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DESCRIPCION
Composicion y método para tratar o prevenir la fibrosis del musculo esquelético

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion hace referencia a un método para tratar la fibrosis y mas en particular a un
tratamiento, prevencién o mejora de la fibrosis del musculo esquelético mediante el uso de halofuginona o de
compuestos relacionados.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La fibrosis muscular es un fendmeno que suele ocurrir en un musculo enfermo o dafiado. Se caracteriza
por el crecimiento excesivo de tejido fibroso, que normalmente es resultado del intento que realiza el cuerpo para
recuperarse de una lesion. La fibrosis perjudica la funcidén muscular y provoca debilidad. La cantidad de pérdida
de funciéon muscular generalmente aumenta con el alcance de la fibrosis. La fibrosis es normalmente progresiva y
puede contribuir a la inhabilidad del paciente para llevar a cabo tareas ordinarias para llevar una vida
independiente como sujetar objetos o andar. La fibrosis suele ocurrir como resultado de una distrofia muscular,
asi como debido a otras aflicciones, como una atrofia por denervacion, una degradacion de tejido muscular
provocada por una pérdida de contacto neural con un musculo. Para algunos tipos de distrofia muscular, como la
de Duchenne, la fibrosis puede resultar en muerte a medida que los musculos del diafragma se ven afectados (el
diafragma es un musculo esquelético que es involuntario y no voluntario).

[0003] Las distrofias musculares son un grupo heterogéneo de trastornos genéticos caracterizados por la pérdida
progresiva de la fuerza e integridad del musculo. Un musculo distréfico muestra variacion en el tamaiio de la fibra
muscular, la infiltracién de tejido conjuntivo y adiposo, y en los nucleos situados centralmente. Las membranas
de las fibras son fragiles y sufren un dafio considerable, lo que lleva a la necrosis y pérdida del musculo.

[0004] Las victimas de distrofias musculares, particularmente distrofia muscular de Becker (BMD) y distrofia
muscular de Duchenne (DMD), sufren frecuentemente una fibrosis de musculo esquelético a medida que la
enfermedad progresa.

[0005] La forma més comun de distrofia muscular es la DMD ligada al cromosoma X recesivo, una manifestacion
de alelo altamente penetrante que afecta a 1 de cada 3.500 machos nacidos vivos; aproximadamente un tercio
de los casos ocurre como una mutacion de novo en el bebé (Emery AE. (1991) Neuromusc. Disord. 1:19-29).

[0006] Normalmente la enfermedad se diagnostica a los 4-5 afios y al llegar a los 8-10 afos, el deterioro de la
afeccion en el paciente hace necesario el uso de una silla de ruedas. A mitad de la adolescencia, aparecen otros
sintomas neurolégicos y cardioldgicos. La progresion de la degeneracion del musculo y el empeoramiento de los
sintomas clinicos, llevan a la muerte al final de la adolescencia o hacia los veinte anos, normalmente como
consecuencia de complicaciones cardio-pulmonares debido a la fibrosis del diafragma.

[0007] Las principales causas de muerte en victimas de la DMD, fallo respiratorio y cardiaco, son consecuencia
de la debilidad en los musculos del diafragma y del miocardio que son los mas afectados por la fibrosis
(Finsterer, (2003) Cardiology 99:1-19). La fibrosis se caracteriza por un aumento en los constituyentes de la
matriz extracelular (MEC) especialmente el colageno tipo I. Tanto en la DMD como en la distrofia muscular
congénita (CMD), se observo un aumento de los colagenos tipo | y Il en el musculo esquelético (Hantai et al.
(1985) ConnectTissue Res. 13:273-81 y Dunace, et al. (1980) Nature 284:470-472) provocando la fibrosis, que
guarda relacion con la destruccién del musculo (Zhao, et al. (2003) J. Patho. 201:149-59). La implicacién
cardiaca en la DMD se caracteriza patoléogicamente por la degeneracién y la fibrosis del miocardio,
probablemente debido a una actividad del miofibroblasto, centrandose alrededor de la pared posterolateral del
ventriculo izquierdo.

[0008] La BMD es una afeccién menos grave que la DMD, caracterizada por una lenta debilitacion progresiva
muscular de las piernas y la pelvis, de nuevo por culpa de la fibrosis de los musculos (pese a que los musculos
esqueléticos se ven mucho mas afectados por la BMD). La progresion de la fibrosis suele provocar una mayor
pérdida de movilidad y una esperanza de vida reducida. En algin momento, el paciente puede volverse
demasiado débil para andar y necesita una silla de ruedas.

[0009] Tanto la BMD como la DMD se asocian a defectos en el gen de la distrofina, el gen responsable de la
produccién de proteina de la distrofina, que es una parte vital del complejo distrofino-glicoproteico. La DMD se
caracteriza por la ausencia casi de la proteina de la distrofina en musculos esqueléticos, mientras que los
resultados de la BMD a partir de diferentes mutaciones en el mismo gen, resultan en una distrofina reducida o
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dafada. La presencia de distrofina protege los musculos de aquellos con BMD de una degeneracién tan mala o
tan rapida como la de las victimas de DMD.

[0010] EI complejo distrofino-glicoproteico conecta el citoesqueleto de actina de miofibrillas a la matriz
extracelular (ECM) y es por lo tanto integral con la estructura contractil del musculo (Yue Y, et al. (2003)
Circulation, 108:1626 y Michele et al. (2003) J. Biol. Chem. 278:15457-60). La etapa preliminar del DMD se
caracteriza por la presencia de grupos focales de miofibrillas necréticas, hipertrofia muscular y niveles
anormalmente altos de creatina quinasa (CK) muscular. En la fase patoldgica, ciclos repetidos de degeneracion
agotan la capacidad regenerativa de las células progenitoras (células satélite) y mecanismos fibrosos provocan el
reemplazo progresivo del tejido muscular con tejido conjuntivo colagenoso (Rafael et al., 1997). Estos procesos
llevan a la contraccién de la articulacién, pérdida de movilidad y muerte por fallo respiratorio o cardiaco (Wells, et
al. (2002) Neuromuscle Discord.12 Suppl 1:511-22).

[0011] La solucion perfecta para los pacientes DMD y BMD seria situar una copia normal del gen de distrofina en
las células musculares, y asi restaurar la suficiente expresion proteinica como para mejorar la estructura y la
funcién (Khurana, et al. (2003) Nat Rev Drug Discov. 2:379-90). A 3,0 MB el gen de distrofina es amplio, y una
terapia exitosa requeriria una transferencia masiva y sostenida de gen (Hffman, et al. (1987) Cell 51:919-28 and
Skuk, et al. (2002) Curr. Opin. Neurol. 15:563-9 and Thioudellet, et al. (2002) Neuromuscul Disord. 12 Suppl
1:549-51). La fibrosis muscular es un obstaculo mayor en la terapia génica ya que dificulta la administracion de
gen.

[0012] Una alternativa a reemplazar el gen defectuoso consiste en modular su expresiéon al emplear
oligonucledtidos antisentido que alteran la estabilidad del ARN, o en hacer un empalme genético (Lu QlI, et al.
(2003) Nat. Med. 9(8):1009-14 y Rando TA. (2002) Am. J. Phy. Med. Rehabil. 81(11Suppl):S175-86), provocando
asi la produccién de una proteina funcional. El trasplante de las células precursoras (transferencia de mioblasto)
también se ha estudiado como un método para restaurar la proteina de distrofina del musculo distréfico (Law PK
et al. (1997) Transplant Proc. 29(4):2234-7). Esta técnica esta limitada por las dificultades asociadas al
tratamiento de grandes volimenes de musculo con efecto duradero. Un enfoque alternativo consiste en una
regulacion por aumento de la expresion de una proteina endégena que afecta alguna sustitucion funcional (Krag
TO, et al. (2001) Acta Physiol Scand. 171: 349-58). Sin embargo, todos estos tratamientos no son efectivos a no
ser que la progresion de la afeccién fibrosa subyacente pueda detenerse o al menos mejorarse de alguna
manera.

[0013] EI rol crucial del colageno en la fibrosis ha incitado intentos para desarrollar agentes que inhiban o
modulen su acumulacion. Algunas enzimas post-transcripcionales unicas de la via de biosintesis de colageno
parecen objetivos atractivos para reducir la formacion de fibras de colageno o la acumulaciéon de fibras con
propiedades alteradas (Prockop DJ, (1995) Annu Rev Biochem. 64:403-34).

[0014] La mayor desventaja de estos inhibidores es que no son especificos para el tipo de colageno y pueden
inhibir la biosintesis de otros colagenos provocando serias consecuencias toxicas.

[0015] Hasta la fecha no existe una terapia efectiva para reducir la fibrosis del musculo esquelético. No se
conoce en la actualidad ningun tratamiento que afecte al tejido fibroso sin afectar negativamente la salud del
tejido muscular u otras funciones corporales. El Unico tratamiento que ha mostrado eficacia clinica es un
tratamiento de prednisona/prednisolona que provoca un modesto aumento de fuerza, y retrasa, pero no para, el
progreso de la enfermedad (Backman, et al. Neuromuscul Disord. 5:233-41 y Dubowitz, (2002) Neuromuscul
Disord. 12:113-6).

[0016] Por lo tanto, existe una necesidad ampliamente reconocida, que resultaria muy ventajosa, de obtener un
método para prevenir o retrasar el desarrollo de la fibrosis del musculo esquelético que acompafa a los
trastornos como las distrofias musculares de Duchenne y de Becker y otras distrofias musculares con importante
fibrosis, asi como para reducir el efecto en los musculos del diafragma con la distrofia muscular de Duchenne.

Derivados de Quinazolinona

[0017] Los derivados de quinazolinona se presentaron por primera vez en la patente Estadounidense Num.
3.320.124 concedida a American Cyanamid como un tratamiento para la enfermedad parasitaria intestinal,
coccidiosis. La halofuginona, (7-bromo-6-cloro-3-[3-(3-hidroxi-2-piperidinil)-2-oxo- propil]-4(3H)-quinazolinona),
analoga de una planta alcaloide originalmente aislada a partir de la planta Dichroa febrifuga, se describié como
el derivado preferido de la quinazolinona. Posteriormente, las patentes estadounidenses con numeros 4.824.847;
4.855.299; 4.861.758 y 5.215.993 hacen todas referencia a las propiedades coccidicidas de la halofuginona.

[0018] Mas recientemente, se publicd en la patente estadounidense nim. 5.449.678 que estos derivados de
quinazolinona son sorprendentemente Utiles para el tratamiento de una afeccion fibrética como la esclerodermia
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y la enfermedad de injerto contra huésped (EICH). Esta publicacién proporcionaba composiciones de un inhibidor
especifico comprendiendo una cantidad efectiva terapéuticamente de un compuesto activo farmacéuticamente
de la formula:

~ N\ Rz/h"'-..
O

@ S

donde: n=1-2

R1 es un miembro del grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, nitro, benzo, alquilo inferior, fenilo y alcoxi
inferior;

R2 es un miembro del grupo que consiste en hidroxi, acetoxi y alcoxi inferior; y R3 es un miembro del grupo que
consiste en hidrogeno y alquenoxi-carbonilo inferior. También se incluyen las sales farmacoldégicamente
aceptables de los mismos. De este grupo de compuestos, se ha descubierto que la halofuginona es
particularmente efectiva para el tratamiento publicado.

[0019] EI potencial clinico de la halofuginona en la terapia anti-fibrética también se ha descrito en Pines, et al.
Drug of the Future 21:569-599 y Pines, et al.(1997) Gen. Pharmaco. 30:445-450 y Pines, et al.(2000) Drug
Develop. Res. 50, 371-378). La halofuginona, un inhibidor de sintesis de colageno tipo | descubierto para inhibir
la expresiéon génica del colageno tipo |, pero no del tipo Il (Granot, et al. Biochim Biophys Acta 1156:107-112) o
del tipo lll (Choi, et al. (1995) Arch Surg 130:257-261).

[0020] La patente estadounidense num. 5.891.879 también publica que los derivados de quinazolinona son
efectivos al tratar la reestenosis. Las dos afecciones mencionadas anteriormente, la esclerodermia y la
enfermedad de injerto contra huésped, se asocian a una deposicion excesiva de colageno, que puede inhibirse
mediante halofuginona. La reestenosis se caracteriza por una proliferacion de células musculares lisas y la
acumulacién extracelular dentro del limen de los vasos sanguineo afectados como respuesta a una lesion
vascular (Choi et al. Arch. Surg., 130:257-261 (1995)). Un contraste de dicha proliferacion de células musculares
lisas es la alteracion fenotipica, de un fenotipo contractil normal a uno sintético. Se ha demostrado que el
colageno tipo | soporta dicha alteracién fenotipica, que puede bloquearse mediante la halofuginona (Choi et al.,
Arch. Surg., 130: 257-261, (1995); Patente estadounidense num. 5,449,678).

[0021] En particular, la accion in vitro de la halofuginona no siempre predice los efectos in vivo. Por ejemplo,
segun se demuestra en la patente estadounidense num. 5.449.678, la halofuginona inhibe la sintesis de
colageno tipo | en condrocitos de hueso in vitro. Sin embargo, no se informé de que los pollos tratados con
halofuginona tuvieran una tasa mayo de rotura de hueso, indicando que el efecto no se ha visto in vivo. Ademas,
pese a que la halofuginona inhibe la sintesis de colageno mediante fibroblastos in vitro, promueve la curacién de
herida in vivo (WO 01/17531). Por lo tanto, el comportamiento exacto de la halofuginona in vivo no siempre
puede predecirse con exactitud a partir de los estudios in vitro.

[0022] Las composiciones farmacéuticas que contienen quinazolinona, incluyendo halofuginona, se han
publicado y reivindicado como efectivas para tratar malignidades (US 6.028.075), para prevenir la
neovascularizacién (US 6.090.814), asi como para tratar una fibrosis hepatica (US 6.562.829), una fibrosis
pulmonar (WO 98/43642) y una fibrosis renal (WO 02/094178), una esclerodermia y una variedad de otras
enfermedades serias, exhiben una produccién excesiva de tejido conjuntivo, que resulta en la destruccion de la
arquitectura y funcion del tejido normal.

[0023] WO 00/09070 hace referencia a un método para tratar y prevenir el proceso fibrético, como consecuencia
de respuestas patofisiolégicas al trauma tisular, preferiblemente fibrosis cardiaca.

[0024] En la mayoria de los modelos animales de fibrosis, independientemente del tejido, la haloguginona tiene
un efecto minimo sobre el contenido de colageno en los animales no fibrosos, mientras que muestra un profundo
efecto inhibitorio en los 6rganos fibrosos. Esto sugiere una regulacion diferente del bajo nivel de los genes
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constitutivos de la expresién del colageno tipo | por una parte y la sobreexpresion inducida por el estimulo
fibrogénico que es normalmente un proceso agresivo y rapido, por otra parte.

Tejido muscular

[0025] EI musculo es un tejido muy especializado que tiene tanto la habilidad de contraer como la habilidad de
conducir impulsos eléctricos. Los musculos se clasifican tanto funcionalmente, en voluntarios o involuntarios,
como estructuralmente, ya sean estriados o lisos. A partir de esto, emergen tres tipos de musculos: musculo liso
(involuntario), musculo esquelético voluntario (voluntario e involuntario) y musculo cardiaco. EI musculo
esquelético y el cardiaco se llaman musculos estriados por su apariencia rayada bajo el microscopio.

[0026] EI musculo esquelético puede ser un tipo de musculo voluntario o involuntario, siendo inervado por las
neuronas que originan desde la rama somatica o voluntaria del sistema nervioso, proporcionando un control
deliberado de los musculos esqueléticos, o, como es el caso de los musculos de diafragma, estando controlado
por nervios eferentes desde el centro respiratorio que pasan por la médula espinal hacia el diafragma.

[0027] Las células del musculo esquelético son cilindros largos multinucleados, que adquirieron esta
caracteristica porque se desarrollan a partir de la fusion de pequefas células individuales en unidades largas.
Las células pueden variar en diametro, con un promedio entre 100 y 150 micrones. Las células del musculo
esquelético son células independientes separadas las unas de las otras por un tejido conjuntivo y cada una debe
estimularse mediante axones de una neurona. Todas las células inervadas por ramificaciones de la misma
neurona se contraeran a la vez y se les denomina unidad de motor. Las unidades motoras varian su tamafio: las
unidades motoras grandes con mas de 100 células son tipicas de los musculos posturales de accion lenta. Las
unidades motoras muy pequefias con alrededor de 10 células aproximadamente son tipicas de los musculos de
accion rapida con un control muy preciso como aquellos que mueven el ojo. La mayoria de los musculos
humanos tienen una mezcla de unidades motoras de diferentes tamafios.

[0028] Los musculos esqueléticos tienen diferentes rayas o estrias que les identifican y se relacionan con la
organizaciéon de los miofilamentos de proteina dentro de la célula. Las células del musculo esquelético se
asocian al tipo de célula madre conocida como una célula satélite. Se cree que estas células ayudan a la
recuperacion de fibras musculares después del dafio y pueden contribuir sus nucleos a reemplazar y
complementar los nucleos de las células dafadas. Esto ocurre como respuesta a los "microdesgarros"
producidos por el ejercicio enérgico y provoca la produccién aumentada de proteinas y miofibrillas.

[0029] Los musculos voluntarios comprenden una variedad de tipos de fibra que se especializan para tareas
particulares. La mayoria de los musculos voluntarios contienen una mezcla de tipos de fibra pese a que un tipo
puede predominar.

[0030] Tipo 1 o fibras oxidativas, tienen una velocidad de contraccion lenta y una baja actividad de miosina-
ATPasa. Estas células estan especializadas en la actividad estable, continua, altamente resistente a la fatiga.
Sus motoneuronas suelen ser activas, con una baja frecuencia de descarga. Estas células son finas (elevada
proporcion entre el volumen y la superficie) con una buena administracion de capilares para un intercambio de
gas eficiente. Son ricas en mitocondria y mioglobina, que les proporciona un color rojo. Se producen para el
metabolismo aerdbico y prefieren usar grasa como fuente de energia. Estas son las fibras del mdsculo de un
corredor de maraton.

[0031] Tipo 2 o fibras rapidas oxidativas glucoliticas con una velocidad de contraccién rapida y una alta actividad
de miosina ATPasa. Se consiguen progresivamente cuando se requiere un esfuerzo adicional, pero todavia son
muy resistentes a la fatiga. Sus motoneuronas muestran estallidos de actividad intermitente. Estas células son
finas (elevada proporcion entre el volumen y la superficie) con una buena administracion de capilares para un
intercambio de gas eficiente. Son ricas en mitocondria y mioglobina, que les proporciona un color rojo. Se
producen para un metabolismo aerdbico y pueden utilizar glucosa o grasas como fuente de energia. Estas son
las fibras musculares de uso general que dan ventaja en el rendimiento deportivo, pero su funcionamiento resulta
mas costoso que el tipo 1.

[0032] Tipo 2B o fibras rapidas glucoliticas con una velocidad de contraccion répida y una alta actividad de
miosina-ATPasa. Sdélo se consiguen para esfuerzos maximos breves y se fatigan facilmente. Sus motoneuronas
transmiten estallidos ocasionales de impulsos de frecuencia muy alta. Estas células grandes con una pobre
proporcion entre el volumen y su administracion de capilares limitada ralentiza la administracion de oxigeno y la
eliminacion de productos de desecho. Tienen poca mitocondria y poca mioglobina, resultando en un color blanco
(p.€j. pechuga de pollo). Generan ATP mediante la fermentacion anaerdbica de glucosa al acido lactido. Estas
son fibras de musculo de un corredor sprinter, no se utilizan para el rendimiento sostenido.

[0033] ElI musculo cardiaco es el musculo que se encuentra en el corazén. Se compone de células mucho mas
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cortas que las del musculo esquelético que se ramifican para conectarse unas con otras. Estas conexiones se
hacen mediante uniones en hendidura llamadas discos intercalados que permiten que un impulso electroquimico
pase a todas las células conectadas. Esto provoca que las células formen una red funcional llamada sincitio en la
que las células trabajan como una unidad. Muchas células de musculo cardiaco son miogénicas, lo que significa
que el impulso se eleva desde el musculo, no desde el sistema nervioso. Esto provoca que el musculo del
corazon y el propio corazon lata con su ritmo natural. Pero el sistema nervioso auténomo controla el ritmo del
corazon y le permite responder al estrés y otras exigencias. Por ello se dice que el corazén es involuntario.

[0034] El musculo cardiaco tiene un numero de caracteristicas Unicas que reflejan su funcién en el bombeo de la
sangre.

e Las miofibrillas de cada célula (un musculo cardiaco esta formado por células individuales - cada una
con un nucleo individual) se ramifican.

- Las ramificaciones conectan con aquellas fibras adyacentes a través de la zonula adherens. Estas
fuertes uniones permiten al corazén contraerse enérgicamente sin desgarrar las fibras.

« La accién potencial que desencadena el latido del corazén se genera dentro del mismo corazén. Los
nervios motores (del sistema nervioso autdnomo) controlan el corazén, pero su efecto es solo
modular - aumentar o disminuir - el ritmo intrinseco y la fuerza del latido. Incluso si se destruyen los
nervios (como ocurre en un corazon transplantado), el corazén sigue latiendo.

e La accién potencial que impulsa la contraccion del corazén pasa de fibra en fibra a través de las uniones
en hendidura.

[0035] Debido a las numerosas diferencias estructurales y funcionales entre varios tipos de musculos, el efecto
de un ingrediente farmacéuticamente activo en un tipo de musculo particular no puede predecirse con ningun
grado de fiabilidad de acuerdo con el efecto de ese ingrediente en un tipo de musculo diferente.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0036] La presente invencidén aborda con éxito las carencias de los métodos actualmente conocidos para tratar
y/o prevenir la fibrosis del musculo esquelético proporcionando composiciones y métodos que comprenden un
derivado de quinazolinona.

[0037] Segun se utiliza aqui, el derivado de quinazolinona comprende un compuesto con una féormula:

N R //,I‘
/ X 2 BER
R1n O
N
N

o) Rs

donde:

R1 es un miembro del grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, nitro, benzo, alquilo inferior, fenilo y alcoxi
inferior;

R2 es un miembro del grupo que consiste en hidroxi, acetoxi y alcoxi inferior; y Rz es un miembro del grupo que
consiste en hidrégeno y alquenoxi-carbonilo inferior; y n no es ni 1 ni 2; y las sales farmacéuticamente aceptables
de los mismos.

[0038] De acuerdo con un aspecto de la presente invencién se proporciona una composicion farmacéutica para
tratar y/o evitar y/o al menos reducir la velocidad de progresion de la fibrosis del musculo esquelético en un
sujeto que lo necesita, la composicion comprendiendo una cantidad efectiva farmacéuticamente de un derivado
de quinazolinona y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos; y un portador farmacéuticamente
aceptable.

[0039] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencidn se proporciona una composicion farmacéuticapara
mejorar la regeneracién del musculo esquelético en un sujeto que o necesita, la composicién comprendiendo
una cantidad efectiva farmacéuticamente de un derivado de quinazolinona y sales farmacéuticamente aceptables
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de los mismos; y un portador farmacéuticamente aceptable.

[0040] Se proporciona un método para reducir la progresion de la fibrosis del misculo esquelético en un sujeto
que lo necesita, el método comprendiendo la administracion de una cantidad efectiva farmacéuticamente de un
derivado de quinazolinona y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos; y un portador
farmacéuticamente aceptable.

[0041] Se proporciona un método para mejorar y/o inducir la regeneracion del musculo esquelético en un sujeto
que lo necesita, la composicion del método comprendiendo una cantidad efectiva farmacéuticamente de un
derivado de quinazolinona y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos; y un portador
farmacéuticamente aceptable. La mejora de regeneracion del musculo esquelético opcionalmente ocurre al
inhibir la via del TGFB y/o al inhibir la via de Miostatina dependiente de Smad3.

[0042] De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencién se proporciona el uso de un derivado de
quinazolinona y las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos; en la elaboraciéon de un medicamento
para reducir la progresion de la fibrosis de musculo esquelético en un sujeto que lo necesita.

[0043] De acuerdo con estas caracteristicas en modos de realizacion preferidos de la invencién abajo descrita, el
derivado de quinazolinona es opcional y preferiblemente halofuginona.

[0044] De acuerdo con caracteristicas adicionales en los modos de realizaciéon preferidos descritos, el sujeto que
necesita tratamiento con las composiciones y métodos de la presente invencién sufre un trastorno que afecta el
tejido del musculo esquelético, como, por ejemplo una distrofia muscular, incluyendo la distrofia muscular de
Duchenne, la distrofia muscular de Becker, la distrofia muscular de Emery-Dreifuss, la distrofia muscular de
cinturas, la distrofia muscular facioescapulohumeral, la distrofia miotdnica, la distrofia muscular oculofaringea, la
distrofia muscular distal y la distrofia muscular congénita.

[0045] De manera alternativa, el sujeto puede sufrir atrofia por denervacion.

[0046] Opcionalmente, el tejido del musculo esquelético afectado por el trastorno puede comprender el musculo
de diafragma.

[0047] A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos aqui utilizados tienen el
mismo significado segun se entiende cominmente por alguien especializado en la técnica a la que esta
invencion pertenece. Pese a que pueden utilizarse métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos aqui
descritos en la practica o el estudio de la presente invencién, los métodos y materiales adecuados se describen
abajo. En caso de conflicto, la especificacion de la patente, incluyendo las definiciones, prevalecen. Ademas, los
materiales, métodos y ejemplos son soélo ilustrativos y no tienen caracter limitativo.

[0048] Segun se utiliza aqui, el término "tratar" incluye abrogar, inhibir sustancialmente, ralentizar o revertir la
progresion de una afeccion, mejorando sustancialmente los sintomas clinicos o estéticos de una afeccion o
previniendo sustancialmente la aparicién de sintomas clinicos o estéticos de una afeccion.

[0049] EI término "comprendiendo" significa que pueden afiadirse otros pasos o ingredientes que no afecten al
resultado final. este término abarca los términos "consistiendo en" y "consistiendo esencialmente en".

[0050] La frase "consistiendo esencialmente en" significa que la composicion o método puede incluir ingredientes
y/o pasos adicionales, pero sélo si los ingredientes y/o pasos adicionales no alteran materialmente las
caracteristicas basicas e innovadoras de la composiciéon o0 método reivindicada/o.

[0051] El término "método" hace referencia a maneras, medios, técnicas y procedimientos para conseguir una
tarea dada incluyendo, sin caracter limitativo, aquellas maneras, medios, técnicas y procedimientos conocidos
por, o faciimente desarrollados de maneras, medios, técnicas y procedimientos conocidos por, los practicantes
de las artes quimicas, farmacoloégicas, bioldgicas, bioquimicas y médicas.

[0052] EI término "ingrediente activo" hace referencia a un agente farmacoldgico incluyendo cualquier sustancia
quimica natural o sintética que tras su aplicacion tiene, como minimo, al menos un efecto farmacéutico o
terapéutico deseado.

[0053] EI término "cantidad efectiva terapéuticamente” o "cantidad efectiva farmacéuticamente" denota esa dosis
de un ingrediente activo o una composicidon comprendiendo el ingrediente activo que proporcionara el efecto
terapéutico para el que se indica el ingrediente activo.

[0054] Segun se utiliza aqui, el término "farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una agencia
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reguladora del gobierno federal o estatal o enlistado en la Farmacopea de Estados Unidos u otras farmacopeas
generalmente reconocidas para su uso con animales, y mas en particular con humanos. Aqui, las frases
"portador fisioldgicamente adecuado" y "portador farmacéuticamente aceptable" se utilizan de manera
intercambiable y hacen referencia a un portador aprobado o un diluyente que no provoca una irritacion
significativa a un organismo y no abroga la actividad bioldgica y las propiedades del conjugado administrado.

[0055] Segun se utiliza aqui, el término "portador" hace referencia a un diluyente, adyuvante, excipiente, o
vehiculo con el que se administra el farmaco.

[0056] Aqui el término "excipiente" hace referencia a una sustancia inerte afadida a la composicion farmacéutica
para facilitar mas los procesos y la administracién de los ingredientes activos.

[0057] Segun se utiliza aqui, la forma singular "un”, "una" y "el", "la" incluyen referencias plurales a menos que el
contexto dicte claramente lo contrario. Por ejemplo, el término "un compuesto” o "al menos un compuesto" puede
incluir una pluralidad de compuestos, incluyendo mezclas de los mismos.

[0058] A lo largo de esta publicacion, varios aspectos de esta invencion pueden presentarse en un formato de
rango. Deberia entenderse que la descripcion en un formato de rango es simplemente por conveniencia y
brevedad y no deberia interpretarse como una limitacion inflexible del alcance de la invencion. En consecuencia,
deberia considerarse que la descripcion de un formato de rango ha publicado especificamente todos los
subrangos posibles asi como valores numéricos individuales dentro del rango. Por ejemplo, deberia
considerarse que la descripcion de un rango de 1 a 6 ha publicado especificamente subrangos como de 1 a 3, de
1a4,de1ab,de2a4,de2ab,de?2a6b,de 3 a6, etc., asi como numeros individuales dentro de ese rango,
por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5y 6. Esto se aplica independientemente al ancho del rango.

[0059] Siempre que se indique un rango numérico, se pretende incluir cualquier numeral citado (fraccionario o
integral) dentro del rango indicado. Las frases "oscila/oscilando entre" un primer nimero indicador y un segundo
numero indicador y "oscilando/oscila desde" un primer nimero indicador "hasta" un segundo numero indicador se
utilizan aqui de manera intercambiable y se pretende que incluyan el primer y el segundo numero indicado y
todos los numerales fraccionarios e integrales en medio.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0060] La invencién se describe aqui, sélo como modo de ejemplo, con referencia a los dibujos adjuntos. Con
referencia especifica ahora a los dibujos en detalle, se destaca entendiéndose que los particulares mostrados
sirven solo como ejemplo y con el objetivo de ilustrar la exposicion de los modos de realizacién preferidos de la
presente invencion, y se presentan con la intencién de proporcionar lo que se cree como la descripcion entendida
como mas util y rapida de la descripcion, asi como los principios y los aspectos conceptuales de la invencion. A
este respecto, no se realiza ningun intento para mostrar detalles estructurales de la invencion con mas detalle
que el necesario para un entendimiento fundamental de la invencion, la descripcion tomada con los dibujos
haciendo evidente para aquellos expertos en la técnica cémo deben realizarse las diferentes formas de la
invencion en la practica.

[0061] En los dibujos:

La Fig 1 muestra el efecto de la halofuginona sobre la fibrosis y la miogénesis a través de las vias
dependientes de Smad3;

La Fig. 2 presenta los resultados de la tincidon con rojo Sirio del contenido de colageno y la hibridacion in situ
de la expresidon génica del colageno ai(l) en ratones mdx y los grupos de control C57B, en presencia y
ausencia de halofuginona;

La Fig. 3 es un grafico de barras demostrando el efecto de la halofuginona en la fibrosis muscular utilizando la
tincién y cuantificacion mediante el analisis de las imagenes; y

La Fig. 4 es un grafico de barras ilustrando una regeneracion muscular después del tratamiento de
halofuginona.

DESCRIPCION DE LOS MODOS DE REALIZACION PREFERIDOS

[0062] La presente invencion es de un método y composicion farmacéutica para tratar o prevenir la fibrosis de
musculo esquelético en un sujeto, o al menos reducir la progresién de la misma, utilizando un derivado de
quinazolinona, preferiblemente de halofuginona. De acuerdo a los modos de realizacion preferidos, la presente
invencion hace referencia a un método y composiciones farmacéuticas para al menos reducir la pérdida
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progresiva de la fuerza y/o funcién muscular asociada con la fibrosis de musculo esquelético en un sujeto.
Opcional y preferiblemente, dicha al menos reduccién de la pérdida progresiva de la fuerza y/o funciéon muscular
y/o el tratamiento y/o prevencién se dan en un sujeto que sufre fibrosis del musculo esquelético asociada con
una enfermedad que directa o indirectamente provoca dicha fibrosis, incluyendo, sin caracter limitativo, la
distrofia muscular o atrofia por denervacion. La distrofia muscular incluye la distrofia muscular de Duchenne, la
distrofia muscular de Becker, la distrofia muscular de Emery-Dreifuss, la distrofia muscular de cinturas, la distrofia
muscular facioescapulohumeral (también conocida como de Landouzy-Dejerine) la distrofia miotdnica, la distrofia
muscular oculofaringea, la distrofia muscular distal y la distrofia muscular congénita.

[0063] Sorprendentemente, de acuerdo con modos de realizacién preferidos de la presente invencion, un
derivado de quinazolinona, preferiblemente halofuginona, puede utilizarse opcional y preferiblemente al menos
para retrasar la progresion de fibrosis del diafragma en un sujeto que sufre una enfermedad que afecta a este
musculo involuntario incluyendo, pero no limitandose a, la distrofia muscular de Duchenne. Mas preferiblemente,
la presente invencién hace referencia al tratamiento y/o prevencion de la fibrosis del diafragma de un sujeto que
sufre dicha enfermedad.

[0064] De acuerdo con modos de realizacidon preferidos de la presente invencion y segin se demuestra mas
adelante, uno o mas tipos de células musculares pueden opcional y preferiblemente ser capaz de regenerarse
ellas mismas como resultado de la administracion de un derivado de quinazolinona, preferiblemente
halofuginona, a un sujeto que lo necesita.

[0065] Los principios y funcionamiento de las composiciones y métodos de acuerdo con la presente invencion
pueden entenderse mejor con referencia a los dibujos y descripciones adjuntos.

[0066] Antes de explicar al menos un modo de realizacion de la invencién con detalle, debe entenderse que la
invencion no esta limitada en su aplicacion a los detalles presentados en la siguiente descripcion o ejemplificados
en los Ejemplos. La invencidon puede tener otros modos de realizacion o practicarse o llevarse a cabo de
diferentes maneras. Ademas, debe entenderse que la fraseologia y la terminologia aqui empleada tiene el
proposito de describir y no deberia entenderse con caracter limitativo.

[0067] La miostatina es un miembro de la familia del factor de crecimiento transformante-beta (TGF-B) que juega
un papel esencial al regular el crecimiento del musculo esquelético, inhibiendo la proliferacion y diferenciacion de
mieloblastos, mediante la inhibicion de genes de miogenina de MyoD especificos de los musculos. La
sefializacion se produce mediante la activacion de proteinas Smad3 (Langley, et al. (2002) J Biol Chem. 277:
49831-40 y Zhang, et al. (2000) J. Biol. Chem. 275:39237-45 and Zhu, et al. (2004) Cytokine. 26(6):262-72; Fig.

1).

[0068] TGFPB es el mayor estimulador de sintesis de colageno, particularmente colageno tipo I, en fibroblastos
que conducen a la fibrosis. La correlacion inversa entre fibrosis y formacion muscular en la distrofia ha sido
demostrada (Wanger, et al. (2002) Ann Neurol. 52:832-6).

[0069] Se ha demostrado que la halofuginona, un inhibidor de actividad Smad3 (McGaha, et al. (2002) J Invest
Dermatol. 118(3):461-70), es un potente inhibidor de fibrosis debido a su efecto en la biosintesis de colageno y la
degradacion en variedad de tejidos (Levi- Schaffer, et al. (1996) J Invest Dermatol 106:84-88). Los tipos de tejido
estudiados no incluian el musculo esquelético. Ademas, la técnica anterior no muestra el uso de halofuginona en
la regeneracion del musculo.

[0070] Los experimentos preliminares de los inventores presentes han demostrado una inhibicidon dependiente de
halofuginona en la expresiéon génica de la miostatina en un higado fibroso. La halofuginona es hasta la fecha el
unico inhibidor especifico del colageno tipo en el nivel transcripcional. La inhibicién de sintesis de colageno en el
nivel transcripcional es mas efectiva que intentar tratar las consecuencias de la sobreproduccién de colageno,
que es el objetivo de otros farmacos antifibrosis.

[0071] Debido a las numerosas diferencias estructurales y funcionales entre varios tipos de musculos, el efecto
de un ingrediente farmacéuticamente activo en un tipo de musculo particular no puede predecirse con ningun
grado de fiabilidad.

[0072] Por lo tanto, se crey6 que la halofuginona podria mejorar la integridad del musculo esquelético e inhibir la
fibrosis en un sujeto, como consecuencia de su efecto combinado en la inhibicidon de sintesis de colageno tipo I,
aumentar la degradacion de colageno y mejorar la regeneraciéon muscular al inhibir secuencias de TGF( y
miostatina dependientes de Smad3, como se muestra en la Fig. 1. Ademas, la halofuginona puede inhibir la
expresion génica de miostatina en el musculo segin se mostré en otros tejidos provocando un mayor aumento
en la regeneracion muscular.
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[0073] De aqui en adelante, el término "halofuginona" se define por un compuesto con una férmula:

Br / N\ HOI/,,"".

0]

Cl N
O H

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.
[0074] La frase "sal farmacéuticamente aceptable" hace referencia a una especie cargada de un compuesto
pariente y su contraion, que se utiliza tipicamente para modificar las caracteristicas de solubilidad del compuesto
pariente y/o para reducir cualquier irritacion significativa provocada a un organismo mediante el compuesto
pariente, a la vez que no abroga la actividad biolégica y propiedades del compuesto administrado.
[0075] Pese a que como derivado especifico de quinazolinona se menciona la "halofuginona" a lo largo de la

especificacién, se entiende que otros derivados de la quinazolinona pueden utilizarse en su lugar, teniendo estos
derivados la férmula general:

N R /’/I,
v \‘ 2
R1n 0]
N
N

o) Rs

donde: n=1-2

R1 es un miembro del grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, nitro, benzo, alquilo inferior, fenilo y alcoxi
inferior;

R2 es un miembro de un grupo que consiste en hidroxi, acetoxi y alcoxi inferior; y

Rs3 es un miembro del grupo que consiste en hidrogeno y alquenoxi-carbonilo inferior y sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos.

[0076] Los términos "fibrosis de musculo esquelético” "fibrosis muscular" y "fibrosis" se utilizan aqui para referirse
a un fenémeno que ocurre frecuentemente en un musculo enfermo o dafiado, caracterizado por el crecimiento
excesivo de un tejido fibroso y una deficiencia de la funcidon muscular.

[0077] De aqui en adelante, el término "un sujeto" hace referencia a un ser humano o animal al que se le
administra halofuginona.

[0078] EI término "reducir el alcance de" incluye tanto prevenir sustancialmente el proceso de la fibrosis de
musculo esquelético desde el comienzo como ralentizar o parar la progresién de la fibrosis del musculo
esquelético una vez que se ha presentado.

[0079] Los compuestos destinados a la inhibicion de la fibrosis de musculo esquelético se probaron con un
modelo in vivo por su habilidad para ralentizar o parar el proceso patoldgico que lleva a la deposicion del tejido
fibroso. Dichos experimentos se llevaron a cabo para el inhibidor de la sintesis de colageno tipo I, la halofuginona
segun se describe con mayor detalle en la seccion Ejemplos mas adelante.

[0080] Se eligi6 el raton mdx como modelo para evaluar la eficacia de la halofuginona en la prevencién y el
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tratamiento de la distrofia al inhibir la fibrosis muscular (disminuyendo la sintesis de colageno y aumentando la
degradacion de colageno) y retrasando la degradacién muscular, y mejorando la regeneracion muscular al inhibir
la sefializacion de miostatina.

[0081] Segun se muestra en la seccion de Ejemplos mas adelante, se demostré que la halofuginona es
altamente eficaz reduciendo el alcance de la fibrosis de musculo esquelético, y mejorando la regeneracion del
musculo esquelético, tanto en el musculo esquelético como en musculos del diafragma.

[0082] La presente invencién proporciona por lo tanto una composicién farmacéutica comprendiendo un derivado
de quinazolinona, como la halofuginona, para reducir el alcance de la fibrosis de musculo esquelético y para
mejorar la regeneracion del musculo esquelético.

[0083] La composicion farmacéutica de la presente invencion comprende, ademas del derivado de
quinazolinona, un portador farmacéuticamente aceptable, y también puede comprender opcionalmente uno o
mas excipientes farmacéuticamente aceptables, como, por ejemplo, agentes aglutinantes, estabilizadores,
diluyentes, tensoactivos, y odorizantes.

[0084] Los portadores farmacéuticamente aceptables pueden ser liquidos estériles, como agua y aceites,
incluyendo aquellos procedentes del petréleo, de origen animal o sintético, como el aceite de cacahuete, aceite
de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. El agua es el portador preferido cuando la composicion se
administra de manera intravenosa. Las soluciones salinas y soluciones de dextrosa y glicerol acuoso también
pueden emplearse como portadores de liquido particularmente para soluciones inyectables.

[0085] Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden elaborarse mediante procesos
conocidos en la técnica, p.ej., mediante los procesos de mezcla, disolucion, granulado, elaboracion de gragea,
pulverizacién, emulsificacion, encapsulacién, atrapamiento o liofilizacion convencionales. Pueden encontrarse
técnicas adicionales para la formulaciéon y administracion de ingredientes activos en "Remington’s
Pharmaceutical Sciences," Mack Publishing Co., Easton, PA, ultima edicién, que se incorpora aqui como
referencia como anexo a la presente solicitud. Por lo tanto, las composiciones farmacéuticas para su uso de
acuerdo con la presente invencion pueden formularse de manera convencional utilizando uno o mas portadores
farmacéuticamente aceptables comprendiendo excipientes y auxiliares, que facilitan el procesamiento de
ingredientes activos en preparaciones que pueden utilizarse farmacéuticamente. La formulacion adecuada
depende de la via de administracion elegida.

[0086] La composicion farmacéutica de la presente invencién puede administrarse por cualquier via seleccionada
desde la via oral, parenteral, intravenosa, subcutanea, intramuscular, intranasal, intraauricular, sublingual, rectal,
transmucosa, intestinal, intraauricular, bucal, intramedular, intratecal, intraventricular directa, intraperitoneal, o
intraocular. Preferiblemente, la administracién es a través de las vias oral o parental.

[0087] De aqui en adelante, el término "administracion oral" incluye, sin caracter limitativo, la administracion por
la boca para la absorcion a través del tracto gastrointestinal, la administracion bucal y la administracion
sublingual.

[0088] Para la administracion oral, los ingredientes activos pueden formularse faciimente combinando los
ingredientes activos con portadores farmacolégicamente aceptables conocidos en la técnica. Dichos portadores
permiten a los ingredientes activos de la invencién formularse como comprimidos, pastillas, grageas, capsulas,
liquidos, geles, jarabes, licuados, polvos o granulos, suspensiones o soluciones en medio acuoso 0 N0 acuoso y
similares para la ingestion oral por un paciente. Las preparaciones farmacéuticas para uso oral pueden
realizarse utilizando un excipiente solido, moliendo opcionalmente la mezcla resultante y procesando la mezcla
de granulos, tras afadir auxiliares adecuados si se desea, para obtener nicleos de grageas o comprimidos.
Pueden ser deseables excipientes adecuados como espesantes, diluyentes, saborizantes, auxiliares de
dispersién, emulsionantes, aglutinantes o conservantes.

[0089] Los nucleos de gragea se suministran con revestimientos adecuados. Con este propdsito, pueden
utilizarse soluciones concentradas de azucar que opcionalmente contienen goma arabiga, talco, pirrolidona de
polivinilo, gel de carbopol, polietilenglicol, diéxido de titano, soluciones de laca y disolventes organicos
adecuados o mezclas disolventes. Los colorantes o pigmentos pueden afiadirse al revestimiento de los
comprimidos o grageas para su identificacion o para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de
ingredientes activos.

[0090] Las composiciones farmacéuticas, que pueden utilizarse oralmente, incluyen capsulas duras elaboradas
con gelatina asi como capsulas blandas, capsulas cerradas hechas de gelatina y un plastificante, como el glicerol
o el sorbitol. Las capsulas duras pueden contener ingredientes activos en la mezcla con rellenos como la lactosa,
aglutinantes como el almidén, lubricantes como el talco o el estearato de magnesio y, opcionalmente,

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2447 834 T3

estabilizadores. En capsulas blandas, los ingredientes activos pueden disolverse o suspenderse en liquidos
adecuados, como aceites grasos, parafina liquida, o polietilenglicoles liquidos. Ademas, pueden afadirse
estabilizadores. Todas las formulaciones para administracion oral deberian estar en dosis adecuadas segun la
via de administracion elegida.

[0091] EI término "administracion parenteral" incluye, sin caracter limitativo, administracion mediante goteo
intravenoso o inyeccion en bolo, subcutaneo, o inyeccion intra muscular. Las formulaciones de administracion
parenteral pueden presentarse en forma de dosis de unidad, p.ej., en ampollas o en recipientes multidosis con
conservantes opcionalmente afiadidos. Las composiciones pueden ser suspensiones, soluciones o emulsiones
en vehiculos portadores aceitosos o acuosos y pueden contener agentes formuladores como agentes de
suspension, estabilizadores y/o dispersantes.

[0092] Las composiciones farmacoldgicas para la administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de la
preparacion activa en forma soluble en agua. Adicionalmente, las suspensiones de los ingredientes activos
pueden prepararse como suspensiones de inyeccion oleica. Los solventes o vehiculos portadores lipofilicos
adecuados incluyen aceites grasos como el aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos como el
oleato de etilo, los trigliceridos o liposomas. Las suspensiones de inyeccién acuosa pueden contener sustancias,
que aumentan la viscosidad de la suspension, como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano.
Opcionalmente, la suspensién también puede contener estabilizadores adecuados o agentes que aumentan la
solubilidad de los ingredientes activos para permitir la preparacién de soluciones altamente concentradas.

[0093] La dosis puede variar dependiendo de las formas farmacéuticas empleadas y la via de administracion
utilizada. La formulacion exacta, la via de administracion y la dosis pueden elegirse por el propio médico al ver la
condicion del paciente. (Véase p.ej., Fingl, et al., 1975, en "The Pharmacological Basis of Therapeutics", Cap.1

pag.1).

[0094] Las composiciones de la presente invencion pueden, si se desea, presentarse en un paquete o dispositivo
dispensador, como un kit aprobado por la FDA, que puede contener una o mas formas farmacéuticas de unidad
conteniendo el ingrediente activo. El paquete puede, por ejemplo, comprender una lamina de plastico o metalica,
como un blister. El paquete o el dispositivo dispensador puede ir acompafado por instrucciones para su
administracion. El paquete o dispensador también puede estar acompafnado de un aviso con referencia al
recipiente en una forma prescrita por una agencia gubernamental que regula la fabricacién, uso o venta de
farmacos, cuyo aviso refleja la aprobacion por parte de la agencia de la forma de las composiciones o la
administracion a seres humanos o animales. Dicho aviso, por ejemplo, puede ser una etiqueta aprobada por la
Agencia de Alimentos y Medicamentos Estadounidense para la prescripcion de farmacos o la introducciéon de un
producto aprobado.

[0095] Los objetos adicionales, ventajas y caracteristicas novedosas de la presente invencion seran evidentes
para los expertos en la técnica tras el andlisis de los siguientes ejemplos, que no pretenden ser limitadores.
Adicionalmente, cada uno de los diferentes modos de realizacion y aspectos de la presente invencion, segun se
describen mas arriba y segun se reivindica en la seccion de reivindicaciones abajo, encuentra un apoyo
experimental en los siguientes ejemplos.

EJEMPLOS

[0096] Se hace referencia ahora a los siguientes ejemplos, los que junto con las descripciones anteriores,
ilustran la invencién con un caracter no limitativo.

Ejemplo 1: Contenido de la expresion génica de colageno a1 (I) en los musculos cuadriceps y tibial

[0097] Los ratones mdx se trataron con halofuginona mediante una inyeccion intraperitoneal cada dos dias
(3ug/ratén) empezando a las 5 semanas de edad durante 4 semanas, o con un vehiculo portador salino. Los
ratones C57B se utilizaron como grupos de control.

[0098] Al acabar el periodo de 4 semanas, los musculos tibial anterior (rapido) y cuadriceps (lento) se extrajeron
para la evaluacién de la fibrosis por la tincion con rojo Sirio del contenido de colageno y mediante la hibridacion
in situ de la expresion génica del colageno a1(l).

Ejemplo 2: Efecto de la halofuginona sobre la fibrosis en los musculos de diafragma, gastrocnemio y
tibial

[0099] La halofuginona se administra mediante una inyeccion intraperitoneal a los ratones mdx (n=7) desde las 3
semanas de edad cada dos dias con una concentracion de 5ug/raton. Los ratones de tipo salvaje (C57/BL) y mdx
sin halofuginona sirvieron como grupos de control. A la edad de 7 a 11 semanas los ratones se sacrificaron y el
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diafragma, el gastrocnemio y el tibial se fijaron para histologia y se congelaron muestras para analisis mas
detallados. Las secciones se tifieron para el colageno con rojo Sirio y con verde de metilo como contratincion. El
analisis de las imagenes utilizando el software Image Pro se llevd a cabo para la evaluaciéon estadistica del
efecto de la halofuginona en contenido coldgeno. Para el analisis de las imagenes, se tomaron imagenes de 3
animales/grupos y 4 copias de cada animal/tejido. Los resultados son la proporcién entre el color rojo (R) y el
verde (V).

Ejemplo 3: Efecto de la halofuginona en la regeneracion muscular

[0100] Los ratones mdx se trataron con halofuginona 5ug o 7.5ug durante 1 o 2 meses empezando a la edad de
3 semanas. Los ratones mdx sin tratar sirvieron como grupos de control. Al final del experimento, los diafragmas
se tomaron para su tincion con hematoxilina y eosina antes del recuento de nucleos centrales. Los resultados
son la media +SE de 20 fotos tomadas de 3 ratones diferentes. Cada foto contenia aproximadamente 120 fibras.

Resultados

[0101] Segun se muestra en la Fig. 2, los musculos cuadriceps (lento) y tibial (rapido) de los grupos de control
C57B mostraron casi ninguna célula expresando el gen de colageno ai(l), y se observaron niveles bajos de
colageno alrededor de las fibras. Se observé un aumento significativo tanto en la expresién génica de colageno
a1(l) como en la cantidad de fibras de colageno en los musculos cuadriceps y tibial de los mdx comparados con
los grupos de control. Este aumento se previno casi por completo con el tratamiento de halofuginona.

[0102] La fig. 3 demuestra que en los ratones de tipo salvaje, el nivel de colageno era bajo en el diafragma, el
gastrocnemio vy el tibial mientras que en los ratones mdx, se observé un aumento en el contenido de colageno en
todos los musculos. El aumento principal se observé en el diafragma; esto ya era evidente a las 3 semanas de
edad y se alcanzé un incremento de 9 y 15 multiplos comparado con el tipo salvaje a la 7 y 11 semanas,
respectivamente. En el gastrocnemio, se observé un aumento en el contenido de colageno a las 3 semanas de
edad con un aumento adicional a las 7 semanas. Con mas edad, se observo una disminucion en el contenido de
colageno pese a que el nivel todavia era mayor al que tenian los ratones de tipo salvaje. Sélo se observé un
aumento diminuto en el colageno en el tibial. En el diafragma, la halofuginona redujo los niveles de colageno en
un 25% a las 7 semanas (4 semanas de tratamiento) y en un 53% a las 11 semanas (8 semanas de tratamiento).
En el gastrocnemio, la halofuginona redujo el contenido de colageno en un 25% y un 33% a las 7 y 11 semanas,
respectivamente. No se observé un efecto de la halofuginona en el contenido de colageno en el musculo tibial.

[0103] La fig. 4 muestra el efecto de la halofuginona 5ug (morado) o 7.5ug (blangeucino) en la regeneracién
muscular, con los ratones mdx sin tratar (azul) como grupo de control. En los ratones de tipo salvaje, el nicleo de
cada fibra muscular se sitia en la periferia de la célula. En los ratones mdx se observan pequefias fibras
inmaduras centralmente nucleadas, reflejando la regeneraciéon muscular desde los mioblastos que provocan un
equilibrio entre los procesos necréticos y regenerativos en la fase temprana de la enfermedad. Después del
tratamiento con halofuginona se observé una reduccion importante dependiente de la dosis en el nUmero de
nucleos centrales del diafragma. Estos resultados sugieren que la halofuginona mejoré la fisiologia muscular y
redujo la presion en los musculos de los ratones mdx para regenerarse.

Analisis

[0104] En las diferentes distrofias musculares y sindromes distréficos, los diferentes tipos de musculo se ven
afectados por la fibrosis en un grado diferente. En el ratdn mdx, que sirve como modelo de la distrofia muscula
de Duchenne (DMD), el musculo mas afectado es el diafragma pese a que otros musculos también se ven
afectados. En consecuencia, el mayor efecto de la halofuginona en ratones mdx se observé en cuanto a los
musculos del diafragma fibroso, resultando en una inhibicion de fibrosis y del proceso fibroso del 53%.

[0105] En conjunto, los resultados anteriores sugieren que la halofuginona es un potente inhibidor de fibrosis
muscular en los ratones mdx inhibiendo sintesis de colageno tipo | y puede inhibir la necesidad de degeneracion
muscular inhibiendo la via de miostatina.

[0106] Los resultandos anteriores muestran adicionalmente que el alcance de la inhibicion de fibrosis mediante
halofuginona es dependiente del alcance de la fibrosis. Se ha observado que la halofuginona inhibe la fibrosis
mediante la inhibicion de sintesis de colageno en cada musculo que se ve afectado por la fibrosis, pero en
musculos en los que solo ocurre aumento diminuto en la sintesis de colageno, la inhibicion de sintesis de
colageno provocada por la halofuginona puede no ser claramente demostrable en el contexto del experimento,
por ejemplo durante el periodo de tiempo probado.

[0107] Se aprecia que varias caracteristicas de la invencion, descritas para ofrecer mayor claridad, en el contexto
de modos de realizacion separados, también pueden proporcionarse en combinaciéon en un Unico modo de
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realizacién. Por el contrario, varias caracteristicas de la invencién, que, para mayor concision, se describen en el
contexto de un Unico modo de realizacién, también pueden proporcionarse de manera separada o en cualquier
subcombinacién adecuada.

[0108] Pese a que la invencion se ha descrito junto con modos de realizacion especificos de la misma, es obvio
que muchas alternativas, modificaciones y variaciones seran evidentes para aquellos expertos en la técnica. Por
lo tanto, se pretenden abarcar todas estas alternativas, modificaciones y variaciones que caen dentro del amplio
ambito y alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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Reivindicaciones

Composicién farmacéutica para su uso en el tratamiento y/o su uso en la prevencién de la fibrosis de los
musculos esqueléticos en un sujeto que lo necesita, la composicién comprendiendo una cantidad
farmacéuticamente eficaz de un compuesto en combinacién con un portador farmacéuticamente
aceptable, el compuesto con una férmula:

| R e g,
.f/ \\ “ "".
R'; Q
N

O Ra

donde: nes o bien 10 2;

R1 es un miembro en el grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, nitro, benzo, alquilo inferior, fenilo y
alcoxi inferior; R2 es un miembro del grupo que consiste en hidroxi, acetoxi y alcoxi inferior; y Rz es un
miembro del grupo que consiste en hidrogeno y alquenoxi-carbonilo inferior y sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos.

Composicion farmacéutica para su uso en la mejora o la induccion de la regeneracién de los musculos
esqueléticos en un sujeto que lo necesita, la composicion comprendiendo una cantidad

farmacéuticamente eficaz de un compuesto en combinacién con un portador farmacéuticamente
aceptable, el compuesto con una férmula:

Ros,,
N i,
. R1n . ]
N .
N

0 Rs

donde es o bien 1 0 2;

R1 es un miembro del grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, nitro, benzo, alquilo inferior, fenilo y
alcoxi inferior;

R2 es un miembro del grupo que consiste en hidroxi, acetoxi y alcoxi inferior; y Rs es un miembro del
grupo que consiste en hidrégeno y alquenoxi-carbonilo inferior y las sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos.

Composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que dicho compuesto
es halofuginona.

Composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1y 3, en la que dicho sujeto
sufre un trastorno que engloba un tejido de musculo esquelético.

Composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1, 3 y 4, en la que dicho
trastorno es una distrofia muscular.

Composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que dicha distrofia

muscular se selecciona del grupo que consiste en distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular de
Becker, distrofia muscular de Emery-Dreifuss, distrofia muscular de cinturas, distrofia muscular
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facioescapulohumeral, distrofia miotonica, distrofia muscular oculofaringea, distrofia muscular distal,
miopatia de Miyoshi y distrofia muscular congénita.

7. Composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en la que dicho trastorno es
una atrofia por denervacion.

8. Composiciéon farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que dicho tejido de
musculo esquelético es el musculo de diafragma.

9. El uso de un compuesto con una féormula:

N RZ/M,
\ e,
O

R

donde: nes o bien 10 2;

R1 es un miembro del grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, nitro, benzo, alquilo inferior, fenilo y
alcoxi inferior; Rz es un miembro del grupo que consiste en hidroxi, acetoxi y alcoxi inferior; y Rz es un
miembro del grupo que consiste en hidrogeno y alquenoxi-carbonilo inferior y sales farmacéuticamente

aceptables de los mismos.

en la elaboracion de un medicamento para reducir la progresion de la fibrosis de los musculos
esqueléticos en un sujeto que lo necesita.

10. El uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que dicho compuesto es halofuginona.

11.El uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en el que dicho sujeto sufre un trastorno que afecta a un tejido
de musculo esquelético.

12.El uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que dicho trastorno es una disfrofia muscular.

13.El uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que dicha distrofia muscular se selecciona del grupo
que consiste en distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular de Becker, distrofia muscular de
Emery-Dreifuss, distrofia muscular de cinturas, distrofia muscular facioescapulohumeral, distrofia
miotonica, distrofia muscular oculofaringea, distrofia muscular distal, miopatia de Miyoshi y distrofia
muscular congénita.

14.El uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que dicho trastorno es una atrofia por denervacion.

15. El uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que dicho tejido de musculo esquelético es el musculo de
diafragma.
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