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@Resumen:

La presente invencién describe la aplicacion del 2,5-
dihidroxibencenosulfonato de calcio (calcio
dobesilato) para el tratamiento de la acondroplasia
(enanismo). La aplicacién del 2,5-
dihidroxibencenosulfonato de calcio (calcio
dobesilato) es capaz de reducir el nivel de
fosforilacion de las proteinas ERK1/2 que estan
anormalmente elevadas en la acondroplasia y causa
los efectos caracteristicos del enanismo. El efecto del
2,5-dihidroxibencenosulfonato de calcio (calcio
dobesilato) reduciendo la fosforilacion de ERK1/2 esta
relacionado con la disminuciéon de los efectos
patolégicos asociados a esta enfermedad.
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DESCRIPCION

Uso del compuesto 2,5-dihidroxibencenosulfonato de calcio
(calcio dobesilato) para la elaboracidén de un medicamento
para el tratamiento de la acondroplasia.

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencidén describe el empleo del 2,5~
dihidroxibencenosulfonato de calcio para el tratamiento del
enanismo congénito de tipo acondroplésico.

ESTADO DE LA TECNICA

Los condrocitos son las células del cartilago encargadas
del desarrollo y crecimiento del hueso en los mamiferos.
Numerosas moléculas como las hormonas, las citoquinas y los
factores de crecimiento conducen a los condrocitos hacia
una maduracidén y crecimiento normal lo que se traduce en un
desarrollo adecuado de los huesos y una estatura normal.
Dentro de estas moléculas se pueden destacar los factores

de crecimiento transformantes (TGFs), las proteinas
morfogenéticas del hueso (BMPs), factores de crecimiento
derivados de insulina (IGFs), factores de crecimiento de

fibroblastos (FGFs) y las interleuquina (ILs), entre otras,
activan una secuencia de acciones que permiten el
desarrollo normal del hueso (Holland and Mikos, 2003). La
alteracidn de alguna de estas sustancias o) mas
corrientemente, el malfuncionamiento de alguno de sus
receptores, produce cambios en el patrdén de osificacidn
motivo que ocasionard un conjunto de patologias al que
conocemos con el nombre de displasias oseas.

Uno de estos sindromes es la acondroplasia que es el tipo
mas comun de enanismo. La acondroplasia esta causada por
una mutacidén en el gen que codifica para el receptor del
factor de crecimiento de fibroblastos de tipo 3 (abreviado
a partir de ahora como FGFR3).Este gen se localiza en el
extremo distal del brazo corto del cromosoma 4 (4pl6.3).
Los estudios realizados en distintas poblaciones, han
establecido que la mutacidén méds frecuente es la sustitucidédn
de una glicina por una arginina en la posicién 380 de la
proteina (Gly380Arg) (Naski et al., 1996). Este cambio
afecta de manera significativa al dominio transmembrana del
receptor (Shiang et al., 1994; Rousseau et al., 1994). Esta
sustitucidén que se observa en el 97% de los casos, no es la
unica, siendo relativamente habituales otras menos
frecuentes como el cambio de una Gly 375 por Cys (Superti-
Furga et al., 1995; Chen et al., 1999), la sustitucidén de
la Gly 346 por Glu (Prinos et al., 1995), asi como el
reemplazamiento de la Lys 650 por Met en el caso de la
forma més severa de acondroplasia (Iwata et al., 2000).
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La consecuencia de estas alteraciones es una reduccidn
sustancial de la longitud de los huesos, en especial de los
més largos.

Los estudios que han sido realizados con animales de
experimentacién manipulados genéticamente demuestran que el
papel del receptor FGFR3 es limitar el crecimiento de la
placa Osea, limitando la proliferacién de los condrocitos
(Roach et al., 1995; Colvin et al., 1996; Goldfarb 1996;
Burke et al., 1998). Este receptor es del grupo de los
denominados receptores tirosin quinasas, es decir es un
receptor que se dimeriza en presencia del FGF y que como
consecuencia de dicha dimerizacidén se autofosforilan sus
residuos tirosina. Esta fosforilacidn promueve la
propagacién de una serie de sefiales intracelulares
(Schlessinger et al., 2000; Hart et al., 2001).

Los problemas de crecimiento en la acondroplasia son la
consecuencia del mal funcionamiento del receptor FGFR3 que
lo que hace es enviar un numero de seflales al interior de
la célula exagerado. Este hecho ocasiona que el equilibrio
normal de proliferacidén y maduracidn sea inadecuado y como
consecuencia de esto la placa ésea y el hueso en definitiva
no crezca como debiera.

Un numero elevado de los estudios que se han realizado
hasta el momento estén dirigidos a determinar las vias de
sefializacidén celular empleadas por el receptor FGFR3
activado para mediar sus efectos sobre la proliferacidédn vy
diferenciacién de condrocitos. Asi distintas
investigaciones han identificado a la ruta de sefializaciédn
de STAT1 como la via a través de la cual el receptor FGFR3
inhibe 1la proliferacidén de 1los condrocitos (Li et al.,
1999; Sahni et al., 1999, 2001). La activacidén de STAT1
provoca el aumento de expresién del inhibidor de ciclo
celular p2l, Dbloquedndose de esta forma el crecimiento
celular. Con respecto a la influencia del receptor FGFR3 en
la diferenciacidén de los condrocitos existe atin una cierta
controversia. Mientras algunos autores sostienen que la
activacién de FGFR3 acelera el proceso de diferenciacién
promoviendo el incremento de condrocitos hipertréficos
(Minina et al., 2002; Dailey et al., 2003), otros plantean
que la activacidén del receptor inhibe la diferenciacidén de
condrocitos a través de la ruta de seflalizacidn celular de
las MAP guinasas (Murakami et al., 2004). Ademds, también
mediante esta cascada de seflalizacidédn celular de las MAP
quinasas, la activacidn constitutiva de FGFR3 provoca una
menor sintesis de matriz extracelular, hecho que también
influiria en la inhibicidén del crecimiento Oseo (Yasoda et
al., 2003).

Los estudios de estas vias alteradas en el caso de 1la
acondroplasia se pueden estudiar en modelos animales pero
sin duda resulta més preciso realizarlos en cultivos de
condrocitos o bien en células de condrosarcoma de rata
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transfectados con el gen que codifica para el receptor
FGFR3 tanto normal como acondroplasico, es decir con la
forma mutada G380R (Rozenblatt-Rosen et al., 2001;
Monsonego-Ornan et al., 2000).

La acondroplasia es una enfermedad huérfana, tal vez en
parte por la poca incidencia (un caso cada 25000
nacimientos), que ha hecho que no exista realmente un
interés grande por el desarrollo de los farmacos que
permitieran el tratamiento de esta patologia. Las patentes
sobre el tema son muy limitadas en numero (hasta donde
nosotros hemos podido encontrar). Existen patentes basadas
en formulaciones cuyo fin principal es la intervencién de
la guanilato ciclasa b de los condrocitos acondroplésicos
(US2003068313, US2004198665). En otros casos el aumento del
crecimiento y de la reabsorcidén oésea se lleva a cabo por
medico de compuestos con un nucleo de pirazilo (EP
15122401), por medio de la administracién de piridoxal vy
sus derivados (ES2286933Bl) y por medio de administracién
de dinucledétidos (ES2278519). Por ultimo, también se ha
encontrado que los péptidos natriuréticos son capaces de
modificar la condicidén caracteristica de la acondroplasia y
otras patologias dseas (US2004138134, W002074234).

En todos estos ejemplos se barajan tratamientos para
la acondroplasia por medio de moléculas que nada tienen que
ver con las descritas en la presente invencidén, ya que
estructuralmente no estédn relacionadas.

Las patentes que toman como base el 2,5-
dihidroxibencenosulfonato de calcio, con sus derivados son
numerosas, sirvan como ejemplo las patentes de referencia
US20120015912A1 sobre el tratamiento de enfermedades
oculares, la EP2208498A1 sobre el tratamiento de 1la
insuficiencia vascular crénica, la EP2589382A1 sobre el
tratamiento de enfermedades renales, WO02003004097A1 sobre
el tratamiento de la disfuncidén eréctil, la EP2054051B1
sobre el tratamiento de keratosis actinica. 2,5-
dihidroxibencenosulfonato de calcio, ademéas se utiliza como
medicamento en pomadas para el tratamiento de las
hemorroides. Sin embargo, ninguna de las aproximaciones
patentadas en la actualidad tiene como fin el tratamiento
de la acocndroplasia.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidén se basa en el comportamiento que
posee el 2,5-dihidroxibencenosulfonato de calcio y sus
derivados, vya que son capaces de disminuir la sefal
patoldégica que envia el receptor FGFR3 mutado de los
condrocitos, causante de la acondroplasia. La disminucidn
de los niveles de fosforilacién de las proteinas ERK1/2
sobrestimulados por el receptor FGFR3 acondroplasico y que
trae como consecuencia un acortamiento en la longitud de
los huesos largos.

La invencidén provee nuevas composiciones de ciertos
compuestos que poseen como base el 2,5-
dihidroxibencenosulfonato de calcio los cuales podrian ser
empleados terapéuticamente para el tratamiento de la
acondroplasia. La invencidén también aporta los métodos para
emplear dichas composiciones para tratar y prevenir
aquellas patologias relacionadas con la falta de estatura
como consecuencia de la mutacidén en el receptor para el FGF
denominado FGFR3.

El método comprende la administracién a un mamifero de
una composicién farmacéutica terapéuticamente efectiva del
2,5-dihidroxibencenosulfonato de calcio, u otro derivado.
Por cantidad terapéuticamente efectiva se entiende una
cantidad efectiva para tratar o prevenir la patologia,
condicién o desorden, la cual es a su vez una cantidad
efectiva para inhibir, prevenir, parar o retrasar la
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progresién del estado patoldgico y por ende de sus posibles
consecuencias.

El 2,5-dihidroxibencenosulfonato de calcio con férmula
gquimica Ca (Cg¢HsOsS),, parte de la estructura presente en la
férmulac:

OH HO

0O

—O0 (Ca?* 0—sS

HO OH

O—wn—="0

Formula

MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION

Ejemplo

Una muestra que contiene 2,5-dihidroxibencenosulfonato de
calcio, molécula con la estructura general descrita en la
formula, fue incubada con condrocitos acondroplésicos (que
presentan el receptor mutado).

Una concentracioén de 100 M de 2,5-
dihidroxibencenosulfonato de calcio fue incubada con las
células durante 10 minutos. Este experimento se realizd en
paralelo con otros tres idénticos. En el primero se le
afladié FGF9 para establecer las condiciones que se dan en
la acondroplasia en el segundo se afiadidé FGF9 con PPADS que
tampién es conocido como fArmaco para acondroplasia y un
ultimo con FGF9 méas 2,5-dihidroxibencenosulfonato de
calcio.

Para medir y constatar las posibles modificaciones como
consecuencia de la aplicacién del 2,5-
dihidroxibencenosulfonato de calcio se emplearon
anticuerpos comerciales frente las proteinas ERK 1/2 (P-ERK
1/2), que estéan altamente fosforiladas en la acondroplasia
y se verificaron las posibles modificaciones de dicha
fosforilacién por técnicas de inmunotransferencia (western-
blot).

La presencia del 2,5-dihidroxibencenosulfonato de calcio,
cuando  es comparado con el experimento con FGF9
(condiciones acondroplésicas) demuestra que los niveles de
fosforilacién de la proteinas ERK 1/2 son
significativamente menores como se ve en la figura. Como
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control de la correcta realizacidén del ensayo se midid la
proteina ERK2, que no varidé en ninguno de los experimentos.

BREVE DESCRIPCION DE LA FIGURA

Figura 1.- En la parte superior se pueden observar las
bandas correspondientes a las proteinas ERK1/2
fosforiladas, cuando las células acondroplasicas no son
tratadas con ningun agente (control), tras tratarlas con el
compuesto dobesilato sélo, tras su exposicidén en las
condiciones que se dan en la acondroplasia, es decir con
FGF9 (FGF9), y a continuacidén con FGF9 mas PPADS y con FGF9
mas dobesilato de calcio (2,5-dihidroxibencenosulfonato de
calcio). Se puede comprobar que, conforme a la patente
previa (2286933 Al), el tratamiento con el compuesto PPADS
induce un descenso de la intensidad de ésta banda en
comparacién con la que tiene el FGF9. Asimismo, con el
tratamiento con 2,5-dihidroxibencenosulfonato de calcio la
intensidad de ésta banda es sensiblemente menor que la que
tiene FGF9, por lo que esta sustancia es adecuada para el
tratamiento de la acondroplasia. Las bandas de la parte
inferior corresponden a un control de carga usando la
proteina ERK2Z que demuestra que el experimento ha sido
realizado correctamente ya que la intensidad de las bandas
en todos los casos es idéntica. Abajo se incluye también un
diagrama de barras en el cual se cuantifican los valores de
las proteinas ERK 1/2 fosforiladas de la parte superior de
la figura para cada agente ensayado.
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REIVINDICACIONES

1.- E1 uso de un compuesto con la estructura definida en la
férmula, para la preparacidén de un medicamento destinado al
tratamiento de la acondroplasia:

OH ' HO
O (0]
[
S§—O Ca*” '0O—S
[ |
O 0]
HO OH

Formula

2.- El uso de un compuesto de acuerdo con la reivindicacidn
1, donde el compuesto pueda ser el 2,5-
dihidroxibencenosulfonato de calcio, tal y como se describe
en la férmula, para la preparacién de un medicamento
destinado al tratamiento de la acondroplasia.

3.- El1 uso, de acuerdo con las reivindicaciones 1 y 2 donde
dicho compuesto sea administrado en una cantidad suficiente
para lograr concentraciones en el cartilago que varien
entre 107 a 100 g/litro.

4.- E1 uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 y 2 donde
dicha administracién implique la aplicacién del compuesto
descrito a través de un vehiculo portador seleccionado de
un grupo consistente en gotas de 1liquido, lavados con
liquido, geles, ungilientos, sprays y liposomas.

5.- E1 uso, de acuerdo con la reivindicacién 4 donde dicha
aplicacién implique infusiones de este compuesto a dicho
cartilago a través de un dispositivo seleccionado de wun
grupo consistente en sistemas de catéter-bomba, un
dispositivo de liberacidén continua o selectiva.

6.~ E1 uso de acuerdo con las reivindicaciones 1, 2, 3 y 4
donde dicha administracién implique la administracidn
sistémica de este compuesto, aplicando wuna suspensidn
liquido/liquido a través de gotas nasales o spray nasal o
liquido nebulizado a las vias orales o nasofaringeas de
dicho sujeto, tal que wuna cantidad terapéuticamente
efectiva del mencionado compuesto contacte con los tejidos
afectados de dicho sujeto (cartilago) a través de la
absorcién sistémica y circulaciédn.

7.- E1l uso de acuerdo con las reivindicaciones 1, 2, 3 y 4
donde dicha administracién sistémica de dicho compuesto sea
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llevada a cabo administrando una forma oral de dicho
compuesto, tal que una cantidad terapéuticamente activa de
él contacte con el cartilago a través de la absorcidn
sistémica y circulacién.

8.-El1 uso de acuerdo con las reivindicaciones 1, 2, 3 y 4
donde dicha. administracién sistémica del mencionado
compuesto sea llevada a cabo, administrando una forma
inyectable del mismo tal que una cantidad terapéuticamente
activa de él1 contacte con el cartilago a través de la
absorcidén sistémica y circulaciédn.

9.- El uso de acuerdo con las reivindicaciones 1, 2, 3 y 4
donde dicha administracién sistémica del mencionado
compuesto sea llevada a cabo aplicando un supositorio del
mencionado compuesto tal que una cantidad terapéuticamente
activa de ¢é1 contacte con el cartilago a través de la
absorcidén sistémica y circulaciédn.

10
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La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201300662

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 ES 2315117 B1 (ACTION MEDICINES SL) 16.03.2009
D02 US 2012015912 Al (SANCHEZ PEDRO CUEVAS et al.) 19.01.2012
D03 ES 2286933 B1 (FUNDACION LOPEZ HIDALGO) 01.12.2007
D04 US 2003068313 Al (NAKAO KAZUWA) 10.04.2003

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La presente solicitud se refiere al uso del compuesto 2,5 dihidroxibencenosulfonato de calcio (dobesilato de calcio) para la
preparacién de un medicamento destinado al tratamiento de la acondroplasia que pertenece a un conjunto de patologias
conocidas como displasias éseas, siendo la acondroplasia el tipo mas comun de enanismo.

En los documentos D1 y D2 se citan diferentes usos terapéuticos para el compuesto al que se refiere la presente solicitud,
2,5 dihidroxibencenosulfonato de calcio (dobesilato de calcio), asi se conoce su utilizacién para el tratamiento del asma
(documento D1), para el tratamiento de diferentes enfermedades oculares (documento D2).

Por otro lado también se describen diferentes compuestos para su uso en el tratamiento de la acondroplasia, asi en el
documento D3 se cita la utilizacion del piridoxal y sus derivados y en el documento D4 se utilizan péptidos que activan la
guanilil ciclasa B actuando sobre la acondroplasia provocada por mutaciones en el gen FGFR3.

Por lo tanto, a la vista del estado de la técnica, no se conoce el uso del dobesilato de calcio para el tratamiento de la
acondroplasia, por lo que la materia correspondiente a las reivindicaciones 1-9 tiene novedad y actividad inventiva segun los
articulos 6.1y 8.1 LP.

Informe del Estado de la Técnica Pagina 4/4




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

	IET



