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DESCRIPCION
Tratamiento de fibrosis y enfermedades hepaticas

La presente invencion se refiere al campo del tratamiento de fibrosis y enfermedades hepaticas, particularmente
enfermedades hepaticas inflamatorias.

Las fibrosis son afecciones que se caracterizan por la formacion de tejido fibrotico o lesiones de tejido. A este
respecto, se llega a una proliferacion patolégica de las células del tejido conectivo en tejido conectivo mismo o
también en un o6rgano. A este respecto, se endurece el tejido del 6rgano afectado y se generan alteraciones
cicatriciales que conducen en un estado avanzado a la limitacion de la funcién del érgano respectivo.

Se entiende por fibrosis por tanto la proliferacion excesiva de tejido conectivo en todos los érganos humanos, cuyo
origen se encuentra en la sobreproduccion de proteinas de la matriz extracelular, principalmente colageno. Los
procesos de regulacion molecular compleja que conducen a esta sobreproducciéon son conocidos solo en parte.
Hasta hoy, han podido identificarse sin embargo numerosos desencadenantes como, por ejemplo, sustancias
toxicas, factores de crecimiento, fragmentos peptidicos de proteinas de matriz y hormonas, entre otros, que
estimulan fibroblastos, como miofibroblastos y células estrelladas, como células diana de la formacién elevada de
proteinas de matriz.

El higado es sumamente activo metabolicamente y un érgano de alta regeneracién que, también ante grandes
dafos, es capaz de formar nuevas células hepaticas y regenerarse asi. En las enfermedades hepaticas, se llega asi,
segun la intensidad, a una alta remodelacion de tejido, con lo que existe también un alto riesgo de formacion de
tejido fibrotico.

Huentelman et al. (Exp. Physiol. 90 (5) (2005): 783-790) se refiere al uso de un vector lentivirico que codifica ACE2
de raton (lenti-mACE2), que se ha utilizado para la investigacion de fibrosis cardiacas. El modelo de ensayo se
basaba en ratas a las que se habia administrado Ang Il con la ayuda de bombas implantadas. Se ha mostrado que,
mediante la administracién de Ang I, se causa la fibrosis en el corazén asi como se eleva la produccion de
colageno. Ambos efectos se atenuaban por la transformacion con el vector de ACE2.

Herath et al. (Journ. of Hepatology 47 (2007): 387-395) se refiere a un estudio de modelos de fibrosis hepatica (ratas
BDL) con una fibrosis inducida por intervencién quirirgica. Este documento no se refiere a ninguna terapia de esta
fibrosis, particularmente a ninguna administracion de ACE2, sino simplemente a la observacion de los valores de
ACE2 y angiotensina (1-7).

En Warner et al. (Clinical Science 113 (2007): 109-118) se resume la actividad de la angiotensina I, particularmente
la actividad sobre la inflamacion y el control de la curacion de heridas. En heridas crénicas, se regula positivamente
la ruta de ACE2 del SRA de forma natural, particularmente con el desarrollo de fibrosis hepatica.

Diez-Freire et al. (Physiol. Gen. 27 (2006): 12-19) representa un trabajo previo a los resultados de Huentelman et al.
Segun Diez-Freire et al., se usaba igualmente el vector de transfeccion de lentivirus de ACE2, sobre todo para
investigar el efecto de la transferencia génica de ACE2 sobre la presién sanguinea.

Katovich et al. (Exp. Physiol. 90 (3) (2005): 299-305) describe el potencial de ACE2 como diana potencial para la
terapia génica de trastornos hiperténicos.

Huentelman M. ("HIV-1 based viral vector development for gene transfer to the cardiovascular system" (2003)
(defensa de tesis)) muestra sistemas vectoriales para transferencia génica a sistemas cardiovasculares. Las paginas
11 y 12 tratan alli brevemente de ACE2. Alli se ocupan de ratones con desactivacion génica de ACE2 y comprueban
que el sistema de ACE2 representa otro sistema para la regulaciéon de la presién sanguinea que contrarresta al
sistema de ACE. Se sugiere ademas en la pagina 71 utilizar el vector de lentivirus descrito por Huentelman et al.
para la transfeccion de ACE2.

Kuba et al. (Curr. Opin. In Pharmac. 6 (2006): 271-276) describe la funcion protectora de ACE2 en modelos animales
de SDRA e infecciones de SRAG por coronavirus, ya que ACE2 es un receptor de SRAG critico.

Huentelman ef al. (Regul. Peptides 122 (2004): 61-67) se refiere a la clonacion de la forma hidrosoluble secretada de
ACE2. La forma truncada de ACE2 se clonaba en un vector lentivirico para transfeccion ("Lenti-shACE2"). Como
diana, se citan particularmente células cardiacas o células endoteliales de las arterias coronarias. En comparacion
con ACE2 unido a membrana, se comprobd una mayor secrecion y por tanto una concentracion mas elevada de
ACEZ2 en la circulacion.

El documento WO 2004/000367 A1 describe la activacion de ACE2 para el tratamiento de afecciones cardiacas,
pulmonares y renales.

Es un objetivo de la presente invencion prevenir desarrollos que conduzcan a fibrosis y enfermedades hepaticas,
frenar su progresion y tratar fibrosis y enfermedades hepaticas.
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La presente invencion se refiere al uso de una proteina ACE2 hidrosoluble recombinante que contiene mas de un 20
% en peso de azucar (segun el peso de ACE2 total) para la preparacion de una composicion farmacéutica para el
tratamiento o prevencion de una fibrosis, y en el que la composicion se administra por via sistémica.

La presente invencion y divulgacion se refieren a una proteina o un acido nucleico que codifica la proteina, en los
que la proteina es ACE2, para el tratamiento terapéutico o la prevencién de una enfermedad hepatica o fibrosis. Se
refieren igualmente la presente invencion y la presente divulgacion al uso de una proteina ACE2 o un acido nucleico
que codifica ACE2 para la preparacién de una composicién farmacéutica para el tratamiento o la prevenciéon de
enfermedad hepatica o fibrosis.

Se ha mostrado por primera vez que el sistema de renina-angiotensina ejerce una influencia decisiva sobre el
proceso patolégico de diversas afecciones organicas y que una inactivacion del mismo por toma terapéutica de
ACE2 puede tanto amortiguar los sintomas agudos como curar los cronicos. Se destaca especialmente en este
punto que, segun la presente invencién y la presente divulgacion, en el caso de un modelo de fibrosis hepatica
especialmente agresiva, la activacion de células estrelladas, que originalmente se consideran responsables del
desarrollo de una disfuncion organica causada por fibrosis del higado, podria inhibirse completamente. Por tanto,
podria pararse el desarrollo patolégico e incluso revertirse. Este conocimiento puede emplearse, debido a la similitud
de los procesos patoldgicos, en una pluralidad de afecciones fibréticas.

La enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) es una enzima esencial del sistema de renina-angiotensina-
aldosterona que se expresa como glicoproteina anclada a membrana en diversos 6rganos, como corazon, rifiones,
higado y pulmones, pero también en vasos sanguineos. ACE2 se descubrié en 1997 como enzima homoéloga de
ACE (acc. a Genbank: BAB40370, codificada por un acido nucleico de secuencia segin acc. a Genbank:
AB046569). Al principio, se le asigné la misma actividad enzimatica que ACE (documento US 6.989.363). Solo mas
tarde se descubri6 que ACE2 presenta un modo de accion totalmente distinto, incluso antagonista, de ACE
(documento WO 2004/000367). ACE2 es una carboxipeptidasa que escinde numerosos sustratos peptidicos con una
selectividad y actividad altamente diferentes. ACE2 es también un coparticipe de unién celular de coronavirus de
SRAG. La regulacion negativa de ACE2 o la administracion de ACE2 para bloquear los receptores de virus puede
reducir por tanto la susceptibilidad de células presentadoras de ACE2 (documento WO 2006/122819). Las funciones
descritas de ACE2 son sobre todo la transformacion de Ang Il en Ang 1-7, presentando sustrato y producto de esta
reaccion propiedades antagonistas. Ang Il actia esencialmente como vasoconstrictor e hipertensor. Ang 1-7 actda
como vasodilatador y presenta en enfermedades renales, pulmonares y cardiacas un efecto protector (documento
WO 2004/000367). El producto de ACE2 Ang 1-7 inhibe ademas ACE, la enzima que es responsable decisivo de la
produccion de Ang Il. El sistema de renina-angiotensina desempefia un papel esencial en la patologia de
enfermedades hepaticas, en especial de fibrosis hepatica. La presencia de Ang Il es responsable del efecto
profibrogénico en células estrelladas del higado (HSC, hepatitic stellate cells). Ha podido mostrarse que la expresion
y actividad de ACE2 aumentan en pacientes afectados por infeccién cronica por HCV. En este sentido, se trata
aparentemente de un mecanismo protector que sin embargo no basta para iniciar la regeneracién del érgano. Es por
tanto productivo un aumento de la actividad de ACE2.

Al inhibir la formacién de fibrosis puede prevenirse una fibrosis, o al impedir el empeoramiento de la fibrosis acelerar
el proceso de curacién. Es por tanto posible una terapia profilactica con ACE2 o un acido nucleico que codifica ACE.
Dicha terapia profilactica no debe sin embargo entenderse en un sentido absoluto, sino Unicamente que disminuye el
riesgo de aparicion de una fibrosis o se mitigan los sintomas de fibrosis o la intensidad de una fibrosis en desarrollo.
Particularmente, la presente invencion y la presente divulgacion se refieren al tratamiento o la prevencion de la
progresion de una fibrosis o enfermedad hepatica. Es particularmente razonable una aplicacion profilactica en
pacientes de riesgo con una probabilidad elevada de desarrollar una fibrosis o enfermedad hepatica (en
comparacion con individuos sanos) como, por ejemplo, alcohdlicos o pacientes con una infeccion por hepatitis C.

En una forma de realizacion preferida, la fibrosis es una fibrosis local de un tejido u érgano. Dichas fibrosis
especificas de drgano son fibrosis hepaticas, fibrosis pulmonares, fibrosis de tejido conectivo, particularmente
fibrosis de los septos musculares, fibrosis renal y fibrosis cutanea, por ejemplo en combinacién con una inflamacién-
esclerodermia. Preferiblemente, la fibrosis es una fibrosis de un érgano interno, por ejemplo de higado, rifiones,
pulmones, corazén, estdbmago, intestino, pancreas, una glandula, un musculo, un cartilago de tendones y ligamentos
0 una articulacién. Es una forma especial de fibrosis la fibrosis quistica o fibrosis reumatica.

Se prefiere la fibrosis atribuida a una deposicién excesiva de los componentes de la matriz extracelular,
particularmente proteinas como colageno. El colageno es una proteina estructural del tejido conectivo,
particularmente de la matriz extracelular. La formaciéon de colageno, particularmente en relacion con el marcador
SMA (actina de musculo liso en inglés), se correlaciona directamente con la progresion de la fibrosis. Segun la
invencion, ha podido observarse una inhibicién especialmente eficaz de la deposicion de colageno por ACE2.

Ademas, es también posible el tratamiento de fibrosis cronicas basandose en el mecanismo general.
Particularmente, la fibrosis puede estar causada por dafios mecanicos o quimicos de células o tejidos o heridas,
cancer o tumores, infecciones, particularmente de patdgenos como virus, bacterias u hongos, por implantes,
incluyendo implantes de érganos, asi como medicamentos. Las infecciones pueden ser especificas de érgano, por
ejemplo, como por ejemplo infeccion por virus de la hepatitis, particularmente por HCV. Son otras afecciones
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fibroticas que pueden tratarse preferiblemente segun la presente invenciéon y segun la presente divulgacion con
ACE2 o un acido nucleico que codifica ACE2, por ejemplo, fibrosis primarias o secundarias, particularmente fibrosis
causadas por una reaccién autoinmunitaria, enfermedad de Ormond o fibrosis retroperitoneal.

El higado es un 6rgano de metabolismo sumamente activo y altamente regenerativo que, también en dafios
elevados, es capaz de formas nuevas células hepaticas y regenerarse asi. En las enfermedades hepaticas, se llega
asi, segun la intensidad, a una alta remodelacion de tejido, existiendo también un alto riesgo de formacion de tejido
fibrético. Por tanto, la aplicacion presente de ACE2 o un acido nucleico que codifica ACE2 es adecuada para el
tratamiento de enfermedades hepaticas, particularmente para prevenir o tratar sintomas fibréticos como efecto
secundario o indicacion principal. Ademas, ha podido mostrarse que la ALT (alanina aminotransaminasa), un
indicador de la funcion hepatica, podia elevarse significativamente por el tratamiento con ACE2. Por tanto, la
presente divulgacion es particularmente adecuada para el establecimiento o mantenimiento de la funcién hepatica
en una enfermedad hepatica. En formas de realizacién especiales, la enfermedad hepatica esta relacionada con
dafos hepaticos o dafios de células hepaticas.

En formas de realizacion especiales, la fibrosis o enfermedad hepatica aparece junto con una inflamacién, por
ejemplo en una hepatitis (enfermedad hepatica inflamatoria). Las inflamaciones de diversos érganos o tejidos se
curan a menudo mal al menos parcialmente y pueden conducir también a la formacion de tejido fibrético. Una
reaccion inflamatoria es un proceso en el que las células de defensa se encaminan hacia una fuente de infeccion y
aseguran alli la eliminacion del origen. Esta inflamacion puede estar causada, a saber por ejemplo, por una
infeccion. Se liberan en este sentido distintos mediadores que contribuyen a la eliminacion, pero que producen
también sintomas de inflamacién. Por falta de regulacion de la reaccion, estos sintomas pueden causar los dafios
principales o ser generalmente la fuente de la afeccion. Las inflamaciones pueden estar causadas también
artificialmente, por ejemplo, por trasplantes de 6rganos, que dado el caso pueden conducir al rechazo del 6rgano
extrafio. Pueden causarse igualmente inflamaciones como efecto secundario por determinados medicamentos.

La expresion de ACE2 se controla por diversos estimulos. Se ha encontrado ahora también que ACE2 se regula
negativamente por la aparicion de citocinas inflamatorias como TNF-a, IFN-y o IL-4, lo que conduce como
consecuencia a diversas enfermedades y a una acumulacion de Ang Il en los compartimentos afectados y a una
potenciacién de la respuesta inmunitaria inducida. Las citocinas sirven esencialmente para la comunicacién de
diversos tipos de células del sistema inmunitario. Habitualmente, una de las primeras etapas consiste en una
inflamacion naciente que capta sustancias antigénicas por células presentadoras de antigeno (APC) y las clasifica
como extrafias. Como consecuencia, se llega a un primer rechazo de las citocinas inflamatorias por las APC
afectadas, que alerta asi a otras células del sistema inmunitario. Este mecanismo esta altamente regulado y
controlado para inducir una respuesta inmunitaria solo cuando sea realmente justificable y esta se desactiva cuando
se ha neutralizado la sustancia antigénica. No obstante, puede suceder que esta respuesta inmunitaria inducida se
descontrole y se vuelva contra el propio organismo. La acumulacion de Ang Il, por ejemplo en diversas
enfermedades renales, cardiacas y pulmonares, causa una inflamacion progresiva y también una infiltracion
aumentada del tejido afectado por células del sistema inmunitario, y como consecuencia un exceso de respuesta
inmunitaria. Es siempre una etapa clave en este sentido sin embargo la respuesta inmunitaria celular como reaccion
ante un estimulo que supera con creces con una cascada de amplificacion autopotenciada el fin primario, neutralizar
una sustancia extrafa, y como consecuencia dafia el organismo.

La primera etapa de la respuesta inmunitaria naciente es la emision de sefales inflamatorias en forma de citocinas.
Son representantes importantes de las mismas, por ejemplo, IL-4, IFN-y o TNF-a. Son productos terapéuticos
empleables sustancias que tienen la propiedad de suprimir o debilitar esta expresién de citocina después de la
estimulacién de las células inmunitarias para atenuar una respuesta inmunitaria excesiva. La expresion de ACE2 se
reduce fuertemente en presencia de citocinas inflamatorias a niveles celulares que conducen a una potenciacién de
la inflamacion sobre todo por acumulaciéon de Ang I, por la disminucion de Ang 1-7 y por la falta de reduccioén de la
replicacion de Ang Il asi causada. Las concentraciones de Ang Il por lo tanto fuertemente crecientes fomentan, a
causa de las propiedades fuertemente inflamatorias de Ang Il, la potenciacion adicional de la inflamacion, que
conduce como consecuencia a una atenuaciéon aun mas clara de la expresion de ACE2. Para escapar de este
circulo vicioso, se administra terapéuticamente ACE2 segun la invencion y por tanto se previene una acumulacién de
Ang Il y se amortigua asi la inflamacion: ACE2 reduce inmediatamente el alto titulo de Ang Il, lo que debilita la
inflamacion creciente continua por Ang Il. Se replica Ang 1-7 y debilita igualmente la inflamacion mediante su
actividad antiinflamatoria. Ademas, Ang 1-7 limita la produccion posterior de Ang Il por su propiedad de inhibir ACE.
La terminacién de la inflamacion causa que las citocinas segregadas regresen a una medida estandar y que se
llegue de nuevo a una expresion de ACE2 enddgeno que proporcione sosteniblemente la degradacion de Ang Il y la
generacion de Ang 1-7 y conduzca de nuevo a un SRA funcional estable. Como consecuencia, se ajusta de nuevo
un equilibrio autorregulador permanente de los componentes operativos del SRA. Por tanto, puede suprimirse
completamente una nueva toma de ACE2 cuando el estimulo original del sistema inmunitario se ha neutralizado. Se
reproduce una representacion esquematica de los mecanismos mencionados en la Fig. 5. Mediante la toma de
ACEZ2, se crea una salida a la inflamacién autopotenciada.

Los datos indicados en los ejemplos permiten las siguientes conclusiones sobre la actividad de ACE2 como

inmunorregulador. Debido a un estimulo antigénico, se llega a una segregacion de citocinas inflamatorias. En

presencia de citocinas inflamatorias, se llega a una pérdida de la expresion de ACE2. En ausencia de ACE2, se
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acumula el péptido proinflamatorio Ang Il, ya que no puede degradarse por ACE2. En ausencia de ACE2, se
acumula igualmente la citocina proinflamatoria TNF-a. ACE2 posee propiedades antiinflamatorias y reduce la
expresion de citocinas inflamatorias en linfocitos. Una toma terapéutica de ACE2 compensa por tanto la expresion
de ACE2 enddgeno perdida y puede detener una inflamacion naciente mediante la reduccion de los titulos de Ang I,
mediante la formacién de Ang 1-7 y mediante otros efectos. Una toma terapéutica de ACE2 posibilita, incluso en el
caso de una sepsis grave por infusion continua de LPS, reducir de nuevo el titulo de Ang Il al nivel de un sujeto sano
y reestablecer la regulacion del SRA por consiguiente. Una toma terapéutica de ACE2 posibilita ademas, incluso en
el caso de una sepsis grave por infusion continua de LPS, reducir de nuevo el titulo de TNF-a al nivel de un sujeto
sano. Ha podido observarse el mismo efecto igualmente en el caso de dafios pulmonares mecanicos masivos por
aspiracion de meconio.

Preferiblemente, la proteina es ACE2 recombinante. Las secuencias de ACE2 son suficientemente conocidas y
puede producirse sin problemas mediante la insercién de vectores adecuados, que codifican ACE2, en sistemas de
expresion, particularmente eucariéticos. Dichos sistemas son, por ejemplo, estirpes celulares de mamiferos como
células de CHO (ovario de hamster chino) y células de raton NSO o células de insectos, por ejemplo, Sf9. Para la
expresion, uno de dichos vectores puede presentar determinados promotores especificos de célula o generales.

Preferiblemente, la proteina (que codifica también el acido nucleico de ACE2) es ACE2 hidrosoluble, particularmente
sin dominio de membrana. La secuencia de ACE2 humana se indica por la SEQ ID NO: 1:

MSSSSWLLLSLVAVTAAQSTIEEQAKTFLDKFNHEAEDLEYQSSLASWNYNTNITEENVQONM-
NNAGDKWSAFLKEQSTLAQMYPLOETIONLIVKLOLOALQONGSSVLSEDKSKRLNTILNTMS ~
TIYSTGKVCNPDNPQECLLLEPGLNEIMANSLDYNERLWAWESWRSEVGKQLRPLYEEYVVLKN
EMARANHYEDYGDYWRGDYEVNGVDGYDYSRGQLIEDVEHTFEEIKPLYEHLHAYVRAKLM-
NAYPSYISPIGCLPAHLLGDMWGREWTNLYSLTVPFGOQKPNIDVTDAMVDQAWDAQRIF - ‘
KEAEKFFVSVGLPNMTQGFWENSMLTDPGNVQKAVCHPTAWDLGKGDFRILMCTKVTMDDFLTA
HHEMGHIQYDMAYAAQPFLLRNGANEGFHEAVGEIMSLSAATPKHLKSIGLLSPDFQEDNE -
TEINFLLKQALTIVGTLPFTYMLEKWRWMVFKGEIPKDQWMKKWWEMKREIVGVVEPV?HDE—
TYCDPASLEHVSNDYSFIRYYTRTLYQFQFQEALCQAAKHEGPLHKCDISNSTEAGQKLENMLR
LGKSEPWTLALENVVGAKNMNVRPLLNYFEPLETWLKDONKNSEFVGNSTDWSPYADQSIK~
VRISLKSALGDKAYEWNDNEMYLFRSSVAYAMRQYFLKVEKNOMILFGEEDVRVANLK~
PRISFNFEFVTAPKNVSDIIPRTEVEKAIRMSRSRINDAFRLNDNSLEFLGIQPTLGPPNQPPVS

A este respecto, se escinde la secuencia sefial autdloga (subrayada) por las células hospedadoras para la
segregacion. Preferiblemente, la proteina ACE2 comprende por tanto una secuencia de ACE2 correspondiente a la
SEQ ID NO: 1 desde la posicion 18. En otra forma de realizacion, el polipéptido de ACE2 no presenta dominio
transmembrana. Este dominio transmembrana se encuentra en el extremo C de la SEQ ID NO:1. Se trata por tanto
entonces de una ACE2 soluble. Las formas de realizacion especialmente preferidas comprenden a este respecto
polipéptido de ACE2 soluble cuya cadena polipeptidica comprende los aminoacidos de la SEQ ID NO:1 hasta la
posicion aminoacidica 740, o fragmentos enzimaticamente activos de la misma. Otra proteina ACE2 soluble esta
compuesta por los aminoacidos 18-615 de la SEQ ID NO: 1.

La solubilidad de una proteina se determina no solo por su secuencia aminoacidica, sino también por su
plegamiento asi como por modificaciones postraduccionales. Son sobre todo las estructuras de azucar cargadas las
que elevan significativamente la solubilidad de una proteina e influyen en su perfil farmacologico. La seccion soluble
de ACE2 contiene 7 sitios de N-glucosilacion. Preferiblemente, al menos un 80 % de las posiciones de N-
glucosilacion posibles estan glucosiladas y/o la proteina ACE2 presenta una proporcion de azucar de mas de 10 %
(% en masa del ACE2 total) u 11 %, 12 %, 13 %, 14 %, preferiblemente mas de 15 % o0 16 %, 17 %, 18 %, 19 %,
particularmente mas de 20 % o 21 %, 22 %, 23 %, 24 % 0 25 %.

Aunque se prefiere ACE2 humana para la mayoria de formas de realizacion, es posible también ACE2 de raton, rata,
hamster, cerdo, primates o bovinos. ACE2 es una enzima universal en todos los mamiferos con el sustrato Ang Il
idéntico. Por tanto, es utilizable también en organismos extrafios. Por ello, pueden tratarse con la proteina (o su
acido nucleico), independientemente del origen de la ACE2, por ejemplo personas, ratones, ratas, hamsteres,
cerdos, primates o bovinos.

Segun la presente invencion y la presente divulgacion, puede ponerse a disposicion una composicion farmacéutica
que comprende la proteina ACE2 o un acido nucleico que codifica ACE2. Dichas composiciones pueden comprender
sales farmacéuticamente adecuadas de las mismas, adicionalmente tampones, componentes de tonicidad o
portadores farmacéuticos adecuados. Particularmente, los acidos nucleicos de ACE2 pueden proporcionarse a
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sistemas vectoriales terapéuticos adecuados. Las sustancias portadoras farmacéuticas sirven para una mejor
compatibilidad de la composicién y posibilitan una mejor solubilidad, asi como una mejor biodisponibilidad de las
sustancias activas. Son ejemplos de ellos emulsionantes, espesantes, componentes rédox, almidones, disoluciones
alcohdlicas, polietilenglicol o lipidos. La seleccion de un portador farmacéutico adecuado depende en gran medida
del tipo de administracién. Para administraciones orales, pueden usarse portadores liquidos o solidos, para
inyecciones son necesarias composiciones finales liquidas.

Preferiblemente, el medicamento para usar comprende sustancias tamponadoras o sustancias ténicas. Mediante el
tampon, puede ajustarse el valor de pH del medicamento a condiciones fisioldégicas y ademas pueden debilitarse o
amortiguarse las oscilaciones de pH. Es un ejemplo de ello un tampdn fosfato. Las sustancias tonicas sirven para
ajustar la osmolaridad y pueden comprender sustancias iénicas como, por ejemplo, sales inorganicas como NacCl, o
también sustancias no iénicas como, por ejemplo, glicerina o hidratos de carbono.

La composiciéon se acondiciona adecuadamente para administracion sistémica, topica, oral o intranasal. Estas
formas de administracion del medicamento posibilitan una absorcion rapida y sencilla. Para administracion oral,
pueden tomarse por ejemplo medicamentos solidos o liquidos directamente o disueltos o diluidos.

El medicamento para usar se acondiciona adecuadamente preferiblemente para administracion intravenosa,
intraarterial, intramuscular, intravascular, intraperitoneal o subcutanea. Para ello, son adecuadas por ejemplo
inyecciones o transfusiones. Las administraciones directamente a la corriente sanguinea tienen la ventaja de que el
principio activo del medicamento se distribuye por todo el cuerpo y se alcanzan rapidamente los tejidos diana.

Figuras:

Fig. 1: Formacion de colageno en el higado de ratones de tipo silvestre y con desactivacién génica de ACE2
después de BDL de 21 dias medida mediante tincion con rojo Sirio (izquierda) y determinacion de ARNm (derecha)
en comparacion con un grupo de control.

Fig. 2: Medida del contenido de SMA en tejido hepatico (A) y su ARNm (b) en el higado de ratones de tipo silvestre y
ratones con desactivacion génica de ACE2 después de BDL de 21 dias en comparacion con un grupo de control.

Fig. 3: Medida del contenido de SMA en tejido hepatico (A) y su ARNm (B) en el higado de ratones de tipo silvestre y
ratones con desactivacion génica de ACE2 después de BDL de 21 dias en comparacién con un grupo de control.

Fig. 4: Modelo de BDL en ratones de tipo silvestre: medida del contenido de ALT en muestras de suero de ratones
de tipo silvestre no tratados y aquellos que han recibido una terapia de ACE2.

Fig. 5: Representacion esquematica de la regeneracion de un SRA funcional mediante terapia de ACE2. Las flechas
rojas (+) representan efectos de la inmunorreactividad excesiva, mientras que las flechas azules (-) designan
alteraciones causadas por la terapia de ACE2.

Fig. 6: Analisis de FACS especifico de ACE2 de preparaciones de células Vero A6 después de 48 horas de
incubacion con IL-4, IFN-y o TNF-a 10 ng/ml (curvas con pico en medio) en comparacion con un grupo de control no
estimulado (curvas rojas con pico a la derecha) y una serie de control (curvas negras con pico a la izquierda).

Fig. 7: Medida de TNF-a en sobrenadantes de cultivo de PBMC 16 horas después de estimulacion con LPS, PHA y
LPS + PHA, sin (barras negras, izquierda) o en presencia de ACE2 (barras grises, en medio) o ACE2 y Ang Il
(barras azules, derecha).

Fig. 8: Concentracion de Ang Il medida en un modelo de sepsis inducido por LPS en cerdos: curvas azules:
animales tratados con APN 01 (rACEZ2), curvas grises: animales tratados con placebo, curvas grises (puntos
negros): animales sanos después de la administracion de APN 01.

Fig. 9: Actividad de ACE2 medida en ratones, cerdos y monos Rhesus.

Fig. 10: Concentracion sérica de TNF-a en un modelo de sepsis inducida por LPS en cerdos. Se representaron los
animales tratados con ACE2 en azul y los animales tratados con placebo en gris. Se normalizaron las
concentraciones de TNF-a a los valores de partida respectivos al inicio de la terapia (100 %).

Fig. 11: Concentracion sérica de TNF-a en un modelo de SDRA inducido por aspiracion de meconio en cerdos. Se
representaron los animales tratados con ACE2 en azul y los animales tratados con placebo en gris.

Ejemplos:
Ejemplo 1: Modelo de fibrosis hepatica, importancia de ACE2 en la fibrosis hepatica

Se evaluaron ratones con desactivacion génica de ACE2 y de tipo silvestre de ACE2 después de ligamiento del
conducto biliar (bile duct ligation, BDL) después de 21 [?] y se compararon con grupos de control de tratamiento
ficticio. La investigacion patologica del higado mostré deposiciones de colageno claramente elevadas en los
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animales que habian experimentado BDL (Fig. 1). Se investigd el almacenamiento de colageno en tejido hepatico
mediante coloracion especifica con rojo Sirio y era sorprendentemente 2,5 veces mayor en ratones con
desactivacion génica de ACE2 que en los del grupo de tipo silvestre (Fig. 1). El nimero de células productoras de
colageno del higado se determind mediante medida de SMA, un marcador de células estrelladas activadas,
mediante transferencia Western y medida de ARNm. La Fig. 2 representa la relacion entre la falta de actividad de
ACE2 y el dafio hepatico y muestra claramente que el nimero de células productoras de colageno esta claramente
elevado.

Este enfoque muestra que hay una correlacion entre la ausencia de ACE2 y la deposicion de colageno en el higado
dafado. La deposicion de colageno es un sintoma patoldgico esencial del dafio hepatico progresivo.

Ejemplo 2: Modelo terapéutico

En un segundo enfoque, se administré a ratones de tipo silvestre después de realizada la BDL durante 14 dias
ACE2 recombinante intravenoso como inyeccion embolada diaria de 2 mg/kg. Estos animales se compararon de
nuevo con un grupo de control que recibia solo la administracion de una disolucién salina, después del final de la
terapia. La Fig. 3 muestra muy claramente que la concentracion de SMA en tejido, y por tanto el nimero de células
productoras de colageno en tejido hepatico dafiado de animales de tipo silvestre, aumenta muy claramente, mientras
que la SMA en el higado de ratones tratados con ACE2 no era detectable mediante transferencia Western. El
analisis del ARNm de SMA confirma este resultado. En la Fig. 4, se representa la concentracion sérica de ALT de los
grupos investigados al final del experimento. Ha podido mostrarse igualmente aqui que ALT en el grupo tratado con
ACE2 alcanzaba concentraciones menores.

Ambos estudios muestran muy claramente que una actividad reducida de AE2 conduce a un empeoramiento de los
sintomas hepaticos. Una actividad de ACE2 elevada reduce el numero de células productoras de colageno, asi
como el enriquecimiento en colageno en tejido. Ha podido confirmarse ademas un efecto terapéutico mediante la
toma sistémica de ACE2 soluble recombinante.

Ejemplo 3: Pérdida de la expresion de ACE2 en presencia de citocinas inflamatorias

La estirpe celular renal Vero E6 (Ceropithecus aethiops) expresa en condiciones de cultivo habituales ACE2 como
glucoproteina anclada a membrana. Se incubaron Vero E6 durante 48 horas con IL-4, IFN-y o TNF-a 10 ng/ml y se
analizaron las alteraciones respecto a la expresion de superficie de ACE2 mediante analisis de FACS con el uso de
un anticuerpo policlonal de cabra especifico de ACE2 y un anticuerpo marcado con FITC especifico de cabra. En la
Fig. 6, se representan los histogramas respectivos. La valoracion correspondiente se resume en la Tabla 1.
Mediante incubacién con IL-4, IFN-y o TNFa, se redujo claramente la expresion de ACE2. Mientras que se midié una
positividad de ACE2 de 5113 % en células no estimuladas, esta se reducia a 2842, 22+1 y 39+2 % respectivamente
después de estimulacion con IL-4, INF-y y TNF-a (Fig. 6).

Tabla 1: Analisis FACS especifico de ACE2 medido después de incubacién de Vero E6 después de 48 horas de
incubacion con IL-4, IFN-y o TNF-a 10 ng/ml en comparacién con un grupo de control no estimulado.

Estimulacion IL-4 IFN-y TNF-a @
Positividad 28+3 22+1 3942 5113
Control negativo 5 2 4 6

Ejemplo 4: Atenuacioén de la inmunorreactividad de PBMC

En este ejemplo, se expone el efecto de ACE2 sobre la expresion de citocinas de PBMC (células mononucleares de
sangre periférica) estimulados. Se uso6 en el enfoque una preparacion de PBMC, y por tanto el espectro de linfocitos
totales del donante, para posibilitar la interaccion de distintos linfocitos. Se extrajo sangre completa de un donante
sano y se separaron los PBMC alli contenidos mediante centrifugacion. Se incubaron estas células a continuacion
con sustancias fuertemente inmunogénicas, como lipopolisacarido (LPS, 100 ng/ml) y fitohemaglutinina (PHA, 20
pg/ml), y se estimuld una combinacion de ambas sustancias en presencia de Ang Il, ACE2 y ACE2 con Ang Il, y se
incubd a 37 °C durante 16 h. Se investigd en los sobrenadantes el TNF-a y se compard con una preparacion de
control que se llevé a cabo en ausencia de ACE2 y péptidos del SRA. Se representan graficamente en la Fig. 7 los
resultados de este ensayo: la incubacion con LPS y PHA inducia en todos los casos la secrecion de TNF-a. Las
preparaciones de control respectivas, que se coincubaron sin ACE2, mostraban las mayores concentraciones de
TNF-a (203, 352 y 278 mOD) respectivamente después de estimulacion con LPS, PHA y combinacién. En presencia
de ACEZ2, la sefial medida en todos los grupos era claramente menor y alcanzaba solo después de mOD valores de
181, 266 y 223 en los grupos respectivos. En ausencia de ACE2 y Ang Il, sin embargo, las concentraciones de
TNF-a medidas eran las menores y alcanzaban solo después de mOD 144, 247 y 183. Estos resultados muestran
que la ausencia de ACE2 conduce a una produccién claramente debilitada de citocinas inflamatorias, incluso cuando
se usan para estimulacion sustancias especialmente inmunogénicas como LPS o PHA. Esto confirma el efecto
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antiinflamatorio de ACE2. Sorprendentemente, el mecanismo funciona ya en ausencia de Ang Il y se refuerza en su
presencia, lo que sefiala un principio dual. Una parte del efecto esta causada por Ang Il y su producto de
degradaciéon Ang 1-7, funcionando la otra parte aparentemente por la degradacion de uno de los otros sustratos de
ACE2 y no estando ligada al Ang Il presente (Fig. 7).

Ejemplo 5: Restablecimiento del titulo de Ang Il del organismo sano

En este ejemplo, se ha mostrado como la toma de ACE2 exdgeno retoma bajo control un SRA desregulado. Se
administré para ello APN 01 (ACE2 humano soluble recombinante) en un modelo de sepsis inducida por la toma de
LPS. Se infundié continuamente LPS a los animales desde el punto temporal -120 minutos, lo que condujo a una
inflamacion masiva y como consecuencia a una sepsis. Se llegd, a causa de la segregacion masiva de citocinas
inflamatorias, a la inactivacion de la expresion de ACE2, lo que como consecuencia condujo a una acumulacion del
péptido inflamatorio Ang Il (véase la Fig. 8).

A partir del punto temporal 0 minutos, se administr6 APN 01 a una dosificacion de 400 pug/kg como bolo intravenoso.
Se llegd enseguida a una disminucién de Ang Il en el grupo tratado, y el titulo de Ang Il oscilé durante las siguientes
horas al mismo nivel que se habia medido también en animales sanos. Ademas, la toma de APN 01 a la misma
dosis en animales sanos produjo igualmente una pequefa caida del titulo de Ang Il, que se volvia a aproximar
igualmente después de varias horas a los valores de los animales sanos. Los animales tratados con placebo
mostraban en cambio un valor de Ang Il de nuevo creciente hasta el final del experimento. Este sorprendente
fendmeno puede explicarse solo por un restablecimiento del SRA altamente regulado, ya que hasta el final del
experimento se ponia a disposicion de los animales enzima activa igual que antes (véase la Fig. 9). Se midi6é un
tiempo de vida medio de aprox. 8 horas.

Ejemplo 6: Atenuacion de la expresion de citocinas inflamatorias en la sepsis

En el siguiente ejemplo se muestra cémo la concentracién de citocina inflamatoria crece rapidamente en un modelo
de sepsis en cerdos y, después de la toma de ACE2, recae al nivel del animal sano. Se infundié a los animales
desde el punto temporal de -120 minutos continuamente LPS a alta dosificacion, lo que condujo a una inflamacién
masiva y como consecuencia a una sepsis. Se llegd, a causa de la segregacion masiva de citocinas inflamatorias, a
la inactivacion de la expresion de ACE2, lo que como consecuencia condujo no solo a una acumulacién del péptido
inflamatorio Ang Il, sino igualmente de la citocina inflamatoria TNF-a (Fig. 10). A partir del punto temporal de 0
minutos, se administré por embolada intravenosa a los animales (6 animales en el grupo tratado, 5 animales en el
grupo de control) ACE2 a una dosificacion de 0,4 mg/kg o disolucion de tampén. Mientras se seguia administrando
continuamente LPS a la misma alta concentracion, se observaron los animales durante 3 horas mas, se obtuvieron
muestras de suero y se analizé el TNF-a. Pudo mostrarse que la concentracién de TNF-a en el grupo de control
permanecia elevada hasta el final del experimento, mientras que en el grupo tratado con ACE2 se llegaba tras una
sola administracion de ACE2 y con toma constante de LPS a una reduccion clara (p< 0,001) de la concentracion de
TNF-a. Se volvieron a alcanzar, a pesar de la sepsis masiva, valores aproximadamente iguales a los medidos
también en animales sanos. Mediante la toma de ACEZ2, pudo reducirse por tanto, incluso en un modelo de sepsis
muy agresiva, la expresion de TNF-a rapidamente al nivel sano, y detener ademas una inflamacion autopotenciada
(Fig. 10).

Ejemplo 7: Atenuacion de la expresion de todas las citocinas inflamatorias después de dafio pulmonar mecanico
local

En este ejemplo, se mostrd la influencia de ACE2 administrada sistémicamente sobre la expresiéon de citocinas
inflamatorias en un modelo de dafo pulmonar en cerdos. Se consideraron 14 animales en este estudio con
anonimato controlado por placebo. Todos experimentaron en la primera fase del experimento una aspiracion triple
de una disolucion de meconio al 20 %, induciéndose un dafio comparable en todos los animales por los parametros
hemodinamicos elevados. En la segunda fase del experimento, la terapéutica, se administré a la mitad de los
animales ACE2 humana soluble recombinante por embolada intravenosa a una dosificacion de 0,4 mg/kg. Los
demas recibieron una disolucidn fisiolégica de sal comun. Se extrajeron muestras de suero en los puntos temporales
de -30, 0, 30, 60, 90 y 150 minutos, en los que se midieron las concentraciones de las citocinas inflamatorias mas
importantes. El punto temporal O era en este sentido el punto de partida de la terapia, en el que todos los animales
mostraban ya sintomas de SRDA. Como se ilustra en la Fig. 11, hay una influencia muy clara de la administracion de
ACE2 sobre la concentracion sérica de TNF-a. Aunque la del grupo de placebo aumentaba fuertemente a mas de
230 ng/ml, en el grupo tratado caia al cabo de 30 minutos después de la administracion a menos de 40 ng/ml y se
aproximaba a los 90 minutos después de la toma a 25 ng/ml.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una proteina ACE2 humana soluble recombinante que comprende una proporcién de azlcar de mas
de 20 % (% en masa de la ACE2 total) para la preparacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la
prevencion de una fibrosis, y en el que la composicidon se administra por via sistémica.

2. Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la fibrosis es una fibrosis local de un tejido u érgano.

3. Uso segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque la fibrosis comprende fibrosis hepaticas, fibrosis
pulmonares, fibrosis de tejido conectivo, fibrosis cutanea o fibrosis renal.

4, Uso segun la reivindicacion 3, en el que la fibrosis comprende fibrosis hepaticas.

5. Uso segun una de las reivindicaciones 1 a 4 para aplicacion terapéutica antes de una fibrosis.

6. Uso segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque la fibrosis esta relacionada con una
inflamacion.

7. Uso segun la reivindicacion 6, en el que la inflamacion esta relacionada con hepatitis.

8. Uso segun una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque la fibrosis o inflamacion esta causada

por una infeccién o herida.

9. Uso segun una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque la proteina ACE2 no tiene dominio de
membrana.
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Analisis PK de APN 01
41 3
3- ‘+,
E "!-,_‘ 0
= 2] 7{?
- el
- 1
— 01 o Baibc (n=8) 2,5 mg/kg
v Monos Rhesus (n=4) 0,4 mg/kg
-14 .
+ Cerdos (n=1) 0.4 mg/kg
'2 T T T T T T
0 _ 5 10 15 20 25 30
Tiempolhoras
Fig. 10
TNF-w
e “wAPNOTOA mgmin=s [T
B Grupo de control n=§
§ 80 -
g B0 A e
S
g
E 40 4 - e
i
g
201 -
R
0 - ;

Valor de referencia 0 30
Tiempo/minutos

17



ES 2 481 645 T3

Fig. 11
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