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DESCRIPCION
Composiciones para reducir la formacion de cicatrices durante la cicatrizacién de una herida
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a composiciones e intervenciones, cuyo objetivo es mejorar la cicatrizacion de
una herida reduciendo la formacion de fibroblastos y la deposicién de matriz extracelular y, por lo tanto, la formacion de
cicatrices.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La formacién de cicatrices durante la cicatrizacién de una herida es un proceso no deseado cosméticamente,
especialmente si las cicatrices se forman en la cara y otras partes del cuerpo visibles o que determinan la identidad. La
formacion de cicatrices también puede tener repercusiones sobre la salud. Un ejemplo destacado es la formacion de la
cicatriz de miocardio que tiene lugar después de un infarto de miocardio que afecta a la funcion cardiaca induciendo una
remodelacion cardiaca, reduciendo la adaptabilidad cardiaca y comprometiendo la conduccion eléctrica normal a través
del corazon.

[0003] Cuando estamos heridos, el cuerpo lanza una operacion de rescate compleja. Unas células especializadas
conocidas como fibroblastos que estan presentes justo debajo de la superficie de la piel empiezan a actuar, entran en la
matriz de la herida provisional (el coagulo) y empiezan a secretar colageno para cerrar la herida tan rapido como sea
posible. En principio, esta matriz es blanda y esta cargada con factores de crecimiento. Los fibroblastos "se arrastran”
alrededor de la matriz, atrayendo y reorganizando las fibras. La matriz se vuelve mas resistente y, en un determinado
momento, los fibroblastos paran de migrar y se convierten en células contractiles potentes que se anclan a la matriz y
unen los bordes de la herida.

[0004] Aunque este proceso cura una herida rapidamente, también puede llevar a un incremento del tejido fibroso.
Después de un traumatismo en los 6rganos vitales tales como el corazén, pulmén, higado vy rifién, los fibroblastos
excesivamente activos pueden continuar construyendo cadenas fibrosas, llevando a la formacion de tejido de
cicatrizacion que puede perjudicar la funcidon del érgano. Esta condicion, llamado "fibrosis", puede ser fatal. Los
fibroblastos son también los culpables de los problemas provocados por implantes; si el implante es demasiado liso,
nunca se incorpora debidamente en el tejido conjuntivo. No obstante, si es demasiado texturizado, se crea tejido de
cicatrizaciéon a su alrededor y el tejido no funciona como es debido. Ocasionalmente, después de la cirugia plastica,
también se puede crear en la piel un excesivo tejido de cicatrizacion antiestético. El proceso también puede causar
problemas en los cultivos de célula madre mesenquimal; si el sustrato del cultivo es resistente, se deben hacer unos
esfuerzos considerables para prevenir que las células madre se conviertan prematuramente en fibroblastos en lugar de
en el tipo de célula deseada. Por tanto, el control de la rigidez del cultivo celular es fundamental.

[0005] Un fibroblasto es un tipo de célula que sintetiza y mantiene la matriz extracelular de muchos tejidos animales. Los
fibroblastos proveen de una estructura (estroma) a muchos tejidos, y desempefian un papel fundamental en la
cicatrizacion de una herida. Son las células mas comunes del tejido conjuntivo en animales.

[0006] La funcion principal de los fibroblastos es mantener la integridad estructural de los tejidos conjuntivos mediante la
secrecion continua de precursores de la matriz extracelular. Los fibroblastos segregan los precursores de todos los
componentes de la matriz extracelular, principalmente la sustancia basica y una variedad de fibras. La composicion de
la matriz extracelular determina las propiedades fisicas de los tejidos conjuntivos.

[0007] Los fibroblastos son morfolégicamente heterogéneos con aspectos diversos dependiendo de su localizacion y
actividad. Aunque son morfolégicamente poco Vvisibles, los fibroblastos transplantados de forma ectdpica
frecuentemente pueden retener la memoria posicional de la ubicaciéon y contexto de tejido donde se han alojado
previamente, al menos durante algunas generaciones.

[0008] A diferencia de las células epiteliales que recubren las estructuras del cuerpo, los fibroblastos no forman
monocapas planas y no estan restringidos por una fijacion de polarizaciéon a una lamina basal lateral, aunque ellos
pueden contribuir en los componentes de lamina basal en algunas situaciones (p. €j., los miofibroblastos subepiteliales
en el intestino pueden segregar el componente de la laminina que contiene la cadena a-2, que sélo esta ausente en
zonas epiteliales asociadas al foliculo que carecen del revestimiento de miofibroblastos). Los fibroblastos también
pueden migrar lentamente sobre el substrato como células individuales, de nuevo a diferencia de las células epiteliales.
Mientras las células epiteliales forman el revestimiento de las estructuras del cuerpo, son los fibroblastos y el tejido
conjuntivo los que esculpen el "volumen" de un organismo.

[0009] Nakao y compafieros han estudiado los efectos de la anexina A5 en los queratinocitos humanos normales (NHK)
in vitro y en unos ensayos de herida quirirgica para reepitelizacion (Nakao et al.: A new function of calphobindin |
(annexin A5): Promotion of both migration and urokinase-type plasminogen activator activity of normal human
keratinocytes; Eur. J. Biochem. (1994) 223: 901-908). Estos estudios in vitro mostraron estimulacién por parte de la
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calfobindina de la sintesis de uPA de queratinocitos epiteliales y su migracion (pero no proliferacion). La aplicacion
tépica de calfobindina en las lesiones cutaneas de la piel de rata parecian estimular la reepitelizacion en estos
experimentos.

[0010] Watanabe y compafieros han declarado que la anexina A5 estimula la cicatrizacion de una herida epitelial corneal
in vitro e in vivo y que el aumento de uPA liberado de células epiteliales corneales puede contribuir a este efecto de la
anexina A5 (Watanabe et al.; Promotion of Corneal Epithelial Wound Healing In Vitro and In Vivo by Annexin A5; Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci. 2006 47: 1862-1868).

[0011] No obstante, estos autores no sugieren el uso de anexinas de forma farmacéutica en el contexto de la formacion
de cicatrices.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0012] Segun la invencion, se descubrié que la formacién de cicatrices que tiene lugar durante la cicatrizacion de una
herida de un mamifero se puede evitar o reducir administrandole al mamifero una anexina, que es un compuesto de
union de fosfatidilserina.

[0013] La reduccién de la formacion de cicatrices puede llevarse a cabo como parte de una terapia cosmética. Como
alternativa, esto puede efectuarse como parte de la cirugia plastica, o como parte de un post-tratamiento de cirugia
plastica.

[0014] La reduccion de la formacion de cicatrices también puede llevarse a cabo como parte de un tratamiento de
prevencioén del colapso cardiaco.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FORMAS DE REALIZACION PREFERIDAS

[0015] En un primer aspecto, la invencion se refiere a una anexina (un compuesto de unidn de fosfatidilserina) para su
uso en la prevencion, inhibiciéon o, de otra manera, para la reduccién en la formacién de cicatrices en la piel de un
mamifero. Las formulaciones adecuadas farmacéuticamente son, especialmente, formulaciones para la administracion
intravenosa o topica, tales como pomadas, cremas, emplastos y soluciones o suspensiones inyectables.

[0016] La formaciéon de cicatrices reducida es importante en condiciones donde puede darse una fibrosis excesiva.
Dicha condicion puede ser una forma de formacion patolégica de la cicatriz de la piel (p. €j., formacion de cicatriz
hipertroéfica o queloides) o una cicatriz interna o fibrosis. Como alternativa, la condicién puede ser también una
enfermedad fibrética o trastorno como se ha mencionado anteriormente. Otras condiciones que se pueden tratar
incluyen trastornos fibréticos de la piel tales como: esclerodemia, esclerosis sistémica, sindrome de Crest, esclerosis
tuberosa con parches cutaneos, colagenoma cutaneo familiar, trastornos inmunolégicos y metabdlicos de la piel (porfiria
cutanea tarda, enfermedad de injerto contra huésped croénica), fascitis eosinofilica, lupus discoide eritematoso,
dermatomiositis, enfermedad mixta del tejido conjuntivo, fibrosis cutanea inducida por farmacos, enfermedad de
Peyronie, fibrosis submucosa oral, fibrosis inducida después de exposiciones medioambientales y dietéticas, trastornos
fibroticos de otros drganos que incluyen: fibrosis pulmonar/cardiaca, fibrosis/cirrosis hepatica, fibrosis renal, fibrosis del
tracto gastrointestinal, fibrosis inducida por farmacos (p. €j., después del transplante de érganos), fibrosis del sistema
nervioso periférico y central, fibrosis del sistema vascular (venas y arterias), fibrosis del tracto genitourinario masculino y
femenino, y fibrosis ginecoldgica (fibrosis de las trompas de Falopio, fibromas uterinos).

[0017] En una forma de realizacion preferida, la invencion se refiere a la prevencién de la formacién de la cicatriz de
miocardio, reduciendo asi la posibilidad de colapso cardiaco. De este modo, la invencién comprende una anexina para
prevenir, inhibir o, de otra manera, reducir la fibrosis en el corazén de un mamifero. Las formulaciones
farmacéuticamente adecuadas son especialmente formulaciones para la administracién intrapericardica e intravenosa,
tales como soluciones o suspensiones inyectables.

[0018] La reduccion de la fibrosis en el corazén puede ser parte de un programa de tratamiento de mamiferos que
sufren de infarto de miocardio o de sus efectos. Dicho programa comprende la administracion de anexina A5 o un
derivado de la misma, por ejemplo, a un paciente que ha sufrido un infarto de miocardio en un periodo de tiempo de
siete dias antes de la administracion de la anexina A5. La cantidad de anexina A5 o derivados puede variar entre 0,002
mg/kg y 10 mg/kg de peso corporal, mas particularmente de 0,02 a 2 mg/kg de peso corporal.

[0019] Alternativamente o ademas, la anexina se puede administrar a un mamifero como parte de un tratamiento para
reducir la posibilidad de desarrollar un colapso cardiaco.

[0020] Se cree que la anexina sirve para inhibir o reducir la carga de fibroblastos en el tejido deteriorado y circundante, y
por lo tanto para reducir o atenuar la formacion de tejido conjuntivo y reducir la cicatriz.

[0021] Como se describe en este caso, una anexina es un compuesto de uniéon de fosfatidilserina en particular un
compuesto proteinaceo capaz de unirse a la fosfatidilserina, especialmente con una disociaciéon constante de
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fosfatidilserina Kd < 10 M, preferiblemente Kd < 108 M, y preferiblemente sin unirse a la fosfatidilcolina, especialmente
con una constante de disociacion para la fosfatidilcolina Kd > 107, preferiblemente > 10°®. Algunos ejemplos de los
mismos son los compuestos de la familia de la denominada anexina y derivados de las anexinas, incluyendo la anexina
humana descrita en el documento WO 2007/069895, tales como anexina A4, anexina A5 y anexina A8. En particular, el
compuesto de union de la fosfatidilserina es una anexina A5 o un derivado de la misma.

[0022] Como resultado de su capacidad de reconocimiento de la fosfatidilserina expuesta en la superficie celular de
células que estan presentes en cicatrices, el compuesto de unién de fosfatidilserina administrado se concentra en la
zona de la herida de curacion.

[0023] La anexina, tal como la anexina A5, puede ser la forma no modificada, con la secuencia de aminoacidos (en el
caso de A5) de la figura 1 del documento WO 2007/069895. Como tal, la anexina puede ser una anexina nativa, o
puede ser una anexina recombinante producida mediante métodos conocidos en el estado de la técnica. La anexina no
modificada puede comprender o no un residuo de metionina N-terminal u otra secuencia lider.

[0024] La anexina también puede ser encontrarse en una forma modificada, donde son sustituidos uno o mas
aminoacidos. Un ejemplo adecuado de una anexina modificada es una anexina con un Unico residuo de cisteina en la
parte concava de la anexina, tal como un residuo de cisteina en una de las posiciones N-terminales 1-15 de la
secuencia de aminoacidos de anexina A5. Tales modificaciones se describen, por ejemplo, en el documento WO
2006/003488. Tal modificacion de los compuestos de anexina permite que el compuesto se una de forma covalente a
compuestos biolégicamente activos capaces de asistir en la reduccion de la formacién de matriz extracelular, o capaces
de realizar otra funcion biolégica deseada. Como alternativa, la anexina se puede acoplar a una nanoparticula, que se
puede usar como un portador para compuestos biolégicamente activos y aumentar la carga util de compuestos
biolégicos acoplados a la anexina. Algunos ejemplos de dichos compuestos biolégicamente activos incluyen
compuestos antiinfecciosos tales como antibidticos (tetraciclina, minociclina, eritromicina, clindamicina, metronidazol,
sulfacetamida, amoxicilina, trimetroprima, quinonas), compuestos antiapoptéticos (inhibidores de caspasa, inhibidores
de calpaina, inhibidores de catepsina), compuestos antiinflamatorios tales como esteroides, antimetaloproteinasas
matriciales (TIMP-1, 2, 3 y 4), moléculas anti-MMP especialmente pequefias (PM 150-750) tales como derivados de
metilpentanamida (marimastato), prinomastato (AG-3340), inhibidores basados en péptidos (batimastato, ilomastato
(GM6001), FN-439), inhibidores basados en hidroxamicos (RO113-2908), inhibidores de plasmina (inhibidor de plasmita
alpha2, inhibidores a base de aminoacidos de veneno de serpiente, inhibidores a base de péptidos), compuestos
antivirales. Las nanoparticulas pueden ser, por ejemplo, de naturaleza sélida, semisdlida o lipidica liquida, por ejemplo,
segun la tecnologia convencional de nanoparticulas lipidicas, y emulsiones de polimeros. Algunos ejemplos de
nanoparticulas adecuadas incluyen liposomas. La unién covalente se puede realizar usando métodos conocidos, tales
como los descritos en los documentos WO 2006/003488 y WO 2007/069895, por ejemplo, mediante acoplamiento del
residuo de cisteina a través de un enlazador activado por maleimida hacia el compuesto bioldgicamente activo o la
nanoparticula que contiene dicho compuesto activo.

[0025] La anexina se administra a un mamifero, especialmente humano, sujeto a una cantidad eficaz en una formulacion
farmacéuticamente adecuada. Una cantidad eficaz se determina de acuerdo con la condicion y estado general, edad,
peso corporal, forma de administracion, etc., del paciente. Esta puede ser, por ejemplo, entre 0,15 mg y 150 mg por
paciente al dia, o en particular entre 0,5 y 50 mg por paciente al dia o0 mas en particular entre 1 y 20 mg por paciente al
dia. En caso de administracion por via tépica, la cantidad de dosificacion puede ser particularmente, por ejemplo, entre
0,15 y 50, mas en particular entre 0,25 y 20, muy especialmente entre 0,5 y 10 mg por paciente al dia. En caso de
administracion sistémica (p. €j., intravenosa), la cantidad de dosificacion puede ser particularmente, por ejemplo, entre
0,5 y 200 mg, mas en particular entre 1 y 100 mg, muchos especialmente entre 5 y 50 mg por paciente al dia. Se
prefiere expresar la cantidad de dosificacion en mg por kg de peso corporal al dia. Asi, la cantidad de dosificacion es por
ejemplo de 0,002 mg/kg a 10 mg/kg al dia, o en particular entre 0,01 y 1 mg/kg al dia o0 mas particularmente entre 0,02 y
0,4 mg/kg al dia. Para la administracion sistémica, la cantidad de dosificacion preferida es de 0,01 a 5, mas
preferiblemente de 0,02 a 2,5, de forma mas preferible entre 0,05 y 1 mg/kg.

[0026] La formulacion farmacéuticamente adecuada generalmente puede ser una formulacion adecuada para la
administracion sistémica (es decir, atépica). Algunas formas adecuadas de administracion comprenden inhalacion,
inyeccion intravenosa, inyeccion intrapericardica, inyeccion intradérmica, y un parche de farmaco transdérmico.

[0027] La administracion intrapericardica se puede llevar a cabo usando técnicas endoscoépicas (toracoscopica o
laparoscoépica) con incisiones minimas y control visual local de una inyeccién a través del pericardio. Como alternativa,
la administracion intrapericardica se puede realizar mediante el uso de inyeccion sin incision y control visual externo. La
administracion intrapericardica se describe, por ejemplo, en el documento WO 2000/44443.

[0028] Las formas de inyeccion comprenden soluciones acuosas, dispersiones y similares, por ejemplo, suspensiones
de nanoparticulas lipidicas, que contienen un compuesto de unién de fosfatidilserina en una concentracién que varia de
0,1 mg/ml a 50 mg/ml. El medio portador es ventajosamente una soluciéon isoosmolar (o isotonica) que contiene sal
fisiolégica y/o niveles de azucar.

[0029] La administracion sistémica, incluyendo la intravenosa, se puede llevar a cabo usando una administracion
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continua (infusién gota a gota) o mediante inyecciones Unicas (bolo) o repetidas.

[0030] Otra forma de inyeccion sistémica es a través de un parche del dispositivo transdérmico, permitiendo que el
farmaco pase a través de la piel hasta la circulacion sanguinea. Se puede combinar la administracion transdérmica con
la aplicacion tépica mediante parches apropiados.

[0031] La formulacion farmacéuticamente adecuada también puede ser en general una formulacion adecuada para la
administracion tdpica. Las formas de administracion adecuadas comprenden cremas, pomadas, geles y lociones. Las
cremas y las lociones son emulsiones de aceite en agua y contienen emulsionantes. Se pueden formular compuestos de
union de fosfatidilserina en cremas y locién en una concentracién que varia de 0,1 mg/ml a 50 mg/ml, especialmente
entre 1 y 20 mg/ml. Las emulsiones pueden contener agentes estabilizantes del pH, fragancias, conservantes,
antioxidantes, y aditivos de color. Los geles se basan en polimeros hidrofilicos tales como polisacaridos, polimeros
acrilicos, oxietileno, oxipropileno y polimeros similares. Los compuestos de unién de fosfatidilserina pueden estar
formulados en geles en una concentracion que varia de 0,1 mg/ml a 50 mg/ml. Los geles pueden contener agentes
estabilizantes de pH, fragancias, conservantes, antioxidantes y aditivos de color.

[0032] La invencion también se refiere a una composicion farmacéutica, en la que el compuesto de unién de
fosfatidilserina esta formulado con excipientes farmacéuticamente aceptables. Algunos ejemplos de dichos excipientes
incluyen agua, cationes, aniones, proteinas estabilizantes, carbohidratos estabilizantes, y agentes quelantes, etc.

[0033] La reduccion de la formaciéon de cicatrices puede llevarse a cabo como parte de una terapia cosmética,
especialmente dénde la cicatriz esta presente en zonas expuestas, como la cara. Como alternativa, esto puede
efectuarse como parte de la cirugia plastica, o como parte de un post-tratamiento de cirugia plastica, donde la cirugia
plastica produce, o tiene el riesgo de dar como resultado, una formacion de cicatriz. La forma de administracién y
dosificaciones pueden ser las mismas para el tratamiento cosmético o cirugia plastica en cuanto al tratamiento
terapéutico como se ha descrito anteriormente, aunque la administracion tépica se prefiere frecuentemente.

Ejemplo:

[0034] Este experimento fue disefiado para estudiar el efecto de la anexina A5 en la infiltracion de fibroblastos y la
deposicion de tejido conjuntivo en la piel que fue deteriorado debido a una incisidn con un escalpelo. Este disefio es un
modelo general para la cicatrizacion de una herida y representa procesos fundamentales de cicatrizacion de una herida
como pueden ocurrir en el corazén como consecuencia, por ejemplo, de un infarto de miocardio.

[0035] Se anestesi6 a los ratones usando técnicas estandar. Se hizo una incisién en la piel dorsal con un escalpelo. Se
implanté una mini bomba osmética dorsalmente y subcutaneamente. Las mini bombas osméticas fueron rellenadas bien
con una solucion de anexina A5 o bien una solucién salina. La dosis de administracion fue 2,8 mg/kg por dia. Se cosio la
incision de la piel y se permitio a los ratones moverse libremente y beber y comer ad libitum.

[0036] Dos semanas mas tarde, los ratones fueron sacrificados y se tomaron muestras de la piel para hacer analisis
histoquimicos. Las muestras fueron fijadas con paraformaldehido y, ademas, procesadas segun técnicas estandar.

[0037] Se seccionaron muestras introducidas en parafina y las secciones fueron, ademas, procesadas segun técnicas
estandar. Las secciones fueron tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E) y técnicas de coloraciéon de tejido conjuntivo
estandar. Se detectaron fibroblastos en las secciones tefiidas de H&E.

[0038] Unos analisis histoquimicos revelaron que la anexina A5 reducia la infiltracién y la deposicion de tejido conjuntivo
en la zona de la piel donde se hizo la incisién y posteriormente se cosié en comparacion con los ratones que fueron
tratados con muestras en blanco. Los analisis también mostraban que la formacién de cicatrices se redujo
notablemente. La reduccién de la formaciéon de cicatrices posiblemente resulta de la infiltracion disminuida de
fibroblastos y la deposicion de tejido conjuntivo reducida.

[0039] En este ejemplo, la anexina A5 se aplico a través de una mini bomba osmética que libera anexina A5 en el
intersticio subcutaneo. La anexina A5 puede aplicarse también de forma tépica mediante el uso de sistemas portadores
tales como cremas, lociones y geles, localmente a través de inyecciones subcutaneas y sistémicamente a través de
inyecciones intravenosas.
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REIVINDICACIONES
1. Anexina para el uso en la reduccion de cicatrices durante la cicatrizacion de heridas.
2. Anexina para el uso segun la reivindicacion 1, donde la anexina debe ser administrada sistémicamente.

3. Anexina para el uso segun la reivindicacion 2, donde la anexina debe ser administrada a través de una inyeccion
intravenosa.

4. Anexina para el uso segun la reivindicacion 1, donde la anexina debe ser administrada tdpicamente a través de una
crema, gel o locion.

5. Anexina para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la anexina es una anexina A5.

6. Anexina para el uso segun la reivindicacion 5, donde dicha anexina es una anexina que contiene un Unico residuo de
cisteina en la parte concava de la molécula.

7. Anexina para el uso segun la reivindicacion 6, donde dicha anexina se acopla a una nanoparticula, preferiblemente un
liposoma.

8. Anexina para el uso segun la reivindicaciéon 5 o 6, donde dicha anexina se acopla a un agente antiinfeccioso,
antiinflamatorio, antimetaloproteinasa matricial, o un agente antiapoptotico, ya sea directamente o a través de una
nanoparticula.

9. Anexina para el uso segun la reivindicacion 8, donde dicho antiinfeccioso pertenece a la clase de los antibiéticos,
dicho antiinflamatorio pertenece a la clase de los esteroides, o dicha antimetaloproteinasa matricial pertenece a la clase
de compuestos quimicos con un peso molar de 150-750 Da.

10. Anexina para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde la anexina debe ser administrada en una
dosis diaria entre 0,002 y 10 mg/kg de peso corporal del paciente al dia.

11. Anexina para el uso segun la reivindicacion 1, donde dicha cicatrizacion de herida es la cicatrizaciéon de un
traumatismo de corazoén.

12. Anexina para el uso en la prevencion, inhibicion o, de otra manera, reduccién de la fibrosis en el corazén de un
mamifero.

13. Anexina para el uso segun la reivindicacion 12, donde la anexina debe ser administrada a través de una inyeccion
intravenosa, una inyeccion intradérmica o una inyeccion intrapericardica.

14. Anexina para el uso segun la reivindicacion 12, donde el compuesto debe ser administrado a un mamifero que sufra
un infarto de miocardio.

15. Anexina para el uso segun la reivindicacion 13 o 14, donde el compuesto debe ser administrado a un mamifero
como parte de un tratamiento para reducir la posibilidad de desarrollar un colapso cardiaco.

16. Anexina para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, para el uso como parte de un procedimiento de
intervencion cardiovascular.

17. Anexina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, para el uso como parte de la cirugia plastica.
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