la Fecha de
en el informe de biisqueda Publicacion familia de patentes Publicacion
US2005187278 Al 25.08.2005 WO02005041864 A2 12.05.2005
WO02005041864 A3 18.05.2006
WO02005020926 A2 10.03.2005
W02005020926 A3 06.05.2005
MXPA06004499 A 27.06.2006
JP2007509154 A 12.04.2007
EP1691797 A2 23.08.2006
CA2542277 Al 12.05.2005
BRPI0415753 A 19.12.2006

PCT/ISA/210 (Anexo — familias de patentes) (Enero 2015)
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