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DESCRIPCION

Composicién cosmeética y/o dermatoldgica que comprende un inhibidor de la HMG-CoA reductasa y un inhibidor de
la farnesil-pirofosfato sintasa.

Campo técnico

La presente invencion se refiere a una composicion cosmética y/o dermatolégica para su uso en el tratamiento de
trastornos cutaneos y del cabello.

En la siguiente descripcion, las referencias entre paréntesis (X) se refieren a la lista de referencia al final de los
ejemplos.

Técnica anterior

El nicleo de las células eucariotas se define por una doble membrana perforada con poros, la envoltura nuclear, que
controla los intercambios moleculares entre los dos compartimentos nuclear y citoplasmatico. Esta envoltura aisla
parcialmente el contenido del ndcleo, es decir, el material genético y toda la maquinaria enzimatica requerida para
las funciones del genoma nuclear.

La envoltura nuclear consiste en 2 membranas concéntricas, la membrana externa, continua con el reticulo
endoplasmatico, y la membrana interna. La Ultima se bordea sobre la cara interna de la misma por una red fibrilar
densa denominada la lamina nuclear. Esta es una red proteica que consiste sustancialmente en polimeros de
laminas y proteinas asociadas. En los vertebrados, se identifican dos subclases de laminas: laminas de tipo A
(laminas A y C), y laminas de tipo B (laminas B1, B2 y B3), todas las cuales participan en el desarrollo de la lamina.
La dltima es mantiene en su sitio por asociacion con otras proteinas fijadas a la membrana interna de la envoltura
nuclear (para una revision, véase Gruenbaum y col., 2005 (19)).

Las laminas son proteinas en forma de filamentos que pertenecen a la familia de los filamentos intermedios (tipo V)
cada uno de los cuales tiene una estructura comun: un segmento corto globular N-terminal (cabeza) separado de
otro segmento globular C-terminal (cola) por un dominio central largo dividido en varias hélices alfa (dominio baston).
La cola globular contiene, en particular, una sefial de localizacion nuclear (NLS) que permite el direccionamiento al
nucleo después de la sintesis. El dominio central permite la asociacion de dos moléculas de lamina paralelas y su
organizacion en filamentos, a través de la asociacion de los dimeros "cabeza-cola". Esta estructura les confiere unas
propiedades mecanicas muy resistentes.

Unicamente la lamina A y las laminas B experimentan una maduracion después de la sintesis de un precursor (para
una revision, véase Gruenbaum y col., 2000 (20)). La lamina C se sintetiza directamente en su forma madura.

El precursor de la ldmina A y las laminas B termina en un motivo CaaX caracteristico (C es una cisteina, a un
aminoacido con una cadena alifatica no cargada y X es cualquier aminoacido, que en este caso es metionina (para
una revision, véase Lévy & Cau 2003 (29)).

El motivo CaaX C-terminal permite la unién de un acido graso (generalmente un &cido graso en C15, farnesilo),
gracias a una farnesil transferasa. Esta prenilacién (el motivo farnesilo obtenido a partir de una unidad alifatica
basica en C5 denominada isopreno) permite que las prelaminas se inserten en la membrana del reticulo
endoplasmatico después de su sintesis en el citosol. Experimentan los efectos en las mismas de una endoproteasa,
gue se inserta en la membrana de la envoltura del reticulo y cuyo sitio activo es citosdlico. La endoproteasa
especifica de la prelamina A es Facel (0 ZMPSTE24, metalo-proteasa de cinc STE24 homologa de levadura),
mientras que Face2 (o Rcel, enzima convertidora de ras) es especifica de las prelaminas B. Estas enzimas
catalizan la hidrélisis de la union peptidica entre la cisteina y el siguiente aminoacido (alifatico), acortando las
prelaminas de 3 aminoacidos. El extremo carboxilo de la cisteina farnesilada se reconoce entonces por una
isoprenilcisteina-carboximetil transferasa (ICMT), que fija un grupo metilo al mismo a través de esterificacion.

Unicamente la maduracion de la prelamina A se sigue Gnicamente de una segunda escision endoproteolitica a través
de Facel, que libera un farnesil-péptido de 15 aminoéacidos y la ldmina A madura. Esta lamina A, que ya no contiene
el acido graso, se vuelve soluble, se importa en el nlcleo gracias a su sefial de localizacién nuclear, y se localiza en
la propia lamina nuclear, asi como en el resto del compartimento nuclear, formando asi un verdadero esqueleto
nuclear (Gruenbaum y col., 2005 (19)). Por otro lado, en el extremo C-terminal, la cisteina de la ldmina B madura
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siempre se farnesila y se esterifica por metilo. Por lo tanto, permanece insertado en la membrana de la envoltura del
reticulo, y después en la cara nucleoplasmatica de la envoltura nuclear, por lo tanto su localizacion exclusiva en la
lamina nuclear, bajo la membrana interna de la envoltura nuclear donde se ancla.

El término prenilaciéon se entiende como la unién al grupo tiol de una cisteina de una cadena farnesilo de 15 atomos
de carbono, que después se denomina como farnesilacion, o de una cadena geranil-geranilo de 20 atomos de
carbono, que después se denomina como geranil-geranilacion (Reid y col., 2004 (39)), o incluso de cualquier otro
derivado de isopreno.

La etapa de farnesilacion, que se cataliza por la farnesiltransferasa (FTasa), que reconoce la secuencia consenso C-
terminal (CaaX), fija preferiblemente un grupo farnesilo sobre el resto cisteina del motivo.

La geranilgeranilacion es la fijacion por la geranilgeranil-transferasa (GGTasa) de un grupo geranilgeranilo sobre el
resto cisteina del motivo.

Los &cidos grasos se obtienen a partir de la ruta de biosintesis, que se usa por las células para fabricar colesterol,
esteroides, el hemo en hemoglobulina y ubiquinonas (Hampton y col., 1996 (20)).

La familia de las proteinas preniladas comprende aproximadamente 300 miembros en el genoma humano, la
mayoria de las cuales pueden identificarse por el motivo CaaX C-terminal (Reid y col., 2004 (39)). Las proteinas de
las familias Ras, Rho, Rab (Leung y col., 2006 (28)), ciertas proteinas que proporcionan una funcién de importancia
hacia la mitocondria (HDJ2), y algunas proteinas mitéticas (CENPE, CENPF) estan en particular preniladas (Winter-
Vann & Casey 2005 (51)). En general si, en el motivo CaaX, X es una serina, una metionina, una cisteina, una
alanina o un glutamato, el isoprenoide preferiblemente injertado es farnesilo. Si X es una leucina, el reconocimiento
del motivo Caal se producira preferiblemente a través de la GGTasa, que catalizara la transferencia de un grupo
geranilgeranilo (Basso y col., 2006 (1)). Es probable que otros grupos derivados de isopreno también puedan estar
fijados a esta cisteina, a pesar de que no se describe en la bibliografia.

Existen tres genes de laminas en el hombre. El gen LMNA situado en 1g21.2-g21.3 (Wydner y col., 1996 (52)),
produce las laminas A y C a modo de empalme alternativo. El gen LMNA consiste en 12 exones. El inicio del ex6n 1
codifica el extremo globular N-terminal comin a las laminas A y C; el extremo del exdn 1 y hasta el inicio del exén 7
codifica la porcion helicoidal central; finalmente, los otros exones codifican el extremo globular C-terminal (Lévy &
Cau 2003 (29)).

De hecho, el gen codifica diferentemente 4 productos empalmados, cuyas laminas C y la prelamina A son los 2
primarios (Lin & Worman 1993 (31)). La produccidn diferencial de las laminas A y C se realiza por el uso de un sitio
de empalme alternativo del exdn 10 del pre-mensajero, por lo que la ldmina C se codifica por los exones 1 a 10y la
lamina A se codifica por los exones 1 a 9, los primeros 90 pares de bases del exén 10, y los exones 11y 12 (lamina
A-especificos).

En consecuencia, los péptidos de la prelamina A y la lamina C son idénticos en los primeros 566 aminoacidos,
conteniendo entonces los extremos C-terminal de las laminas C y de la prelamina A 6 y 98 aminoacidos especificos,
respectivamente.

Las laminas de tipo B incluyen tres proteinas diferentes (Shelton y col., 1981 (43)): las laminas B1, B2 (las dos
isoformas mas representadas) y B3. El gen LMNBL1 se sitla en 5923.3-q31.1 y comprende 11 exones que codifican
la ldmina B1 (Lin & Worman 1995 (30)). El gen LMNB2 se sitia en 19p13.3 y codifica las laminas B1 y B3 a través
de un mecanismo de empalme alternativo (Biamonti y col., 1992 (2)).

Las laminas de tipo B se expresan consecutivamente en todas las células de las primeras fases de desarrollo,
mientras que las ldminas de tipo A estan ausentes en general de las células madre embrionarias (Stewart y col.,
1987 (45)) y se expresan en todas las células somaticas diferenciadas. Su expresion esti sujeto a regulaciones,
dependiendo del tejido y a lo largo de la vida (Duque y col., 2006 (9)). Parece que su expresion no es necesaria, ya
que los ratones en los que la expresion de la lamina A se bloqued especificamente, pero que no obstante expresan
lamina C y las otras laminas, no tienen ningan fenotipo evidente (Fong y col., 2006 (14)).

Las laminas interactian con un gran nimero de compafieros proteicos que tienen funciones muy diversas, por lo

tanto, estan implicados en un gran nimero de procesos nucleares, incluyendo la replicacion y reparacion del ADN, el
control de la transcripcién y el empalme, la organizacion de la estructura de la cromatina (para una revision, véase
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Shumaker y col., 2003 (44), Zastrow y col., 2004 (54), Hutchinson y col., 2004 (26), Gruenbaum y col., 2005 (19)).
Las alteraciones de la estructura de la ldmina son la fuente de numerosas enfermedades humanas hereditarias. Se
deben a mutaciones de los genes que codifican las ldminas, o de otras proteinas de la lamina. Estas enfermedades
se han agrupado todas con el término genérico de laminopatias (Broer y col., 2006 (5), Mattout y col., 2006 (33)).
Las mutaciones en los genes de las enzimas responsables de la maduracion de las laminas (Facel en patrticular) se
han identificado recientemente, que dan lugar a enfermedades que pertenecen asimismo al grupo de las
laminopatias (Navarro y col., 2004 (36) y 2005 (35)).

Hasta la fecha, la Unica enfermedad del hombre que esta asociada a los genes LMNB1 o 2 es una leucodistrofia
causada por una duplicacién completa del gen LMNB1 (Padiath y col., 2006 (37)). Aln cabe duda sobre implicacion
potencial de las variaciones de las secuencias encontradas en LMNB2 en pacientes afectados por el sindrome de
Barraquer-Simons (Hegele y col., 2006 (22)). Sin embargo, los experimentos in vitro con ARNi (ARN-interferencia)
(Harborth y col., 2001 (21)), asi como en el modelo murino (Vergnes y col., 2004 (50), han mostrado que las laminas
de tipo son esenciales para el desarrollo y la integridad celular. De hecho, la deficiencia en la lamina B1 en ratones
da como resultado mortalidad perinatal. Ademas, los nucleos de los fibroblastos embrionarios del mismo ratén
deficiente en LMNB1 muestran alteraciones significativas en la morfologia nuclear, cercanas a las observadas en
pacientes portadores de mutaciones del gen LMNA. Ademas, recientemente se ha mostrado que las laminas B son
necesarias para la formacion del huso durante la mitosis, que tiende a demostrar que la funcién de las mismas es
dinamica y multiple durante el ciclo celular, y no Unicamente restringida a mantener la arquitectura del nucleo (Tsai y
col., 2006 (48)). Respecto a esta ultima funcién, un articulo reciente demuestra la funcion estructural de las laminas
B: las células privadas artificialmente de laminas B1 tienen un ndcleo "flotante” en la célula, que gira sobre si mismo
(Liu y col., 2007 (45)). La redundancia funcional existente entre las dos laminas B1 y B2 es sin duda también un
reflejo directo de su indispensabilidad, que ejerce una fuerte presiéon de seleccién y enmascara el efecto de las
posibles mutaciones en la secuencia de los genes correspondientes.

Las alteraciones funcionales de las laminas A/C, que se deben a las mutaciones en el gen LMNA, son el origen de al
menos 15 trastornos que incluyen enfermedades muy diversas dentro de un espectro clinico que varia de formas
menos graves que afectan a un uUnico tejido de forma aislada, a formas sistémicas mortales durante el periodo
perinatal.

Varias mutaciones del gen LMNA modifican significativamente el conjunto de las proteinas en la envoltura nuclear y
alteran el funcionamiento del mismo. La morfologia de los ndcleos se altera en las células de diversos tejidos: a
menudo tienen hernias que se extruyen del material genético en el citoplasma (Goldman y col., 2004 (18)).

Las proteinas asociadas comunmente a la envoltura nuclear, las ldminas B, ciertas proteinas de los poros nucleares
y las proteinas LAP2 estan ausentes de la periferia de estas hernias.

Estas anomalias morfolégicas se siguen de alteraciones funcionales, que dan como resultado la muerte celular.
Entre todas las enfermedades agrupadas juntas bajo el nombre de laminopatias, Unicamente las relacionadas con la
acumulacion anormal de una forma prenilada de proteina son de interés en la presente invencion.

Estas implican principalmente el sindrome de Hutchinson-Gilford o Progeria (De Sandre-Giovannoli y col., 2003 (7),
Eriksson y col., 2003 (11)), y la dermopatia restrictiva (Navarro y col., 2004 (36)). En estos dos sindromes, la causa
fisiopatoldgica es una acumulacién y persistencia de prelamina farnesilada inmadura en las células de los pacientes.

La dermopatia restrictiva, que es mortal en el periodo natal, se caracteriza por signos clinicos que son casi todos
resultados de una deficiencia en la piel que limita los movimientos in utero. Esta enfermedad es muy rara. La piel es
rigida y tensa, cede en algunos sitios, causando asi desgarros, por ejemplo, en las proximidades de las axilas y el
cuello. Las pestafias, cejas y pelo en la piel estdn ausentes o son muy escasos. Hidramnios estd a menudo
presente, y la disminuciéon del movimiento fetal se indica a partir del 6° mes de embarazo. En cuanto al sistema
esquelético, las radiografias revelan contracturas en todas las articulaciones, pies en "piolet", claviculas delgadas,
displasicas y bipartitas, costillas en cinta, huesos largos tubulares del brazo y desmineralizacion del craneo. La
transmisién de la dermopatia restrictiva letal es recesiva autosémica.

Se han indicado mutaciones de LMNA y ZMPSTE24/Facel para esta enfermedad (Navarro y col., 2004 (36)). En
ambos casos, el mecanismo fisiopatoldgico es el mismo: la prelamina A no puede madurar (mutacion nula de Facel
o desaparicion del sitio de escision por mutacion de la prelamina A), y permanece farnesilada y, por lo tanto,
insertada en la membrana nuclear. La acumulacion y persistencia de estos precursores anormales en las células, lo
que probablemente impide la interaccién normal de las laminas B y C con sus compafieros, da como resultado la
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muerte de las células y, a corto plazo, del paciente. Se demostré claramente que, de hecho, es la persistencia del
grupo farnesilo, y no la ausencia de la lamina A madura, como quizas se habia pensado en un principio, la que es
responsable de la toxicidad celular (Fong y col., 2004 (16)).

En abril de 2003, en base a un solapamiento de los sintomas comunes a la displasia acromandibular y a ciertas
enfermedades que dan como resultado un envejecimiento prematuro, los inventores demostraron que la Progeria,
gue es la forma mas tipica y grave de envejecimiento prematuro, es resultado de una mutacion del gen LMNA (De
Sandre-Giovannoli y col., 2003 (7)). Los nifios afectados por esta enfermedad, también denominado sindrome de
Hutchinson-Gilford, padecen envejecimiento acelerado, hasta diez veces mas rapido que el de un individuo normal, y
tienen una esperanza de vida que no excede los 13 afios. En Europa, un nifio de aproximadamente seis millones se
ve afectado. Los sintomas son envejecimiento de la piel calvicie, reduccion del tamafio de la mandibula, y problemas
asociados con la vejez, por ejemplo, rigidez en las articulaciones y trastornos cardiovasculares. Los ultimos, tales
como infarto de miocardio o aterosclerosis, son con frecuencia la causa de la muerte.

La mutacion responsable, situada en el exdn 11 del gen LMNA, activa un sitio de empalme criptico del pre-ARNm,
dando como resultado un ARNm con 150 nucleétidos eliminados (De Sandre-Giovannoli y col., 2003 (7), Eriksson y
col., 2003 (11)). Este ARNm eliminado se convierte en una prelamina A anormal, progerina, que no puede madurar
en la lamina A normal: la ausencia de 50 aminoacidos del exén 11 que comprende el sitio de reconocimiento de la
proteasa bloquea la 22 escision de la progerina, cuyo extremo C-terminal retiene el grupo farnesilo de la misma. Por
lo tanto, permanece insertado en la cara nucleoplasmética de la envoltura nuclear, que tiene alteraciones
caracteristicas, hernias del nucleoplasma en el citosol y anomalias en la distribucién de la heterocromatina periférica
(Goldman y col., 2004 (18)). Aqui de nuevo, es la persistencia del grupo farnesilo, que también es necesario para
anclar la membrana de la envoltura del reticulo en la que se sitdan algunas de las enzimas responsables de la
maduracion (escisiones, metilacion), la que es responsable de la toxicidad celular de la progerina (Fong y col., 2004

(16)).

Estas enfermedades sistémicas tienen la caracteristica particular de relacionarse con la aparicién prematura de
sighos comunmente asociados con el envejecimiento. Su caracteristica fisiopatoldgica comun es la de generar una
lamina prenilada, junto con las consecuencias descritas.

Dos estudios recientes han mostrado que una reduccion en la acumulacion intranuclear de la prelamina farnesilada
truncada o no truncada impide eficazmente la aparicion del fenotipo celular. El primero se realiza en el modelo
murino progeroide deficiente en proteasa Facel (Pendas y col., 2002 (38)). Cuando se cruzan con ratones que
expresan menos de la mitad de Lamina A (ratones Lmna +/-), los efectos de la ausencia de Facel disminuyen
(Varela y col., 2005 (49)). El segundo estudio muestra que el tratamiento de las células de pacientes HGPS con un
morfolino (oligonucledtidos antisentido) que se dirige al sitio de empalme criptico abole el fenotipo mutante (Scaffidi
& Mistelli 2005 (43)).

Varios estudios recientes (véase Scaffidi & Mistelli 2006 (42)) muestran la implicacion de la ldmina A en el proceso
de envejecimiento fisioldgico. En particular, se ha demostrado que, durante el envejecimiento fisiolégico, la progerina
se sintetiza por las células en ausencia de cualquier mutacién del gen LMNA, debido al uso de bajo ruido del sitio de
empalme criptico del exén 11. Esta progerina se localiza en la lamina, en la periferia del ndcleo celular. En nacleo de
las células de pacientes ancianos "normales" puede tener hernias caracteristicas de una laminopatia causada por
eventos de empalme accidentales, lo que da como resultado anomalias en las funciones celulares y son
probablemente, al menos parcialmente, responsables de su envejecimiento.

En el caso de piel in vivo, la progerina también se sintetiza por una subpoblacién de fibroblastos dérmicos y
queratinocitos, células es que se acumula con la edad. Por lo tanto, la progeria puede ser un marcador para el
envejecimiento cutaneo (McClintock y col., 2007 (34)).

Por un lado, parece que los mecanismos moleculares idénticos son responsables de los signos de envejecimiento
prematuro en individuos afectados por Progeria y, por otro lado, en un grado mucho menor, estan implicados en el
envejecimiento fisiolégico de individuos que no portan mutaciones.

Ramirez y col. "Human progeroid syndromes aging and cancer: new genetic and epigenetic insights into old
guestion" Cell. Mol. Life Sci, vol 64, 2007, paginas 155-170 sugieren el uso de estatinas y aminobisfosfonatos para
bloquear la farnesilacion anormal de la lamina A actuando sobre la ruta de sintesis de de farnesil pirofosfato.

El documento de patente EP 1566177 describe la incubacién del cultivo de fibroblastos con una composicion que
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comprende pamidronato o alendronato que permite estimular la sintesis de colageno 1 por dichos fibroblastos
(ejemplos 1 a 3). Este documento también describe una composicion que comprende pamidronato o alendronato
gue permite reducir las arrugas (ejemplo 5).

Existen dos enfoques terapéuticos descritos en la técnica anterior para mejorar el fenotipo celular causado por la
produccién patoldgica de la progerina. La primera de estas soluciones es bastante simple para impedir el uso de
este sitio de empalme criptico en el exén 11 a través del espliceosoma, "enmascarandole” por tratamiento con un
oligonucledtido antisentido (Scaffidi & Misteli 2005 (41)), o con un retrovirus que produce un ARNSsi (Huang y col.,
2005 (25)). Los resultados son prometedores in vitro, pero, en este caso, es una materia de la terapia "génica", y el
desarrollo de un farmaco en base a este enfoque es inevitablemente largo y complicado, con todos los
inconvenientes relacionados con la vectorizacién de los ASO con el fin de obtener un efecto in vivo. La segunda
solucion consiste en inhibir la farnesiltransferasa, la enzima que cataliza la transferencia del grupo farnesilo con
respecto a las prelaminas usando farnesil pirofosfato. Cuando se usan dichos inhibidores (FTI), una envoltura
nuclear "normal” se restaura soélo parcialmente en las células HGPS (Progeria) en el cultivo, y la supervivencia de los
ratones RD (KO ZMPSTE24) se mejora (Glynn & Glover 2005 (17), Capell y col., 2005 (6), Toth y col., 2005 (47),
Fong y col., 2006 (15)).

Sin embargo, el blogueo de la farnesilacion puede inducir una geranilgeranilacion compensatoria (Bishop y col., 2003
(3), Varelay col., 2008 (55)).

Por otro lado, recientemente se indicé que los FTI causan una detencién del ciclo celular bloqueando el proteasoma
(Demyanets y col., 2006 (8), Efuet & Keymarsi 2006 (10)). Por lo tanto, el tratamiento causa indudablemente una
acumulacion de progerina en el nucleoplasma probablemente ubiquinilada y no degradada por el proteasoma.

Adicionalmente, estudios recientes indican que el descenso de la tasa de farnesilacién de la progerina in vivo es muy
baja, del orden del 5% (Young y col., 2006 (53)), lo que no es suficiente para explicar la restauracion de la
morfologia nuclear observada in vitro.

Finalmente, los FTI son especificos de una sola de las rutas de prenilaciéon proteica, y no pueden contemplarse
como inhibidores generales de prenilaciones post-traduccionales.

Ademas, se indica que la ausencia total de una de las enzimas de esta ruta, mevalonato cinasa, es letal durante la
infancia (mutacién homocigota de pérdida de la funcién del gel codificante para esta enzima, un sindrome indicado
por Hoffmann y col., 2003 (24)).

Divulgacién de lainvencion

Después de extensas investigaciones, los inventores han mostrado que la asociacion de un inhibidor de la
hidroximetilglutaril-coenzima A reductasa (familia de las estatinas), un inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa
(familia de los aminobifosfonatos, NBP), o de una de las sales fisioldgicamente aceptables de los mismos, es un
tratamiento eficaz para situaciones patoldgicas y no patolégicas relacionadas con la acumulacion y/o persistencia de
proteinas preniladas en la células, en la medida en que actla sobre toda la ruta de prenilacién proteica, tanto en C15
como en C20 o en las formas no caracterizadas. Los inventores han deducido adicionalmente que la asociacion de
un inhibidor de la hidroximetilglutarilo-coenzima A (HMG-CoA) reductasa y un inhibidor de la farnesil pirofosfato
sintasa tiene un efecto sinérgico en la restauracion del fenotipo normal en los fibroblastos de pacientes afectados por
Progeria. El efecto de la asociacion es notablemente mayor que el efecto de cualquiera de los inhibidores usados
individualmente.

El uso de la combinacién en las células de pacientes afectados por Progeria y en un modelo de ratén que reproduce
demopatia restrictiva da como resultado una inhibicién de prenilacion proteica y, por lo tanto, la aparicién de
prelamina A no farnesilada y la mejora de los sintomas nucleares (Varela y col., 2008 (24)).

Por lo tanto, la presente se refiere al uso de al menos un inhibidor de hidroximetilglutarilo-coenzima A (HMG-CoA)
reductasa y al menos un inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa, o de una de las sales fisiol6gicamente aceptables
del mismo, en la preparacién de una composicion cosmética y/o dermatoldgica. Esta composicion, por ejemplo,
puede estar disefiada para el tratamiento de situaciones patoldgicas o no patoldgicas relacionadas con la
acumulacion y/o persistencia de proteinas preniladas en las células.

En particular, la presente invencién se refiere a una composicion tépica dermatoldgica que comprende:
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- al menos un inhibidor de hidroximetilglutarilo-coenzima A (HMG-CoA) reductasa, y
- al menos un inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa,

para su uso en el tratamiento de trastornos cutaneos y/o del cabello seleccionados entre el grupo que comprende el
envejecimiento cutaneo prematuro patolégico y/o envejecimiento mio-lipo-cutaneo prematuro patolégico.

Esta invencién también se refiere a un uso cosmético no terapéutico de una composicion cosmética, que
comprende:

- al menos un inhibidor de hidroximetilglutarilo-coenzima A (HMG-CoA) reductasa, y
- al menos un inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa,

para el tratamiento de trastornos cutaneos y/o del cabello seleccionados entre el grupo que comprende
envejecimiento cutaneo y/o lipodistrofia.

De acuerdo con otro aspecto, la presente describe asimismo:

- el uso conjunto o simultaneo, es decir, los al menos dos siguientes productos (el al menos un inhibidor
de hidroximetilglutaril-coenzima A reductasa, por un lado, y el al menos un inhibidor de la farnesil pirofosfato
sintasa) se administran en una Gnica composicién que contiene los mismos,

- el uso concomitante, es decir, por separado, administrandose cada uno de los al menos dos siguientes
productos (el al menos un inhibidor de hidroximetilglutaril-coenzima A reductasa, por un lado, y el al menos
un inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa) independientemente a través de rutas de administracion
idénticas o diferentes, realizandose concomitantemente la administracién de estos dos productos, o

- uso sucesivo, es decir, por separado, administrandose cada uno de los al menos dos siguientes
productos (el al menos un inhibidor de hidroximetilglutaril-coenzima A reductasa, por un lado, y el al menos
un inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa) de forma independiente a través de rutas de administracion
idénticas o diferentes, realizandose la administraciéon de estos dos productos de forma sucesiva, un
producto después de otro,

de al menos un inhibidor de hidroximetilglutarilo-coenzima A (HMG-CoA) reductasa, y el al menos un inhibidor de la
farnesil pirofosfato sintasa en el tratamiento de trastornos cutaneos y/o del cabello.

Por lo tanto, de acuerdo con este aspecto, los compuestos que se han mencionado anteriormente pueden usarse en
una mezcla para administracion simultadnea o por separado para una administracion concomitante o sucesiva.

Por ejemplo, puede administrarse en primer lugar el al menos un inhibidor de hidroximetilglutarilo-coenzima A (HMG-
CoA) reductasa, después puede administrarse en segundo lugar el al menos un inhibidor de la farnesil pirofosfato
sintasa. En otro ejemplo, puede administrarse en primer lugar el al menos un inhibidor de la farnesil pirofosfato
sintasa, después puede administrarse en segundo lugar el al menos un inhibidor de hidroximetilglutarilo-coenzima A
(HMG-CoA) reductasa.

De acuerdo con un tercer ejemplo, por un lado, el al menos un inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa y, por otro
lado, el al menos un inhibidor de hidroximetilglutarilo-coenzima A (HMG-CoA) reductasa, se administran al mismo
tiempo pero, por ejemplo, a través de rutas de administracion diferentes, por ejemplo, seleccionadas entre
administracion oral, administracion tépica o por inyeccion.

Independientemente de la realizacion de la presente invencién en particular en los aspectos que se han mencionado
anteriormente, por ejemplo, la composicibn usada en la presente invencion puede prepararse
extratemporaneamente en el momento de la administracién o inmediatamente antes de la misma. La preparacion
puede hacerse, por ejemplo, por medio de una jeringa o un sistema de bombeo que permita que los dos compuestos
que se han mencionado anteriormente se mezclen juntos en el momento de la administracion o inmediatamente
antes de la misma. La administracién puede realizarse, por ejemplo, por medio de una jeringa doble y/o bomba
cosmeética, por ejemplo, por medio de una bomba comercializada por la empresa Kemai (marca registrada).

En otras palabras, incluso aunque en la presente descripcion se hace referencia a una composicion, también se

describe que cada uno de los compuestos de la composicion puede administrarse conjuntamente o de forma
concomitante con los demés compuestos (por ejemplo, en una Unica composicién o en dos composiciones o en tres
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composiciones, incluyendo cada una de estas composiciones uno o mas de los componentes que se han
mencionado anteriormente, siendo el método de administracion de cada uno de los compuestos o composiciones
opcionalmente idéntico o diferente), o independientemente entre si, por ejemplo, sucesivamente, por ejemplo,
administracion separada de al menos un inhibidor de hidroximetilglutarilo-coenzima A (HMG-CoA) reductasa,
administracion separada de al menos un inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa, realizandose esta
administraciones con respecto a un Unico paciente, conjunta, concomitante o sucesiva o alternativamente, en el
orden que se ha mencionado anteriormente o en otro orden. Estas diversas administraciones pueden realizarse
independientemente entre si o de forma interrelacionada (composicién o co-administracién), mediante un método de
administracion idéntico o diferente (inyeccion, ingestion, aplicacion tépica, etc.), una o mas veces por dia, durante
uno o mas dias sucesivos 0 No sucesivos.

La composicidn, por ejemplo, puede estar disefiada para el tratamiento de situaciones patoldgicas o no patoldgicas
relacionadas con la acumulacion y/o persistencia de proteinas preniladas en las células.

También estd dentro del alcance de la invencidon usar compuestos que son tanto inhibidores de la
hidroximetilglutarilo-coenzima A (HMG-CoA) reductasa como inhibidores de la farnesil pirofosfato sintasa.

En la presente, la composicion cosmética y/o dermatolégica descrita puede estar disefiada para el tratamiento de
situaciones patolégicas o no patoldgicas relacionadas con la acumulacion y/o persistencia de progerina en las
células; incluso mas particularmente, para el tratamiento e situaciones relacionadas con la acumulacion y/o
persistencia de la prelamina A farnesilada en las células, ya sea truncada o no truncada o modificada.

En particular, se admite que el envejecimiento fisioldgico es en particular una consecuencia de la presencia de
progerina en las células durante el transcurso de la vida. La progerina se concentra, en particular, en las células
mesenquimales, la composicion puede estar disefiada para impedir los efectos del envejecimiento celular,
particularmente en la piel y/o el endotelio vascular. La composicion topica dermatolégica comprende:

- al menos un inhibidor de hidroximetilglutarilo-coenzima A (HMG-CoA) reductasa, y

- al menos un inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa, para su uso en el tratamiento de trastornos
cutaneos y/o del cabello seleccionados entre el grupo que comprende el envejecimiento cutdneo prematuro
patoldgico y/o el envejecimiento mio-lipo-cutdneo prematuro patolégico.

Por ejemplo, se usa dicha composicion cosmética con el fin de impedir y/o tratar trastornos cutaneos y/o lipodistrofia.
Estos trastornos cutaneos pueden ser trastornos de origen natural o patoldgico o asociados a un tratamiento
terapéutico. Los trastornos de origen natural son aquellos asociados al envejecimiento natural, por ejemplo, el
envejecimiento cutdneo. Los trastornos patolégicos, por ejemplo, los asociados con el envejecimiento cutdneo
hormonal, envejecimiento foto-inducido, envejecimiento cutaneo prematuro, envejecimiento mio-lipo-cutaneo,
lipodistrofia y dermopatia restrictiva. Los trastornos asociados con un tratamiento, por ejemplo, los asociados con
tratamientos quimioterapéuticos, irradiacion de rayos X por rayos X, rayos gamma, rayos ultravioleta y los asociados
a efectos secundarios de los tratamientos.

La progeria se acompafia por una alopecia muy pronunciada. Los nifios afectados pierden su pelo a partir de los 2
afios, cuando el pelo se vuelve escaso, blanco y sedoso. Las pestafias y las cejas también se caen, y el pelo
corporal es raro o completamente ausente (véase la descripcion detallada de los sintomas clinicos compilados por
R. Hennekam (2006). Asimismo esta alopecia se observa en el modelo murino de la progeria (ratones deficientes en
Zmpste24). De una manera completamente inesperada, el tratamiento con una combinacion de pravastatina y
zoledronato de acuerdo con la presente invencion restaura, al menos parcialmente, el pelaje de estos ratones.

La composicién cosmética y/o dermatoldgica de la presente invencidon puede estar destinada al tratamiento de
cualquier ser vivo, hombre o animal, particularmente para prevenir los efectos del envejecimiento celular. Por lo
tanto, la composicién encuentra aplicacién tanto en medicina humana como veterinaria, cosmeética y/o en
dermatologia. Por ejemplo, permite reparar y/o impedir trastorno cutaneos fisioldgicos o no fisiolégicos, incluyendo el
envejecimiento de la piel y la alteracién o desaparicién del cabello.

De acuerdo con la invencion, puede usarse cualquier inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa, o de una de las sales
fisiologicamente aceptables del mismo, en la preparacion de la composicion de acuerdo con la invencion.

Las sales fisioldgicamente aceptables, por ejemplo, pueden ser sales formadas con acidos clorhidrico, bromhidrico,
nitrico, sulfarico, fosférico, &cidos carboxilicos, por ejemplo, tales como acido acético, férmico, propiénico, benzoico,
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maleico, fumarico, succinico, tartarico, citrico, oxdlico, glioxilico y aspartico, alcanos sulfénicos, tales como acidos
metano o etano sulfonicos, acidos arilsulfonicos, tales como acido benceno o para tolueno sulfénicos.

En particular, el inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa puede ser uno de los miembros de la familia de los

5 polifosfonatos, particularmente aminobifosfonatos (NBPs), o una de las sales fisiologicamente aceptables de los
mismos.

Los polifosfonatos son moléculas sintéticas usadas ampliamente en el tratamiento de la osteoporosis y para la
regeneracion 6sea.
10

El término fosfonato se aplica a moléculas muy similares al fosfato:
O
g
.
RO/ "R
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La estructura nucleo de los bifosfonatos (BP) es el equivalente de un enlace P-O-P en ATP, por ejemplo, pero donde

el oxigeno se reemplaza por un carbono. Esto confiere a estas moléculas un grado de estabilidad completamente
15 distinto.

Un bifosfonato sencillo sera equivalente a ADP, estando los dos grupos fosfonato (O3P-) reemplazados por el grupo
bifosfonato.
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I
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20 =

A diferencia del oxigeno de los fosfatos, el carbono central puede estar también implicado en 2 enlaces, y es la
naturaleza de los grupos injertados sobre este carbono lo que determina la especificidad de los bifosfonatos.

25 Cuando las cadenas "laterales" (R1 y R2) comprenden una funcién amino (NH), o mas generalmente uno o mas
atomos de nitrégeno, se hace referencia a un aminobifosfonato o NBP.

Por supuesto, otros sustituyentes pueden unirse a los &tomos de oxigeno.

30 El &cido pirofosférico o pirofosfato en solucion (PPi)
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Acido pirofosforico

se usa en numerosas reacciones metabdlicas como un transportador de sustrato, y se restaura al final de la
reaccion. Una de las rutas metabdlicas que usa las moléculas acopladas con pirofosfato es la de la prenilacion
proteica.

El injerto de un isopentenil-PP (unidad de base en C5) sobre un geranil-PP (C10) para producir una farnesil-PP, que
es una reaccién catalizada por la enzima de la farnesil pirofosfato sintasa (FPS), libera un PPi.

Es esta etapa la que se inhibe especificamente por los NBP.

A este respecto, y a modo de ejemplo, el aminobifosfonato (inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa) puede
escogerse de entre:

- acido alendronico o la forma i6nica del mismo, alendronato;
- acido clodrénico o la forma iénica del mismo, clodronato;

- acido etidrénico o la forma i6nica del mismo, etidronato;

- acido ibandrénico o la forma iénica del mismo, ibandronato;
- &cido medronico o la forma i6nica del mismo, medronato;

- acido neridrénico o la forma i6nica del mismo, neridronato;

- acido olpadronico o la forma iénica del mismo, olpadronato;
- &cido pamidrénico o la forma i6nica del mismo, pamidronato;
- acido risedronico o la forma iénica del mismo, risedronato;

- acido tiludrénico o la forma iénica del mismo, tiludronato;

- acido zoledrénico o la forma i6nica del mismo, zoledronato;

- acido 4-N,N-dimetilaminometano difosfénico o la forma iénica del mismo, dimetilaminometanodifosfonato;
- a-amino-(4-hidroxibencilideno) difosfonato.

Preferiblemente, de acuerdo con la invencion, se prefiere usar &cido zoledronico (también denominado &cido
zolendrdnico) o la forma i6nica del mismo, zoledronato (también denominado zolendronato).

De acuerdo con la invencion, puede usarse cualquier inhibidor de la HMG-CoA reductasa, o una de las sales
fisiolégicamente aceptables del mismo, en la preparacion de las composiciones.

En particular, el inhibidor de la HMG-CoA reductasa puede ser una molécula de la familia de las estatinas, ya sea
soluble en agua o liposoluble, o una de las sales fisiolégicamente aceptables de las mismas.

Se ha mostrado que las estatinas existen en los hongos. Tienen una actividad inhibidora con respecto a la HMG-CoA
reductasa, una enzima clave en la biosintesis del colesterol y esteroides, que cataliza la reduccion del
hidroximetilglutarato acoplado con la Coenzima A en &cido mevaldnico (mevalonato en solucién). Esta inhibicién se
asegura por su analogia estructural con el esqueleto de hidroximetilglutarato. La ruta metabdlica implicada es
ciertamente la de la biosintesis de colesterol, pero es también la de la sintesis de grupos fenilo, que son polimeros
de la unidad de base de 5 carbonos de isopreno usados para modificar aproximadamente 300 proteinas en células y
para fijar una cola lipdfila a los mismos, permitiendo, en particular, el anclaje de los mismos a las membranas.

Los poliprenos principales, cada uno de los cuales se obtiene a partir de piruvato y HMG-CoA, son geranilo (C10),
farnesilo (C15) y geranilgeranilo (C20).

Todas las estatinas son globalmente hepatoselectivas, pero no todas tienen el mismo modo de entrada en las
células. De hecho, la pravastatina y la rosuvastatina son ambas hidréfilas y, por lo tanto, solubles en agua, por otro
lado, todas las demas son lipdfilas y, por lo tanto, pueden difundirse libremente a través de las membranas
plasmicas (capas dobles de moléculas lipidicas), lo que explica indudablemente el mayor grado de toxicidad de las
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mismas. Las estatinas solubles en agua necesitan un transportador especifico para entrar en la célula, Organic
Anion Transporter 3, 0 OAT3, o SLC22A8 (Takedaa y col., 2004 (46)).

Se usan ampliamente para el tratamiento de la hipercolesterolemia, y los efectos laterales de las mismas, que son
raros, estan bien caracterizados. Este es el caso en particular de la rabdomiolisis (del 1 al 7% de los casos
dependiendo de la molécula usada, Evans y col.,, 2002 (12)), cuyos signos tempranos son dolor muscular en el
paciente en tratamiento y dan como resultado el cese inmediato del tratamiento.

A este respecto, y como un ejemplo, puede escogerse una estatina entre atorvastatina, simvastatina, pravastatina,
rivastatina, mevastatina (0o compactina), fluindostatina, velostatina, fluvastatina, dalvastatina, cerivastatina,
pentostatina, rosuvastatina, lovastatina, pitavastatina, o una de las sales fisiolégicamente aceptables de las mismas.

La lovastatina, pravastatina y simvastatina son moléculas obtenidas a partir de metabolitos fingicos, mientras que
las otras (atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina, pitavastatina y rosuvastatina) son completamente sintéticas. De
acuerdo con la invencion, se usa preferiblemente la pravastatina, que es una estatina semi-natural soluble en agua.

De acuerdo con la invencion, por supuesto es posible usar uno, dos o mas inhibidores de la farnesilpirofosfato
sintasa asociados a uno, dos o mas inhibidores de HMG-CoA reductasa.

La composicion desvelada puede estar destinada al tratamiento de situaciones patoldgicas o no patoldgicas que
requieren inhibir la prenilacion proteica. Estas enfermedades pueden marcarse o no, por ejemplo, el sindrome de
Noonan, sindrome cardio-fascio-cutaneo, o enfermedades asociadas a una prenilacion anormal o persistencia de
Ras y proteinas de transduccion de sefial.

En la presente, se desvela la composicion destinada al tratamiento de situaciones patologicas o no patologicas que
muestran signos de envejecimiento, ya sea, natural, prematuro o acelerado, en particular, en casos de signos de
deterioro del endotelio vascular (proteccién del endotelio vascular), envejecimiento de la piel, pérdida del pelo y/o del
cabello, y lisis 6sea.

En la presente, se desvela una composicién dermatologica y/o cosmética destinada al tratamiento de Progeria
(HGPS, sindrome de Hutchinson-Gilford Progeria) y la dermopatia restrictiva (DR o RD).

De acuerdo con la invencion, el inhibidor de la farnesilpirofosfato sintasa y el inhibidor de la HMG-CoA reductasa
estan ventajosamente presentes en la composicion en dosis fisiologicamente eficaces.

De manera general, las cantidades a administrar pueden adaptarse en base al paciente, la enfermedad, el método
de administracion, etc. Se entiende que pueden realizarse aplicaciones repetidas, posiblemente en combinacién con
otros principios activos o cualquier vehiculo.

En general, la dosis diaria de los inhibidores serd la dosis maxima para obtener el efecto dermatolégico y/o
cosmético deseado.

De acuerdo con la invencion, el inhibidor de la hidroximetilglutarilo-coenzima A (HMG-CoA) reductasa y el inhibidor
de la farnesilpirofosfato sintasa pueden usarse en la composicion, mezclados con uno o méas excipientes o vehiculos
inertes, es decir, fisiol6gicamente inactivos y no toxicos. Puede hacerse referencia, por ejemplo, a los ingredientes
usados habitualmente en las preparaciones cosméticas o dermatoldgicas.

La composicién cosmética y/o dermatolégica de esta invencion incluye al menos un producto cosmético y/o
dermatologico. Por "producto cosmético y/o dermatolégico” se entendera cualquier producto que permita formar una
composicioén, junto los inhibidores que se han mencionado anteriormente, que permita la aplicacion cosmética y/o
dermatoldgica, es decir, una composicién capaz de aplicarse a la piel o que permita el tratamiento de la piel desde
un punto de vista cosmético y/o dermatoldgico.

Como minimo, este producto cosmético y/o dermatolégico es el que permite que los dos inhibidores se suspendan o
solubilicen para poder aplicarlos a la piel. Por ejemplo, en este caso, puede implicar un alcohol, agua, un tampén,
una solucién salina, una solucién isoténica, o una mezcla de dos o mas de los mismos.

Preferiblemente, por supuesto, el producto cosmético y/o dermatolégico es un producto fisiolégicamente aceptable,
para su uso tépico en particular.
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El producto cosmético y/o dermatoldgico utilizable en la composicion de la presente invencion puede incluir
asimismo o consistir en cualquier compuesto o mezcla de compuestos usados habitualmente en composiciones
cosméticas y/o dermatoldgicas.

Por ejemplo, esto puede implicar uno o0 mas compuestos seleccionados entre el grupo que incluye tensioactivos,
agentes espesantes, agentes gelificantes, conservantes, humectantes, emulsionantes, perfume, siliconas, agentes
guelantes, antioxidantes, tintes cosméticos, fungicidas, agentes antibacterianos, agentes formadores de pelicula,
estabilizantes, agente tamponantes, filtros UV, aglutinantes y estabilizantes de emulsion.

Por "agente emulsionante" se entendera cualquier compuesto que permita promover mezclas de liquidos no
miscibles. Estos compuestos se conocen por un experto en la técnica. Por ejemplo, el emulsionante puede
seleccionarse entre el grupo que incluye sustancias cationicas y aniénicas, por ejemplo, acidos grasos y glicoles, por
ejemplo, butilenglicol, propilenglicol, polietilenglicol, poliglucésidos, esteroles vegetales, alcoholes estearilicos,
behenet-25 y alcohol cetearilico.

Por "conservante" se entendera cualquier compuesto que permita inhibir el desarrollo de microorganismos en una
composicién cosmética y/o dermatolégica. Estos compuestos se conocen por el experto en la técnica. Por ejemplo,
esto puede implicar un fungicida y/o un agente antibacteriano.

Por "fungicida" se entendera cualquier compuesto capaz de reducir y/o inhibir la proliferacién de hongos en una
composicion cosmética y/o dermatoldgica.

Por "agente antibacteriano” se entendera cualquier compuesto capaz de reducir o inhibir la proliferacion de bacterias
en una composicion cosmética y/o dermatologica. Por ejemplo, el conservante puede seleccionarse entre el grupo
que incluye parabenos, por ejemplo, butilparabeno, etilparabeno, propilparabeno, isobutilparabeno, metilparabeno,
acidos organicos, diazolidiinas, isotiazolinonas, hidroximetilglicinatos, alcoholes fendlicos, 5-bromo-5-nitro-1,3,
dioxano, diazolidinil urea, 3'-Demetoxi-30-Demetilmatairesinol (DMDM) hidantoina.

Por ejemplo, la silicona puede seleccionarse entre el grupo que incluye dimeticonas, dimeticololes, fenil trimeticonas
y aceites de silicona volatiles y no volatiles.

Por "agente quelante" se entendera cualquier compuesto que forma complejos con iones metalicos modificando la
estabilidad y/o viscosidad de una composicion cosmética y/o dermatolégica. Estos compuestos se conocen por un
experto en la técnica. Por ejemplo, el agente quelante puede seleccionarse entre el grupo que incluye acido
nitroloacético, acido poliaminocarboxilico, acido etilendiamina tetraacético (EDTA) y sales de los mismos.

Por "agente espesante" se entendera cualquier compuesto capaz de aumentar la viscosidad de una composicion
cosmética y/o dermatologica. Estos compuestos se conocen por un experto en la técnica. Por ejemplo, el agente
espesante puede seleccionarse entre el grupo que incluye polimeros naturales como &cido alginico y derivados del
mismo, celulosa y derivados de la misma, escleroglucanos, goma xantano, polimeros y copolimeros de carboxivinilo
sintético que pueden tener asimismo una funcién emulsionante, por ejemplo, acrilato, metacrilato, acrilamida, y las
mezclas de los mismos, por ejemplo, el copolimero acrilato de alquilo/acrilato en C10 a 30, y polimetilmetacrilato.

Por "agente humectante" se entendera cualquier compuesto capaz de mantener y/o conservar la humedad de una
composicion cosmética y/o dermatoldgica. Estos compuestos se conocen por un experto en la técnica. Por ejemplo,
el agente humectante puede seleccionarse entre butilenglicol, propilenglicol y polietilenglicol.

Por "antioxidante" se entenderd cualquier compuesto capaz de inhibir reacciones de oxidacion de oxigeno y
rancidez. Estos compuestos se conocen por un experto en la técnica. Por ejemplo, el antioxidante puede
seleccionarse entre el grupo que incluye sulfitos, aminoécidos, por ejemplo, glicina, histidina, tirosina, triptéfano y
derivados de los mismos, imidazoles, péptidos, por ejemplo, D-carnosina y L-carnosina.

Por "tensioactivo" se entendera cualquier compuesto que permita reducir la tensién superficial de la composicion y
promover la distribucién uniforme de los compuestos de una composicion cosmética y/o dermatoldgica. Estos
compuestos se conocen por un experto en la técnica. Por ejemplo, el tensioactivo puede seleccionarse entre el
grupo que incluye cetil betaina, cocomidopropil betaina, cocoanfodiacetato disédico, laureth sulfosuccinato disddico,
hexilenglicol, laureth-3, laureth-4, polietilenglicol (PEG) PEG-30, cocoato de glicerilo, aceite de ricino hidrogenado
PEG-40, PEG-7, cocoato de glicerilo, polisorbato 20, polisorbato 80, cetil fosfato potasico, cetearil sulfato sédico,
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laureth sulfato soédico quimico, lauril sulfato soédico, palmitato sddico (hexadecanoato sodico) esteareth-100,
esteareth-2 y esteareth-21.

Por "agente absorbente" se entendera un compuesto que absorbe sustancias solubles en agua y/o liposolubles
disueltas o dispersas. Estos compuestos se conocen por un experto en la técnica. Por ejemplo, el absorbente puede
seleccionarse entre el grupo que incluye nitruro de boro, acido salicilico, carbonato de magnesio, celulosa
microcristalina, silice (didxido de silicio) y talco (E553).

Por "agente formador de pelicula" se entendera un compuesto que permite la formaciéon de una pelicula continua
durante la aplicacién de una composicion cosmética y/o dermatoldgica. Estos compuestos se conocen por un
experto en la técnica. Por ejemplo, el agente formador de pelicula puede seleccionarse entre el grupo que incluye
copolimero de  acrilamida/acrilato de  amonio, copolimero de acrilamida, copolimero de
acrilamidopropiltrimonio/cloruro de acrilato, copolimero de acrilatoacrilato/acrilato de alquilo C10-30, cera de abeja
blanca (E901), cyamopsis tetragonolobus (Guar), hidroximetilcelulosa, polietilentereftalato  (PET),
poligilcerilmetacrilato, policuaternio-10, policuaternio-11, policuaternio-7, copolimero de polivinilpirrolidona
(PVP)/Eicoseno, copolimero PVP/Hexadeceno, copolimero PVP/acetato de vinilo (VA).

Por "agente estabilizante" se entendera un compuesto que permite mejorar la estabilidad de una composicién
cosmeética y/o dermatoldgica y/o permite mejorar la estabilidad de los componentes incluidos en dicha composicién.
Estos compuestos se conocen por un experto en la técnica. Por ejemplo, el agente estabilizante puede
seleccionarse entre el grupo que incluye hidroxietilcelulosa, celulosa microcristalina, policaprolactona y estannato
sadico.

Por "agente tamponante” se entendera un compuesto que permite mejorar el pH de una composicion cosmeética y/o
dermatologica. Estos compuestos se conocen por un experto en la técnica. Por ejemplo, el agente tamponante
puede seleccionarse entre el grupo que incluye aminometil propanol, acido citrico, acido fumarico, acido
ortofosférico, acido sebéacico (acido decanedioico), citrato sédico, hidroxido sédico, acido tartarico, pirofosfato
tetrasodico y trietilamina (TEA).

Por "filtro UV" se entendera un compuesto que permita filtrar ciertos rayos UV. Estos compuestos se conocen por un
experto en la técnica. Por ejemplo, el filtro UV puede seleccionarse entre el grupo que incluye benzofenona-3
(oxibenzona), benzofenona-4 (sulisobenzona), avobenzona, etilhexilmetoxicinnamato, octilmetoxicinnamato y
salicilato de etilhexilo.

Por "hidratante" se entendera un compuesto que permita aumentar el contenido de agua de una composicion
cosmeética y/o dermatolégica. Estos compuestos se conocen por un experto en la técnica. Por ejemplo, el hidratante
puede seleccionarse entre el grupo que incluye aloes (aloe vera), extracto vegetal de pifia, dimeticonol, Echinacea
angustifolia, glicina, extracto de regaliz, extracto de jazmin, ésteres de jojoba, estearato de magnesio, mannitol, miel
y aceite de ricino.

Por "aglutinante” se entenderd un compuesto que permita aumentar la cohesién de una composicion cosmética.
Estos compuestos se conocen por un experto en la técnica. Por ejemplo, el aglutinante puede seleccionarse entre el
grupo que incluye copolimeros de acrilato, cyamopsis tetragonolobus (Guar), hidroximetilcelulosa, miristato de
isopropilo, carbonato de magnesio, mannitol, polietilenglicol-90M, polideceno, copolimero PVP/Eicoseno, copolimero
PVP/Hexadeceno, copolimero PVP/VA, copolimero acrilato sodico, copolimero carboximetil sédico betaglucano,
carboximetil dextrano sédico, cera parafina y goma xantano.

Por "estabilizante de emulsion" se entenderd un compuesto que permita mejorar la emulsificacion de un compuesto
cosmético y/o dermatologico y/o mejorar la estabilidad de una emulsion cosmética y/o dermatolégica. Estos
compuestos se conocen por un experto en la técnica. Por ejemplo, el estabilizante de emulsion puede seleccionarse
entre el grupo que incluye glicol estearato acetilado, carboémero, alcohol cetearilo, cyamopsis tetragonolobus,
hidroxietilcelulosa, celulosa microcristalina, PEG-90M, copolimero PVP/VA, carboximetil dextrano sddico, &cido
estearico, octadecanol, parafina sintética y goma xantano.

Por "perfume" se entenderd un compuesto que permita dar a una composicion cosmética y/o dermatoldgica un olor
particular. Estos compuestos se conocen por un experto en la técnica. Por ejemplo, el perfume puede ser cualquier
perfume apropiado para uso cosmético y/o dermatolégico. El perfume puede seleccionarse, por ejemplo, entre el
grupo que incluye extractos vegetales naturales, esencias de plantas, por ejemplo, extractos y/o esencias de rosas,
camomila y menta.
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El compuesto o compuestos usados para preparar el producto cosmético y/o dermatolégico depende, en particular,
de la formulacién escogida para el uso cosmético y/o dermatoldgico de la composicion de la presente invencion.

La composicion cosmética y/o dermatoldgica puede estar en cualquier forma apropiada para el uso de la misma. Por
ejemplo, puede implicar una solucioén, una suspension, una emulsién, una microemulsion o una pasta. Por ejemplo,
puede implicar un gel, una crema, un aerosol, una pomada, una espuma, un polvo, un aceite, comprimidos,
supositorios, capsulas de gel, capsulas, etc., posiblemente en forma galénica, o un dispositivo que asegure una
liberacion prolongada y/o retardada. Para este tipo de formulacién, se usa ventajosamente un agente, tal como
celulosa, carbonatos o almidén.

La composicion cosmética y/o dermatoldgica de la invencion puede incluir asimismo agua. En este caso, la
composicion incluye preferiblemente agua desmineralizada o destilada.

Dicha composicion puede incluir asimismo al menos un principio activo, particularmente otro principio terapéutica y/o
cosmética y/o dermatoldgicamente activo, por ejemplo, para su uso simultaneo, por separado o prolongado en el
tiempo, dependiendo de la formulacién galénica usada.

La composicion puede incluir adicionalmente un medio que permita facilitar la penetracion del mismo en la piel. Por
ejemplo, un compuesto seleccionado entre el grupo que incluye un vasodilator y glucocorticoides. Esto es
beneficioso cuando la composicion de esta invencion esta destinada a su uso topico.

La composicion de la presente invencion puede usarse a través de cualquier medio apropiado conocido por un
experto en la técnica. Por ejemplo, para su uso topico, transdérmico o transcutaneo, o para una composicion
administrada por via oral. Asimismo puede usarse en un parche transdérmico. Asimismo puede aplicarse a la piel
por medio de un pulverizador o por remojo.

Para la aplicacion de la composicion, también puede usarse un medio fisico, que aumenta la penetracién de la
composicion en la piel, por ejemplo, una pelicula plastica depositada en o que envuelva la piel después de la
aplicacion de la composicion.

De acuerdo con la invencion, en la composicion cosmética y/o dermatologica de la invencion, la relacion del inhibidor
de la farnesilpirofosfato sintasa con respecto al inhibidor de la hidroximetilgultaril coenzima A reductasa, o una de las
sales fisiolégicamente aceptables de los mismos, puede estar entre 0,002 y 50, preferiblemente entre 0,005 y 25,
preferiblemente entre 0,01 y 1,8, y preferiblemente de 0,05 a 0,35.

En la composicién cosmética y/o dermatolégica de la invencion, la cantidad de inhibidor de la farnesilpirofosfato
sintasa puede estar 0,001 al 0,500 por ciento en peso, preferiblemente del 0,005 al 0,025, preferiblemente del 0,025
al 0,1, preferiblemente del 0,100 al 0,150, preferiblemente del 0,150 al 0,200, preferiblemente del 0,200 al 0,250,
preferiblemente del 0,250 al 0,300, preferiblemente del 0,300 al 0,350, preferiblemente del 0,350 al 0,400,
preferiblemente del 0,400 al 0,450, y preferiblemente del 0,450 al 0,500 por ciento en peso de la compaosicion
cosmeética y/o dermatoldgica.

En la composicion cosmética y/o dermatolégica de la invencién, la cantidad de inhibidores de la hidroximetilgultaril
coenzima A reductasa puede estar entre el 0,010 al 0,500 por ciento en peso, preferiblemente del 0,075 al 0,095,
preferiblemente del 0,095 al 0,100, preferiblemente del 0,100 al 0,150, preferiblemente del 0,150 al 0,200,
preferiblemente del 0,200 al 0,250, preferiblemente del 0,250 al 0,300, preferiblemente del 0,300 al 0,350,
preferiblemente del 0,350 al 0,400, preferiblemente del 0,400 al 0,450, y preferiblemente del 0,450 al 0,500 por
ciento en peso de la composicién cosmética y/o dermatolégica.

En la composiciébn cosmética y/o dermatoldgica de la invencion, la suma de la cantidad de inhibidores de la
hidroximetilgultaril coenzima A reductasa y el inhibidor de la farnesilpirofosfato sintasa puede estar entre 0,010 y
1,000, preferiblemente del 0,1 a 0,800 por ciento en peso de la composicién, y preferiblemente la cantidad es igual al
0,1 por ciento en peso.

Otras ventajas pueden ser evidentes adicionalmente para un experto en la técnica tras la lectura de los siguientes
ejemplos, dados con fines ilustrativos y mostrados en las figuras adjuntas.

Breve descripcion de las figuras
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La figura 1 muestra los resultados de la transferencia de Western obtenidos a partir de fibroblastos de control
"normales" tratados con dosis en aumento de una estatina soluble en agua (pravastatina P, de 20 a 100 uM), y de un
aminobifosfonato (NBP, zoledronato Z, de 20 a 100 uM) (Pistas A a |, P20/220, P20/260, P20/2100, P60/Z20,
P60/260, P60/2100, P100/220, P100/260 y P100/Z100, respectivamente). La Pista J es un control positivo para la
presencia de prelamina A (fibroblastos de pacientes RD), la pista K es el control negativo, tratado con el disolvente
en solitario (PBS).

La figura 2 muestra los resultados obtenidos a dosis eficaces para cada uno de los productos.
La figura 3 muestra el efecto superior obtenido al administrar los 2 productos juntos.
La figura 4 muestra la accién de la combinacion de los 2 productos en células maduras.

La figura 5 muestra la multiplicacion celular de fibroblastos midiendo el indice mitético con respecto a las condiciones
de cultivo celular. El indice mitético corresponde a la relacién entre el nUmero de nucleos marcados (que estan
divididos) con respecto al nimero total de ndcleos en el campo observado con respecto a cada tratamiento.

Figura 6: Transferencia de Western que muestra que el bloqueo de la prenilacion de la prelamina A requiere la
inhibicion tanto de la farnesiltransferasa como de la genarnilgeraniltransferasa de tipo I. Deteccion de la lamina A/C
en células Hela tratadas con la farnesiltransferasa y/o geranilgeraniltransferasa de tipo I. LA = lamina A, LC = lamina
C, Pre = Prelamina A.

Figura 7: La lamina A (células de control) y prelamina A (células raton Zmpste24"') se analizaron por espectrometria
de masas (MALDI-ToF). a, b: porciones del espectro correspondientes a los péptidos farnesilados (a) y
geranilgeranilados (b).

Figura 8: Andlisis por espectrometria de masas de proteinas extraidas de la envoltura nuclear de células no tratadas
(a), de células de pacientes de progeria tratadas con FTI (2,5 uM cada uno, c).

Figura 9: Analisis por espectrometria de masas de proteinas extraidas de la envoltura nuclear de fibroblastos no
tratados (a) o los tratados con la mezcla de pravastatina + zoledronato (1 uM cada uno, b) obtenida a partir de
ratones Zmpste24™.

Figura 10: llustraciones de diversos experimentos que muestran el efecto sinérgico de la combinacién pravastatina +
zoledronato en la acumulacion de prelamina A en células de control y en las de pacientes de progeria: (a) Deteccién
inmunocitoquimica de lamina A/C y de prelamina A en fibroblastos humanos normales no tratados o tratados con
pravastatina y/o zoledronato. (b) Deteccion inmunocitoquimica de lamina A/C y prelamina A en fibroblastos humanos
normales y los de pacientes de progeria tratados con la combinaciéon pravastatina + zoledronato. (c) Andlisis
cuantitativo del efecto del tratamiento con pravastatina + zoledronato en la morfologia nuclear de células de
pacientes de progeria. (d) Analisis cuantitativo del efecto del tratamiento de pravastatina + zoledronato en la
morfologia nuclear de células de pacientes de progeria en presencia de farnesol, geranilgeraniol o de ambos
compuestos. Barras de error = media + error estdndar de la media. Barra de escala = 10 um.

Figura 11: llustracion de los resultados del tratamiento de pravastatina + zoledronato que muestra la correccion de la
morfologia nuclear y la induccién de una relocalizacién parcial de las isoformas de la lamina A/C y de la lamina B1
de la lamina nuclear en el nucleoplasma, en células de pacientes de progeria. (A) Inmunofluorescencia y microscopia
confocal. Las imagenes a a ¢ de cada panel son proyecciones de la intensidad promedio de 27 imagenes de la pila'y
muestran los tUbulos del reticulo nuclear marcado por la calreticulina en las células de progeria incubadas por PBS.
Imagenes d a I: Secciones confocales aisladas de 0,2 um de espesor. Efecto del tratamiento de la pravastatina +
zoledronato (g) y (h). Colocalizacién de la lamina B1 y la calrecticulina. Barra de escala = 5 pm.

Figura 12: llustracion del efecto de la pravastatina y zoledronato combinados o sin combinar en la morfologia nuclear
de las células de ratén Zmpste24"' (a) y de ratones de control (b) en cultivo, en presencia de farnesol, geranilgeraniol
y de ambas moléculas.

Figura 13: Efecto del tratamiento de pravastatina y zoledronato en anomalias de rotura bicatenarias (DSB) del ADN
en las células de pacientes de progeria. Inmunodeteccion del foci de la histona fosforilada H2AX detectada 24 horas
después de la irradiacion, foci correspondiente a las roturas bicatenarias no reparadas (imagenes superiores).
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Marcado nuclear del DAPI (imagenes inferiores). Curvas inferiores: Evolucion del nimero de foci de histona
fosforilada H2AX en relacion con el tiempo después de la irradiacion en las células de control (cuadrado negro) y las
células de progeria (cuadrado blanco) incubadas con PBS o tratadas con pravastatina + zoledronato. Cada curva
representa la media + error estandar de la media al menos 3 experimentos.

Figura 14: Efecto del tratamiento de la pravastatina + zoledronato en eI fenotipo progermde de ratones Zmpste24
(a) Fotografias representativas de ratones de 3 meses Zmpste24 Zmpste24 y Zmpste24 tratados con la
combinacion pravastatlna + zoledronato Barra de escala = 1 cm. (b) Peso de ratones de 3 meses Zmpste24 “(n=
12), Zmpste24 (n=13) y Zmpste24 tratados (n = 15). (c) Curvas Kaplan-Meier que muestran un aumento
significativo de la duracion de la vida de los ratones Zmpste24 tratados. (d) llustracion microtomografia
computerizada tridimensionalmente de la tibia de ratones Zmpste24 tratados y no tratados (imagen superior). EI
panel inferior muestra el volumen 6seo relativo y el nimero de huesos trabeculares en los ratones Zmpste24
tratados y no tratados. (e) Cuantlflcauon de las anomalias nucleares de los hepatocitos de ratones Zmpste24+/+
Zmpste24 y ratones Zmpste24 tratados. Las flechas blancas muestran los nlicleos anormales. Barra de escala =
10 um. (f) Expresmn relativa de los genes diana p53 en el higado y corazon de ratones Zmpste24 Zmpste24 y
ratones Zmpste24 tratados, analizados por RT-PCR cuantitativa. *P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,0001. Las barras
de error representan la media + error estandar de la media.

Figura 15: Efecto de una pravastatina en solitario o de zoledronato en la vida de ratones Zmpste24 curvas Kaplan-
Meier con pravastatina en solitario (a) y zoledronato en solitario (b) en ratones Zmpste24 tratados (rombo blanco) y
no tratados (circulos negros).

Figura 16: Efecto de un tratamiento de pravastatlna + zoledronato en la direccion de la vida de ratones Lmna™:
Curvas Kaplan-Meier de ratones Lmna’ tratados con pravastatina + zoledronato (n = 12, rombo blanco), en
comparacion la de ratones no tratados (circulos negros, n = 11).

EJEMPLOS

EJEMPLO 1: Efecto sinérgico de la asociacion de un inhibidor de la hidroximetilglutarilo-coenzima A (HMG-
CoA) reductasa (una estatina soluble en agua: pravastatina) y un inhibidor de la farnesilpirofosfato sintasa
(un aminobifosfonato: zoledronato) en cultivos celulares normales y progeroides.

A PROTOCOLOS
A.l. Células y cultivo celular

Las lineas celulares son los fibroblastos de control AG16409 obtenidos a partir del Coriell Institute, o fibroblastos
obtenidos a partir de biopsias de pacientes afectados por Dermopatia Restrictiva. Se cultivan a 37 °C en una
atmosfera de CO» al 5 % en sala blanca P2.

El medio de cultivo completo habitual es:

- RPMI (Invitrogen) complementado con

- Suero Fetal de Ternero al 20% (Invitrogen)

- L-Glutamina 200 mM (Invitrogen)

- Mezcla de Penicilina/Estreptomicina/Fungizona 1 x (Stock 100 X, Cambrex).

A.2. Recoleccion de las células

Las células se recolectan por tripsinizacion del siguiente modo (protocolo para un matraz grande, 75 cm?, BD
Falcon):

- El medio se aspira;

- Las células se lavan con 10 ml de 1 x PBS (Invitrogen);

- Se afiaden 5 ml de una solucién de 1 X Tripsina/EDTA (Cambrex);

- El matraz se incuba durante aproximadamente 6 min a 37 °C, el tiempo requerido para que las células se
desprendan;

- La tripsina se inhibe por dilucién en 15 ml de medio completo;

- Las células se sedimentan por centrifugacion durante 10 min a 1.000 revoluciones por minuto a 16 °C;
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- El sedimento se suspende de nuevo en 2 ml de 1 x PBS, y se centrifuga de nuevo en las mismas
condiciones.

Las células obtenidas se congelan para su uso posterior 0 se subcultivan a partir de este sedimento lavado.

A.3. Tratamientos

La solucion de pravastatina (estatina soluble en agua) usada se prepara como se indica a continuacion:

Se recogen 40 mg de pravastatina (Sigma Aldrich, P4498) en agua estéril para formar una solucion madre 10 mM.

Las concentraciones ensayadas finales fueron 500 nM, 1, 5, 50 y 100 uM, que se obtuvieron diluyendo la solucién
madre en el medio completo.

La solucion de zoledronato (NBP) usada se prepara como se indica a continuacion:

Una solucién madre de acido (1-hidroxi-2-imidazol-1-il-1-fosfono-etil)fosfénico (0,8 mg/ml, Novartis) se ajusta a una
concentracion de 2 mM.

Las concentraciones ensayadas finales fueron 500 nM, 1, 5, 50 y 100 uM, que se obtuvieron diluyendo la solucién
madre en el medio completo.

A.4. Transferencia de Western
A.4.1. Preparacion de las células
Para un experimento de transferencia de Western, las células se trataron como se indica a continuacion:

Se siembran aproximadamente 7,5 x 10° células en un matraz grande y se cultivan en las condiciones anteriores
hasta casi confluencia (4 dias).

Al final de 4 dias, las células se lavan con 1 x PBS y se recogen en un medio completo complementado con el
tratamiento.

Las células se incuban durante el tiempo de tratamiento (de 6 a 72 horas, secuencial o simultaneamente) en la
incubadora a 37 °C.

Al final del tratamiento, las células se tripsinizan (protocolo anterior) y el sedimento resultante se almacena a -80 °C
hasta que se extraen las proteinas.

A.4.2. Extraccion de las proteinas para transferencia de Western

El sedimento celular se recoge en 300 pl de un tampén de lisis:

Triton X 100 1%
SDS 0,1%
Desoxicolato sédico 0,5%
NaCl 50 mM
EDTA 1mMm
TrisHCI pH 7.4 20 mM

Inhibidor de la proteasa (Roche 11697498001) 1 comprimido por 50 ml
Adicién extemporanea de
Ortovanadato sédico 1 mM
PMSF 1 mM
Las células se exponen a sonicacion dos veces durante 30 s (Brandson Sonifier Cell Disruptor B15).

Los restos celulares se centrifugan durante 10 min a 10,000 revoluciones por minuto a 4 °C.
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El sobrenadante proteico se conserva a -80 °C hasta su uso.

El andlisis proteico se realiza al momento de la descongelacion.
A.4.3. Transferencia de Western

- Gel

Se usa convencionalmente un gel de acrilamida al 8% para detectar las diversas formas de laminas A/C.

Acrilamida/bisacrilamida 37/1 | 8%
TrisHCI pH 8,8 375 mM
SDS 0,1%
APS 0,1%
TEMED 0,01%

Un gel de concentracion se vierte sobre el gel separador

Acrilamida/bisacrilamida 37,5/1 3%

TrisHCI pH 6,8 375 mM
SDS 0,1%
APS 0,1%
TEMED 0,01%

Se determina la concentracion proteica de las muestras, y las alicuotas se ajustan a 50 ug por tubo en un tampén de
lisis en csp 15 pl.

Se afiaden 5 ul de un tampon de carga a cada muestra:

SDS 4%
TrisHCI pH 6,8 100 mM
Glicerol 20%
B-mercaptoetanol 20%

Azul de bromofenol trazas
Las muestras se desnaturalizan por calentamiento durante 5 min a 95 °C y se depositaron en los pocillos.
La migracion se produce a 50 y después a 100 voltios, en un tampoén:
Tris-Base 0,3%
Glicina 1,44%
SDS 0,1%

- Transferencia

La membrana de transferencia (Hybon P, Amersham Biosciences) se prepara por remojo en etanol seguido de un
bafio en agua estéril y durante 10 min en el tampén de transferencia:

Tris-Base 12 mM
Glicina 96 mM
Etanol 20%

El gel se humedece durante 20 min en el tampdn de transferencia, y después el sandwich se monta (sistema
Miniprotéan, Biorad).

La transferencia se produce generalmente por la noche, en una camara fria a 10 voltios.
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La membrana se aclara en 1 x PBS, se mantiene himeda y se usa tal cual para la operacion de deteccion.
- Deteccion
La membrana se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente en una solucién de saturacion:

Caseina 10%

Tween 20 0,1%

PBS 1X

Se aclara dos veces 10 min en un tampo6n de lavado (Tween 20 al 0,1%/1 x PBS).

El anticuerpo primario se diluye en el tampdn de saturacion (para detalles y dilucién, véase la seccion de
inmunomarcado a continuacion).

La membrana se incuba con los anticuerpos primarios durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion.

Tras la finalizacién de ésta, se aclara 3 veces con un tampén de lavado, después se lava 3 veces durante 15 min
con el mismo tampon.

El anticuerpo secundario (sistema acoplado a peroxidasa, Jackson Immunoresearch) se diluye a 1/10.000 en un
tampodn de saturacion.

La membrana se incuba con esta solucion durante 30 a 45 min a temperatura ambiente en agitacion.

Tras la finalizacién, se aclara 3 veces con un tampén de lavado y después se lava 3 veces durante 15 min con el
mismo tampén.

La operacion de deteccién se realiza con el kit ECL Plus Western Blotting System de Amersham Bioscience, segln
las instrucciones del proveedor.

Después del desarrollo, la membrana se expone sobre una pelicula Biomax MR (Kodak), el tiempo requerido para
obtener una sefial satisfactoria.

A.5. Inmunomarcado

A.5.1. Preparacion de las células

Un cultivo celular se tripsiniza y las células se contaron en una cdmara Neubauer.

Se sembraron pocillos de cultivo estilo Labtech (Nunc, Ref. 177399), a la velocidad de 5 x 10* células por pocillo.

El medio de cultivo completo se complementa con el tratamiento o tratamientos (estatina, NBP, ambos), y las células
se cultivan durante el tiempo ad hoc.

Tras la finalizacién, el medio de cultivo se aspira y los pocillos se desmontan.
Los portaobjetos se lavan en 1 x PBS.

Las células se fijan en una solucién al 4% de paraformaldehido (en PBS) durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

Se realiza un lavado de 10 minutos en 1 x PBS.

Las células se deshidratan por bafios sucesivos de 3 min en soluciones que contienen un porcentaje en aumento de
etanol (70, 90, 100%, repitiéndose el ultimo bafio).

Después del secado, los portaobjetos se almacenan a -80 °C hasta su uso.
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A.5.2. Marcado

Después de la descongelacion, las células se incuban durante 5 min a temperatura ambiente en una camara
himeda en 50 pl de una solucién de permeabilizacion:

PBS 1X
Triton X 100 0,5%

RNS (Suero de Conejo Normal, Vector S5000) 5 %
Inhibidor de la proteasa (Roche 11697498001) 1 comprimido por 50 ml

Se realizan 3 bafios de preincubacion de 15 min cada uno en 50 pl de la solucién de incubacion:
PBS 1X
RNS 5%
Inhibidor de la proteasa (Roche 11697498001) 1 comprimido por 50 ml

El anticuerpo primario se diluye a 1/100 en 50 pl de solucién de incubacién se pone en contacto con las células
durante 1 hora a temperatura ambiente en una camara himeda.

Los anticuerpos primarios usados son de 2 tipos:

- Ratén anti-lamina A/C (lado N-terminal), clon 4A7, donacion de G. Morris (Oswestry, Reino Unido)
- Cabra anti-prelamina A (15 aa extremo C-terminal), producto SC6214, Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Se realizan 3 aclarados de 15 min cada uno en 50 pul de 1 x PBS.

La incubacion con el anticuerpo secundario se produce durante 1 hora en 50 ml de solucién de incubacion a
temperatura ambiente en una camara humeda. Los anticuerpos secundarios son de dos tipos:

- Burro anti-ratén, Jackson Immunoresearch, dilucién a 1/100
- Burro anti-cabra, Jackson Immunoresearch, dilucién a 1/200.

Se realizan 3 aclarados de 15 min cada uno en 50 ul de 1 x PBS.

La incubacion con 100 pl de 50 ng/ml de solucién de DAPI (SERVA, Ref. 18860) se realiza durante 15 min a
temperatura ambiente en una cAmara himeda.

Se realizan 3 aclarados de 5 min cada uno en 1 x PBS en bandejas portaobjetos.

Se realiza un aclarado final durante 5 min en una solucién Tween 20 al 0,1% en PBS.

A.5.3. Montaje

Las células se sumergen en una gota de VectaShield (Vector), se cubren con un cubreobjetos y se observan en un
microscopio de fluorescencia (Leica DMR, Leica Microsystems), equipado con un sistema de cdmara coolSNAP
(Princeton).

B. RESULTADOS

B.1. Transferencia de Western (Figura 1)

Los fibroblastos de control "normales” se trataron con una estatina soluble en agua (pravastatina P, de 20 a 100 puM),
y con un aminobifosfonato (NBP zoledronato Z, de 30 a 100 uM) en asociacion (Pistas A a |, P20/Z20, P20/260,
P20/2100, P60/220, P60/260, P60/2100, P100/Z220, P100/260 AND P100/2100, respectivamente). La transferencia
de Western muestra la "aparicion" de una banda que corresponde al tamafio de la prelamina A no madura (no
truncada) en funcién del aumento de la concentracidon de las dos moléculas, lo que confirma que es necesaria la
farnesilacién a la maduracion de la lamina A. Este resultado muestra que el bloqueo de la sintesis de farnesil-PP en
dos puntos de la ruta metabdlica es mas eficaz que el bloqueo en un Unico punto, en cuanto a la inhibicién de la
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farnesilacién de la prelamina A, al menos ex vivo.
B.2. Dosis y tiempo-respuesta en inmunohistoquimica (figura 2)

Las curvas dosis-respuesta y tiempo-respuesta hicieron posible determinar la eficacia maxima midiendo 2
parametros en las células de control sanas, por un lado, y después en las células de pacientes HGPS.

La combinacién pravastatina (soluble en agua)/zoledronato (NBP) mas eficaz se obtuvo durante una administracion
1 uM de pravastatina durante 24 horas, y de zoledronato durante 12 horas en células sanas. No se observo
toxicidad. Usando el mismo protocolo de administracién, el nimero de nucleos "deformados” cay6 del 75 al 40% en
las células HGPS (células con anomalias nucleares). Se midi6 la tasa de prelamina A obtenida de células sanas.
Esta medicion mostré que esta tasa es maxima.

B.3. Efecto del tratamiento en inmunohistoquimica (figura 3)

La accion combinada de la pravastatina y zoledronato, tratamiento: Pravastatina 100 puM durante 12 horas,
zoledronato 20 uM durante 6 horas muestra una mejor eficacia, ya que la tasa de prelamina A producida en células
sanas (se estima al 35 %) es mucho mayor en combinacién que si las moléculas se afiaden individualmente (25 y
15 %, respectivamente). Ademas, la tasa de nucleos deformados (un signo de toxicidad en células sanas) es minima
(menos del 10%, e inferior a la de las células tratadas con pravastatina en solitario (aproximadamente 12%).

B.4. Efecto inmunohistoquimico sobre células maduras (figura 4)

En base al numero de "pases" (nUmero de subcultivos de las células) y, por lo tanto, en base a la edad de las
células, la proporcién de células anormales aumenta. Esta caracteristica es tipica de las células HGPS no tratadas.
Si las células HGPS se tratan con pravastatina 1 uM durante 24 horas y con zoledronato 1 uM durante 12 hora, esta
proporcién se mantiene, e incluso desciende ligeramente (menos del 40% frente a mas del 80% en células tratadas
con un placebo).

B.5. Conclusién

La combinacion pravastatina/zoledronato es eficaz a dosis para las que casi no se observa ningin efecto cuando las
moléculas se administran por separado.

Por lo tanto, el efecto fisiolégico de bloqueo de la ruta de prenilacidon se obtiene con dosis mucho menores que las
usadas en un tratamiento Unico, en articulos publicados sobre cultivos celulares (Kusuyama y col., 2006 (27), 10 uM
de pravastatina en solitario en progenitores de células vasculares; Flint y col., 1997 (13), 25 uM de pravastatina en
células musculares de rata neonatal).

EJEMPLO 2: Efecto de una composicidon cosmética de acuerdo con la invencién que incluye un inhibidor
soluble en agua de la hidroximetilgultaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa y un inhibidor de la farnesil
pirofosfato sintasa en la division de fibroblastos humanos maduros y en fibroblastos humanos jévenes.

A. OBJETO DEL EJEMPLO

En el presente ejemplo, se mide la evaluacion del efecto in vitro de un inhibidor soluble en agua o liposoluble de la
hidroximetilgultaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa y un inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa sobre la tasa de
division celular (indice mitético) de los fibroblastos. Asimismo, se realiz6 una comparacion del efecto de la
composicion sobre fibroblastos humanos maduros en comparacion con fibroblastos humanos jévenes. El nimero de
principios activos en este ejemplo es cuatro, habiéndose usado los productos en combinaciones de dos. Los
principios activos son:

Al: Zolendronato
A2: Alendronato

B1: Pravastatina
B2: Simvastatina

Las combinaciones particulares usadas en este ejemplo son: A1B1, A1B2, A2B1, A2B2.
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B. PROTOCOLO

En el presente ejemplo, se cultivaron dos lotes de fibroblastos, fibroblastos maduros (lote N° 9052) y los jévenes
(lote N° 7080) en un medio RPMI (Invitrogen) que contenia suero fetal de ternero sin antibiético al 10%, durante 24
horas después de la tripsinizacion de los platos suministrados.

Los diversos principios activos se afadieron a una concentracion final de 1 uM cada uno durante 24 horas (se
realizé una dilucién de 1.000 veces de una solucién madre en agua para los compuestos Al, A2 y B1, o en etanol al
100% para el compuesto B2).

El indice mitético se evalu6 mediante la incorporacion de Bromo-desoxi-uridina (BrdU) durante un periodo de 45
minutos, después de 24 horas de incubacion de las células con una de las combinaciones de principio activo. El
andlisis inmunohistoquimico permite revelar las células en la fase de sintesis de ADN (células en predivision). Se
realiz6 una tincion de los nucleos (material genético) incorporando di-amino fenil indol (DAPI).

La captura de 6 campos microscopicos (OLYMPUS IX 70) permiti6 medir el indice mitético a través de analisis por
imagen (OLYMPUS AnalySIS). El indice mit6tico corresponde a la relacion del nimero de nicleos que incorporan el
BrdU con respecto al numero de nucleos que incorporan el DAPI. Se calcula estadisticamente un indice medio con
una desviacion estandar de entre 0,005 y 0,061.

Una prueba de T de dos colas permitié la medicion de la relevancia estadistica de los resultados obtenidos.
C. RESULTADOS
C.1. Observacion visual general de las células

Estos resultados muestran una capacidad de division muy baja de los fibroblastos maduros en ausencia de cualquier
tratamiento, previamente al estudio.

Los fibroblastos jévenes mostraron una capacidad de divisibn mayor que la de los fibroblastos maduros. La
capacidad de division de los fibroblastos maduros fue menor del 5 %, mientras que la capacidad de division de los
fibroblastos jovenes fue del 15,6%. Por lo tanto, la diferencia en la capacidad de divisién entre los fibroblastos
maduros no tratados y los fibroblastos jévenes no tratados fue igual a 3.

Al realizar este ejemplo, no se observo visualmente toxicidad después de 24 horas de incubacién de los fibroblastos
con las combinaciones ensayadas de principios activos.

Al realizar este ejemplo, no se observo ningun efecto téxico del etanol (0,1% final) después de 24 horas de
incubacion.

D. EVALUACION DE LOS INDICES MITOTICOS (figura 5)

De manera general, el nimero de fibroblastos maduros sin ningln tratamiento en fase de sintesis de ADN fue
extremadamente pequefio: inferior al 5 % (véase la figura 5, columna 1).

El indice mitético no fue muy elevado para los fibroblastos jovenes: del orden del 15 % (véase la figura 5, columna
6).

Por comparacion con los fibroblastos maduros de control sin tratamiento alguno, los fibroblastos de control
expuestos a etanol (0,1% - 24 horas), no muestran ninguna diferencia significativa (p = 0,11, n = 6) en el indice
mitético de los mismos. Después, los valores se consolidaron (Control, n = 12).

Los resultados mostrados en la figura 5, columna 2 muestran un efecto de activaciéon de A1B1 = Zolendronato-
Pravastatina en el indice mitético de los fibroblastos maduros en comparacion con el control (estimulacién por un
factor de 2 méaximo) (p < 0,001, n > 6).

Por lo tanto, este ejemplo muestra que la aplicacion de la combinacién Zolendronato-Pravastatina tiene un efecto de
activacion sobre la division celular de los fibroblastos de un sujeto anciano.
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EJEMPLO 3: Efecto de la asociacién de un inhibidor soluble en agua de la hidroximetilgultaril-coenzima A
(HMG-CoA) reductasa y un inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa sobre un modelo de ratén que tiene un
sindrome progeroide

5 Los ratones KO Zmpste24”' usados aqui son los descritos en el articulo de referencia de Varela y col., 2005 (49). Se
aport6 una prueba de la eficacia de la combinacién de las 2 moléculas (pravastatina y zoledronato) en cooperacién
con un laboratorio espafiol (Pr C. Lopez-Otin). La eficacia se obtiene a dosis combinadas que no tienen efecto
cuando los productos se usan separados, demostrando asi un efecto sinérgico.

10 Las 2 moléculas (acido zolendrénico (Zometa (marca registrada)) 100 pg/kg/dia y pravastatina 100 mg/kg/dia) se
diluyeron con 1 x PBS y se inyectaron por via intraperitoneal, diariamente, en ratones de 1 mes de edad y hasta la
muerte de los mismos. Los controles son ratones salvajes del mismo rango tratados Unicamente con 1 x PBS.

La supervivencia de los ratones tratados mejoré en gran medida, y fue maxima, en particular, para las hembras, con

15 un aumento medio de vida de aproximadamente el 80%. Los sintomas clinicos de la enfermedad se redujeron
considerablemente en comparacion con los individuos tratados con el PBS en solitario. En particular, se observé un
efecto del tratamiento sobre la piel y el recrecimiento del pelo en estos ratones, en comparacion con los ratones
tratados con el PBS, que mostraron grandes regiones sin pelo.

20 EJEMPLO 4: Composiciones cosméticas de acuerdo con la invencion que incluyen un inhibidor soluble en
agua de la hidroximetilgultaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa y un inhibidor de la farnesil pirofosfato
sintasa

Composicion 1
Ingredientes Porcentaje
Pravastatina 0,075
Acido Alendronico 0,025
Alcohol Desnaturalizado 15,00
PEG-8 Dimeticona 5,000
Gliceril Polimetacrilato 4,950
Glicerina 3,000
PEG-400 3,000
Butilenglicol 1,070
Fenoxietanol 0,430
Perfume (Fragancia) 0,350
Copolimero Acrilatos/Acrilato de Alguilo C10-30 0,320
PPG-26-Buteth-26 0,220
Clorfenesina 0,200
Trometamina 0,170
PEG-40 aceite de ricino hidrogenado 0,140
Dioxido de titanio, Mica, Silice 0,300
Metilparabeno 0,120
Propilenglicol 0,050
Laureth-3 0,050
Etilparabeno 0,024
Butilparabeno 0,024
Hidroxietilcelulosa 0,020
Propilparabeno 0,015
Hialuronato Sédico 0,005
Agua csp 100
25
Composicion 2
Ingredientes Porcentaje
Pravastatina 0,075
Acido Alendrénico 0,025
Glicerina 5,000
Beheneth-25 5,000
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Carbonato de Dicaprililo 4,000
Octildodecanol 3,000
Alcohol cetearilico 3,000
Polimetacrilato de Glicerilo 2,970
Butilenglicol 2,010
Dimeticona 2,000
Oleato de decilo 2,000
Aceite de almendras dulces 2,000
Palmitato de Cetilo 2,000
Polimetilmetacrilato 1,000
Fenoxietanol 0,430
Butilparabeno 0,424
Poliacrilato sédico 0,300
Copolimero Acrilatos/Acrilato de Alguilo C10-30 0,300
Clorfenesina 0,300
Acetato de tocoferilo 0,250
Perfume (Fragancia) 0,200
Laureth-3 0,150
Metilparabeno 0,120
EDTA de disodio 0,100
Goma Xantano 0,100
Hidréxido sédico 0,089
Hidroxietilcelulosa 0,060
PEG-8 (polietilenglicol) 0,049
Propilenglicol 0,030
Tocoferol 0,025
Etilparabeno 0,024
Propilparabeno 0,015
Isobutilparabeno 0,010
Palmitato de Ascorbilo 0,004
Acido Ascorbico 0,0008
Acido Citrico 0,0008
Agua csp 100
Composicién 3
Ingredientes Porcentaje
Triglicérido Caprilico/Céprico 5,000
Gliceril Polimetacrilato 4,950
Esteareth-21 3,000
Glicerina 3,000
Polimetil Metacrilato 3,000
Butilenglicol 2,010
Esteareth-2 2,000
Ciclopentasiloxano 1,505
Butyrospermum Parkii (manteca de karité) 1,000
Aceite de almendras dulces 1,000
Laureth-3 0,750
PCA Saédico 0,523
Fenoxietanol 0,430
Carbémero 0,300
Acetato de Tocoferol 0,250
Nitruro de Boro 0,250
Clorfenesina 0,250
Copolimero Dimeticona 0,245
Perfume (Fragancia) 0,200
Poliacrilamida 0,197
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Metilparabeno 0,120
Isoparafina C14-14 0,100
EDTA de disodio 0,100
Hidréxido sédico 0,0875
Hidroxietilcelulosa 0,060
Propilenglicol 0,050
Laureth-7 0,025
PEG-8 (Polietilenglicol), Tocoferal, Palmitato de Ascorbilo, Acido 0,080
Ascorbico, Acido Citrico

Etilparabeno 0,024
Butilparabeno 0,024
Propilparabeno 0,015
C,1 42090 (azul 1) 0,0002
Pravastatina 0,075
Acido Alendrénico 0,025
Agua csp 100

Composicion 4
Ingredientes Porcentaje
Triglicérido Caprilico/Céprico 5,000
Gliceril Polimetacrilato 4,950
Esteareth-21 3,000
Glicerina 3,000
Polimetil Metacrilato 3,000
Butilenglicol 2,010
Esteareth-2 2,000
Ciclopentasiloxano 1,505
Butyrospermum Parkii (manteca de karité) 1,000
Aceite de almendras dulces 1,000
Laureth-3 0,750
PCA Saédico 0,523
Fenoxietanol 0,430
Carbémero 0,300
Acetato de Tocoferol 0,250
Nitruro de Boro 0,250
Clorfenesina 0,250
Copolimero Dimeticona 0,245
Perfume (Fragancia) 0,200
Poliacrilamida 0,197
Metilparabeno 0,120
Isoparafina C13-14 0,100
EDTA de disodio 0,100
Hidroxietilcelulosa 0,060
Propilenglicol 0,050
Laureth-7 0,025
PEG-8, Tocoferol, Palmitato de Ascorbilo, Acido Ascorbico, Acido Citrico 0,080
Etilparabeno 0,024
Butilparabeno 0,024
Propilparabeno 0,015
C.142090 (Azul 1) 0,0002
Pravastatina 0,095
Acido Zolendrénico 0,005
Agua csp 100
Composicién 5
Ingredientes Porcentaje
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Alcohol Desnaturalizado 15,000
PEG-8 Dimeticona 5,000
Gliceril Polimetacrilato 4,950
Glicerina 3,000
PEG-400 3,000
Butilenglicol 1,070
Fenoxietanol 0,430
Perfume (Fragancia) 0,350
Copolimero Acrilatos/Acrilato de Alguilo C10-30 0,320
PPG-26-Buteth-26 0,220
Clorfenesina 0,200
Trometamina 0,170
PEG-40 aceite de ricino hidrogenado 0,140
Di6xido de Titanio, Mica, Silice 0,300
Metilparabeno 0,120
Propilenglicol 0,050
Etilparabeno 0,024
Butilparabeno 0,024
Hidroxietilcelulosa 0,020
Propilparabeno 0,015
Hialuronato Sédico 0,005
Pravastatina 0,095
Acido Zolendrénico 0,005
Agua csp 100
Composicion 6
Ingredientes Porcentaje
Glicerina 5,000
Beheneth-25 5,000
Carbonato de Dicaprililo 4,000
Octildodecanol 3,000
Alcohol Cetearilico 3,000
Polimetacrilato de Glicerilo 2,970
Butilenglicol 2,010
Dimeticona 2,000
Oleato de decilo 2,000
Aceite de almendras dulces 2,000
Palmitato de Cetilo 2,000
Polimetilmetacrilato 1,000
Fenoxietanol 0,430
Butilparabeno 0,424
Poliacrilato sédico 0,300
Copolimero Acrilatos/Acrilato de Alguilo C10-30 0,300
Clorfenesina 0,300
Acetato de tocoferilo 0,250
Perfume (Fragancia) 0,200
Laureth-3 0,150
Metilparabeno 0,120
EDTA de disodio 0,100
Goma Xantano 0,100
Hidréxido sddico 0,089
Hidroxietilcelulosa 0,060
PEG-8 (Polietilenglicol) 0,049
Propilenglicol 0,030
Tocoferol 0,025
Etilparabeno 0,024
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Propilparabeno 0,015
Isobutilparabeno 0,010
Palmitato de Ascorbilo 0,004
Acido Ascérbico 0,0008
Acido Citrico 0,0008
Pravastatina 0,095
Acido Zolendrénico 0,005
Agua csp 100
Composicion 7
Ingredientes Porcentaje
Agua desmineralizada 86,678%
Cetiol A (marca registrada) (Laurato de hexilo) 5,000%
Glicerina Codex 3,000%
Simulsol 165 (marca registrada) (estearato de glicerilo) 1,500%
Montanov 14 (marca) (alcohol miristilico y glucésido de miristilo) 1,000%
Phenonip (marca registrada) (fenoxietanol, metilparabeno, 0,600%
butilparabeno, etilparabeno, propilparabeno)
Solucién acuosa al 10% de NaOH 0,512%
Covabsorb (marca registrada) (Metoxicinnamato de etilhexilo, 0,500%
Metoxidibenzoilmetano de butilo, Salicilato de etilhexilo, PPG-26-Buteth-
26, Polietilenglicol hidrogenado G-40, Aceite de ricino
Pravastatina 0,500%
Carbopol (marca no registrada) (acido prop-2-enoico) 0,300%
Clorfenesina 0,250%
Sepigel 305 (marca) (Poliacrilamida e Isoparafina en C13-14 y Laureth- 0,100%
7)
Alendronato 0,060%
100,000%
Composicion 8
Agua desmineralizada 87,218%
Cetiol A (marca registrada) (Laurato de hexilo) 5,000%
Glicerina Codex 3,000%
Simulsol 165 (marca registrada) (estearato de glicerilo) 1,500%
Montanov 14 (marca) (alcohol miristilico y miristil glucésido) 1,000%
Phenonip (marca registrada) (fenoxietanol, metilparabeno, 0,600%
butilparabeno, etilparabeno, propilparabeno)
Solucion acuosa al 10% de NaOH 0,512%
Covabsorb (marca registrada) (Metoxicinnamato de etilhexilo, 0,500%
Metoxidibenzoilmetano de butilo, Salicilato de etilhexilo, PPG-26-Buteth-
26, Polietilenglicol hidrogenado G-40, Aceite de ricino
Carbopol (marca no registrada) (acido prop-2-enoico) 0,300%
Clorfenesina 0,250%
Sepigel 305 (marca) (Poliacrilamida e Isoparafina en C13-14 y Laureth- 0,100%
7)
Pravastatina 0,010%
Alendronato 0,010%
100,00%
5
EJEMPLO 5: Pruebas de irritacion cutanea sobre piel reconstruida usando las composiciones cosméticas de
acuerdo con la invencién que incluyen un inhibidor soluble en agua de la hidroximetilgultaril-coenzima A
(HMG-CoA) reductasa y un inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa
10 En el presente ejemplo, se aplican composiciones cosméticas que incluyen un inhibidor soluble en agua de la

hidroximetilgultaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa (una estatina: pravastatina) y un inhibidor de la farnesil
pirofosfato sintasa, &cido zolendrénico o &cido alendrénico, a epidermis humanas reconstruidas in vitro. La
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dimensién de la capa dérmica es de 0,5 cm?®. Se aplican diversas cantidades de la composicion cosmética, que
varian entre 30 a 50 mg.

La viabilidad celular se determina por un ensayo "MTT". El ensayo "MTT" es un ensayo colorimétrico basado en la
cuantificacion de deshidrogenasas mitocondriales, que son enzimas que indican la viabilidad celular. Este ensayo se
realiza en dos momentos de aplicacion diferentes: 24 y 72 horas.

Asimismo, se realizan controles positivos usando dodecil sulfato sddico (SDS) y controles negativos.
EJEMPLO 6: Pruebas de irritacion ocular aguda usando composiciones cosméticas de acuerdo con la
invencion, incluyendo un inhibidor soluble en agua de la hidroximetilgultaril-coenzima A (HMG-CoA)

reductasay un inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa

En el presente ejemplo, las pruebas se realizaron de acuerdo con las "buenas practicas de laboratorio" segun los
requisitos reglamentarios, la Orden del 10 de agosto de 2004 y el Articulo L5131-5 del Cédigo de Salud Publica.

La evaluacion de la citotoxicidad se realiza usando la técnica de la precipitacion salina del rojo neutro sobre células
corneales de la linea SIRC.

Ejemplo 7: Efectos de la combinacion de un inhibidor soluble en agua de la hidroximetilglutarilo-coenzima A
(HMG-CoA) reductasa y un inhibidor de la farnesilpirofosfato sintasa sobre extractos ex vivo de piel humana

A. Protocolo
En el presente ejemplo, las pruebas se realizaron en piel obtenida a partir de un donante de aproximadamente 60
afos. Se hizo una preparacion de 21 explantes de piel humana y se mantuvo viva en un medio BEM (medio de

explantes de BIO-EC).

Los explantes se dividieron en 3 lotes de seis explantes y un lote de control TO de 3 explantes, como se indica a
continuacion:

- TO Control plastico: 3 explantes

- T Control no tratado: 6 explantes

- R Control positivo: 6 explantes

- P Explantes tratados con la composicion de la invencion: 6 explantes
A.1l. Tratamiento

El tratamiento se realizé de diferentes maneras, el primer dia (JO), dos horas después de la preparacion de los
explantes, después J+1 dia, J+2 dias, J+4 dias, J+6 dias, J+8 dias y J+10 dias.

Los productos se aplicaron a los explantes como se indica a continuacion:

- T: los explantes no reciben ningln tratamiento,

- R: cada uno de los explantes recibe 1 mg del control positivo (crema en retinol) los dias JO, J+2 y J+4.

- P1: cada uno de los explantes recibe 2 mg del producto P en cada momento del tratamiento.

El tratamiento se realiz6 a través de la aplicacion topica de la composicion de la invencion. La composicion se
distribuy6 después sobre toda la superficie del explante, usando una espatula. La mitad del medio de cultivo se
repuso cada dos dias y los explantes se mantuvieron vivos a 37 °C en una atmdsfera himeda enriquecida con CO;
al 5 %.

A.2. Muestreo para histologia

El dia JO, los 3 explantes del lote TO se muestrearon.

Los dias J+6 y J+11, se muestrearon 3 explantes de cada lote. Las muestras se cortaron en dos, una mitad se fij6 en
formol y la otra mitad se congelé a -80 °C, de acuerdo con el procedimiento BIO-EC "P006-PPEH".
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B. Estudio histolégico

Después de 24 horas de la fijacion en formol, las muestras se deshidrataron, se impregnaron y se recubrieron con
parafina. Se realizaron secciones de 5 um para su observacion morfoldgica.

B.1. Primera etapa: Estudio morfoldgico

El estudio morfologico de las estructuras epidérmicas y dérmicas se realizé en secciones coloreadas con tricrémico
de Masson, una variante de Goldner.

B.2. Segunda etapa:

B.2.1. Inmunomarcado con KI67:

El inmunomarcado de las células en mitosis se realizé en secciones congeladas con el anticuerpo policlonal anti-KI
67 (Novo Castra) desarrollado en DAB. Las células positivas se cuentan sobre toda la longitud epidérmica y los
promedios se normalizaron con respecto al numero de células marcadas por cm.

B.2.2. Inmunomarcado con colageno I:

El inmunomarcado con colageno | se realizé en secciones congeladas con el anticuerpo policlonal anti-colageno |
desarrollado en FITC. Los nlcleos se colorearon para el recuento con yoduro propidio.

B.2.3. Inmunomarcado con colageno Il

El inmunomarcado con colageno Il se realizé en secciones congeladas con el anticuerpo policlonal anti-colageno IlI
desarrollado en DAB. Los nlicleos se colorearon para el recuento con hemalum de Masson.

B.2.4. Inmunomarcado con colageno IV:

Inmunomarcado con colageno IV se realizd en secciones congeladas con el anticuerpo policlonal anti-colageno IV
(Cliniscience) desarrollado en FITC. Los nucleos se colorearon para el recuento con yoduro de propidio.

B.2.5. Inmunomarcado con colageno VII:

El inmunomarcado con colageno VIl se realiz6 en secciones congeladas con el anticuerpo monoclonal anti-colageno
VIl desarrollado en FITC. Los nulcleos se colorearon para el recuento con yoduro de propidio.

B.2.6. Inmunomarcado con PECAM1.:

Las células endoteliales se visualizaron por inmunomarcado con PECAM-1, que se realiz6 en secciones congeladas
con el anticuerpo monoclonal anti-PECAML1 desarrollado en Fast-red.

EJEMPLO 8: Efecto de la combinaciéon de una hidroximetilglutarilo-coenzima A (HMG-CoA) reductasa
soluble en agua y el inhibidor de la farnesilpirofosfato sintasa sobre cultivos in vitro de células constitutivas
de la piel.

Este ejemplo se realizdé con las mismas combinaciones de principios activos que en el ejemplo 2 anterior. Estas
diversas variaciones de principios activos se usaron in vitro con el fin de evaluar el efecto de los mismos sobre los
parametros fisioldgicos implicados en el envejecimiento de la piel.

Las combinaciones usadas en este ejemplo son A1B1, Al1B2, A2B1, A2B2, respectivamente. Estas cuatro
combinaciones se ensayaron en varias concentraciones, realizadndose los experimentos por triplicado (lo que
representa al menos 36 puntos experimentales).

Las concentraciones de las 4 combinaciones se proponen por el solicitante y, por lo tanto, en esta fase de disefio, no
se anticipa ninguna citotoxicidad in vitro (salvo a titulo de control basico). El experimento se realizé en cultivos de
fibroblastos como se presenta en el ejemplo 1. Asimismo, esta prueba se aplica a cultivos de queratinocitos. Los
siguientes parametros se examinaron para las 4 combinaciones de principios activos a las concentraciones
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indicadas.

- Medicion del indice mitético.

- Medicion de la remodelacion de la matriz extracelular a través de la contraccion de las estructuras
reticulares del colageno.

- Medicion de la distribucion del ADN gendmico después de la irradiacion UVB (estrés fotoinducido que
se aproxima a las condiciones de bafio de sol).

La medicion del indice mitético se realiz6 después de exponer las células a los principios activos durante un tiempo
Unico. El indice se calculé a través del recuento por andlisis de imagen de los nicleos celulares que incorporan un
anélogo de timidina convertido en fluorescente del nimero total de nucleos. Se analizaron varios campos. Las fotos
se archivaron con fines iconogréficos.

La remodelacién de la matriz extracelular inducida por los fibroblastos expuestos a los principios activos se evalué
incorporando estas células en estructuras reticulares de colageno y cuantificando su capacidad para retraer estas
estructuras reticulares. La evaluacion de la superficie retraida produjo un indice de remodelacion. Las fotos se
archivaron con fines iconograficos.

La medicion de la distribucién del ADN gendémico se realiz6 después de irradiar las células con una dosis de UVB
imitando las condiciones de una quemadura solar. En una primera fase, se anticipd evaluar el efecto de los principios
activos durante la reparacion del ADN seguida en una cinética de 3 fases. La cuantificacion se realizé a través de la
deteccién y el andlisis por imagen de los dimeros de pirimidina ciclobuteno inducidos por irradiacion UVB usando
una técnica de inmunohistoquimica.

Las fotos se archivaron con fines iconograficos.

Ejemplo 9: Un tratamiento que combina una estatina y un aminobifosfonato aumenta la vida de un modelo de
raton que reproduce un sindrome humano de envejecimiento prematuro.

Este ejemplo se publica de forma analoga en Varela y col., Nature Medicine 2008, 7, 767 (55).

Material y métodos

Ratones:

Se describi6 la produccion de los ratones Zmpste24™ y Lmna’ (Pendas y col., 2002 (38); Sullivan y col., 1999 (56)).
La microtomografia computerizada de los huesos de los ratones se realizé usando el sistema micro-CT SkyScan
1172 (SkyScan - marca registrada)). Todos los experimentos en ratones cumplian las normas aprobadas por el
Comité de Experimentacion Animal de la Universidad de Oviedo (Espafia). A los ratones se les administré cada dia
pravastatina (100 mg/kg/dia) y zoledronato (100 mg/kg/dia) diluidos en PBS. Los ratones que recibieron el
tratamiento de pravastatina-zoledronato o los ratones de control que recibieron Gnicamente PBS no tuvieron ninguna
lesién evidente o estrés.

Cultivo celular

Los fibroblastos dérmicos de un sujeto de control (GM00038) y de pacientes afectados de progeria y portadores de
la mutacion G608G (AG11498 y AG01972) se obtuvieron a partir del depésito de células Coriell. Las células HelLa
procedian de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo. Las células se cultivaron en DMEM (Gibco) complementado
con FBS al 10% (Gibco) y antibiotico al 1%-antimic6tico (Gibco). Los fibroblastos procedian de colas de ratones de
12 dias de edad (Varela y col.,, 2005). La concentracion y la duracién del tratamiento con la estatina y el
aminobifosfonato se indican en la leyenda de las figuras. Durante el tratamiento combinado con estatina +
aminobifosfonato en presencia de farnesol y/o geranilgeraniol, se afiadieron 1 mM de pravastatina y 1 mM de
zoledronato al medio de cultivo con concentraciones crecientes de farnesol y/o geranilgeraniol. El porcentaje de
nacleos anormales se midio 48 horas después del inicio del tratamiento.

Inmunocitoquimica

Los fibroblastos se cultivaron en camaras Lab Tek (Nalgen Nunc International), se lavaron en PBS y después se
fijaron en paraformaldehido al 4% durante 15 min. Las células se deshidrataron en bafios de etanol de concentracion
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creciente y se permeabilizaron durante 5 min a 25 °C en PBS que contenia Triton X-100 (0,5 %), suero al 5 % (cabra
0 conejo). Los portaobjetos se preincubaron a 25 °C en PBS durante 5 min.

La dilucion de anticuerpos primarios fue 1:100 para el anticuerpo policlonal de cabra anti-prelamina A Sc-6214,
Santa Cruz Biotechnologies), 1:40 para el anticuerpo anti-lamina A/C (4A7 suministrado por G. Morris), 1:200 para el
anticuerpo de conejo anti-calreticulina (Stressgen) y 1:100 para el anticuerpo anti-lamina B1 (Abcam). Después del
lavado en PBS, los portaobjetos se incubaron durante 1 hora a 25 °C con los anticuerpos secundarios diluidos en la
solucién de incubacién. La dilucidn de los anticuerpos secundarios fue como se indica a continuacion: 1:100 para
IgG de burro anti-raton acoplado a FITC (Jackson ImmunoResearch), 1:400 para la IgG de burro anti-cabra acoplada
a Alexa 488 (Molecular Probes) y 1:100 para la IgG de burro anti-conejo acoplada a isotiocianato de
tetrametilrodamina (Sigma). Después, las células se lavaron, los nucleos se colorearon durante 15 min a 25 °C con
DAPI 9100 ng/ml, Sigma-Aldrich), y finalmente se lavaron 3 veces con PBS que contenia Tween 20 al 0,5 %. Los
portaobjetos se montaron en Vectashield (Vector). Se registraron imagenes digitales con un microscopio Leica DMR
equipado con una camara CoolSnap o con un microscopio confocal Leica TCS SP5. Los nucleos se observaron en
las células después del marcado de la lamina A/C. Se analizaron mas de 100 nucleos en fibroblastos de control para
cada uno de los tratamientos. El nUmero de nucleos celulares de pacientes afectados por progeria que se analiz6 fue
de 250 (pase 8), 198 (pase 13) y 150 (pase 20).

Irradiacién de rayos X y estudio de la histona fosforilada H2AX

Las células de pacientes de progeria y las células de control 1BR3 se irradiaron con un equipo de rayos X Philips. El
haz de rayos X se produjo por un anodo de tungsteno sometido a una tensién de 200 kV a una intensidad de 20 mA,
con un filtro de cobre que media 0,1 mm de diametro. La velocidad de la dosis fue de 1,243 Gy/min. La histona
fosforilada H2AX se detectdé con anticuerpos que reconocian especificamente la serina fosforilada 139 (Upstate
Biotechnology-Euromedex, Mundolsheim, Francia), a la dilucién de 1:800, y anticuerpos anti-raton conjugados con
FITC (1:100, Sigma-Aldrich). El niumero de roturas bicatenarias (DSB) en relacion con el tiempo de reparacion se
ajusto usando la formula Nt = NO (1/1 + Bt)*, donde o y B pueden ser parametros ajustables y Nt y NO son el nimero
de DSB en el momento t y el momento 0.

Transferencia de Western

Las células eran homogéneas en el siguiente medio: Tris 50 mM (ph 7,4), NaCl 150 mM, NP-40 al 1%, NaF 50 mM,
ditiotreitol 1 mM, 2 mg/ml de pepstatina A, en presencia de inhibidores de proteasa (Complete inhibitor cocktail,
Roche) e inhibidores de fosfatasa (Phosphotase Inhibitor Cocktails | and Il, Sigma). Después de la electroforesis, las
proteinas se transfirieron sobre membranas de nitrocelulosa bloqueadas con polvo de leche desnatada al 5 %,
usando el tamp6n TBS-T (Tris 20 mM pH 7,4, NaCl 150 mM y Tween-20 al 0,05 %), y se incubaron durante 1 hora
con un anticuerpo anti-lamina A/C especifico (4A7, 1:500) o un anticuerpo anti-lamina A especifico (C20, Santa Cruz
Biotechnology, 1:250) o un anticuerpo de actina anti-beta (A5441, Sigma, 1:5000). Los anticuerpos se diluyeron en
TBS-T que contenia polvo de leche desnatada al 3%. Después, las transferencias se incubaron con un anticuerpo
acoplado a peroxidasa (cabra anti-ratéon o anti-conejo, Jackson ImmunoResearch) en TBS-T que contenia polvo de
leche desnatada al 1,5 %, después se lavo, y finalmente se desarrollo a través de quimioluminiscencia (Immobilon
Western chemiluminescent HRP substrate, Millipore - marca registrada).

Analisis de espectrometria de masas

Los fibroblastos de raton Zmpste24'/' y de control, asi como las células linfoblastoides de pacientes de progeria, se
homogeneizaron, los nucleos se aislaron por ultracentrifugacion y las proteinas nucleares obtenidas como se
describe en Blobel y Potter, V.R. Nuclei from rat liver: isolation method that combines purity with high yield, Science
154, 1662-1665, 1966. Las proteinas de la lamina nuclear se separaron por electroforesis SDS-PAGE, y las bandas
gue contenian la lamina A, la prelamina A y la progerina se extirparon. Los fragmentos de gel se lavaron dos veces
con 180 ml de una mezcla de bicarbonato de amonio/acetonitrilo (70:30, 25 mM), se secaron (15 min, 90 °C) y se
digirieron (1 hora, 60 °C) con tripsina (12 ng/ml, Promega) en bicarbonato de amonio 25 mM. En un experimento
tipico, se puso 1 ml de CHCA (acido a-ciano-4-hidroxicinnamico, Waters) en un espectrémetro MALDI-ToF. Una vez
seco, se puso 1 ml de la solucién peptidica y 1 ml de la matriz (CHCA) en el espectrémetro equipado con una fuente
laser (Voyager-DE STR (marca registrada), Applied Biosystems). Los datos recogidos de 200 disparos laser
produjeron espectros que se analizaron por el programa Data Explorer (Versiéon 4.0.0.0, Applied Biosystems).

PCR cuantitativa en tiempo real

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 546 208 T3

La tasa de expresion de genes diana p53 (Atf3, Gadd45g y Cdknla, que codifica p21) se midié usando el dispositivo
del sistema de deteccion ABI PRISM 7900HT Sequence (Applied Biosystems).

Anélisis estadistico

La diferencia entre los diversos grupos de ratones tratados o no tratados y células se analiz6é usando la prueba t. Los
célculos se hicieron con el programa Microsoft Excel. Los datos se expresaron como una media + error estandar de
la media (SEM).

Resultados

Las células HelLa se cultivaron en presencia de inhibidores de la farnesiltransferasa (FTI-277, Sigma-Aldrich) y/o
inhibidores de la geranilgeraniltransferasa de tipo | (GGTI-2147, Sigma-Aldrich) en las concentraciones indicadas.
Unicamente la combinacién de ambos inhibidores conduce a la acumulaciéon de una cantidad significativa de
prelamina A no prenilada en las células, en comparacion con el efecto de cada uno de los inhibidores usados en
solitario.

Estos resultados se muestran en la figura 6, que es una fotografia de una transferencia de Western obtenida, que
muestra la deteccion de la lamina A/C en células Hel a tratadas con los inhibidores de la farnesiltransferasa y/o con
inhibidores de la geranilgeraniltransferasa de tipo I. LA = lamina A, LC = lamina C, Pre = prelamina A.

Estos resultados confirman que el bloqueo de la prenilacion de la prelamina A requiere tanto la inhibicién de la
farnesiltransferasa y de geranilgeraniltransferasa de tipo | de acuerdo con la presente invencion.

El inhibidor de la farnesiltransferasa (FTI) induce la geranilgeranilacién compensatoria de la progerina (en
las células de pacientes afectados por la progeria) y en fibroblastos de ratones Zmpste24

Como se espera, el andlisis de espectrometria de masas muestra Ia presencia de péptidos tripticos de la prelamina
A farnesilada y carboximetilada en células de ratones Zmpste24 pero no en las células de ratones de control.
Estos resultados se muestran en la figura 9a. El péptido farnesnado esta desprovisto de los residuos 3 SIM, que
muestra que Zmpste24 no es indispensable a la primera escision durante la maduracion de la prelamina A. Se
observo un descenso en la cantidad de prelamina A farnesilada en las células de ratones tratados con FTI. Durante
la observacion de la porcion del espectro correspondiente a los peptldos geranilgeranilados, no se detectd ningin
péptido obtenido de la prelamina A en las células de ratones Zmpste24 no tratados. Sin embargo, un péptido cuya
masa era compatible con un fragmento geranilgeranilado de prelamina A se detect6 después del tratamiento con
FTI. Estos resultados se muestran en la figura 9b.

En las células de pacientes de progeria, los péptidos correspondientes a la progerina farnesilada y carboximetilada
se detectaron en ausencia de cualquier tratamiento, como se indica en la figura 7a. El tratamiento de estas células
con FTI-127 caus6 la aparicién de péptidos cuya masa corresponde a la de los péptidos geranilgeranilados de
progerina, como se observa en la figura 7b.

Todos estos datos muestran que la progerina y la prelamina A se geranilgeranilaron como alternativa bajo los
efectos de los FTI, y proporciona una explicacion al bajo grado de eficacia de los tratamientos con FTI en modelos
murinos del sindrome progeroide.

Las células de pacientes de progeria y de ratones Zmpste24"’ se usaron para evaluar estrategias terapéuticas
destinadas a prevenir la prenilaciéon cruzada de la prelamina A y la progerina. Se tiene la hipotesis de que la
farnesilacion de las diversas variantes anormales de la lamina A pueden inhibirse mediante farmacos que acttan
sobre la ruta de biosintesis de farnesilpirofosfato, un sustrato de la farnesiltransferasa y el precursor para el
pirofosfato de geranilgeranilo, un sustrato de la geranilgeraniltransferasa de tipo I. Por lo tanto, se ensayo el efecto
de dos farmacos, una estatina y un aminobifosfonato, que se sabe que actian sobre las células de pacientes de
progeria en dos fases de esta ruta metabdlica. El andlisis de espectrometria de masas muestra que la combinacion
de pravastatina (estatina) y zoledronato (aminobifosfonato) provoca la aparicion de un péptido que corresponde al
extremo C-terminal no prenilado de progerina, un péptido que es indetectable en las células tratadas con FTI,
mientras que no se detectaron los péptidos farnesilados ni los péptidos geranilgeranilados, como se observa en la
figura 7c). El tratamiento de estatina + aminobifosfonato no inhibié, de hecho, la prenilacion de la progerina. Se hizo
la misma observacion para la prelamina A, como se observa en la figura 8. El péptido C-terminal no prenilado de la
misma se detectd en las células tratadas con la mezcla estatina + aminobifosfonato, mientras que estuvo ausente de
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las células no tratadas, en las que se encontré el péptido farnesilado y carboximetilado. Finalmente, a diferencia de
FTI, el tratamiento de pravastatina + zoledronato no revela la prelamina A geranilgeranilada.

Leyenda de la figura 9: Se analizaron la lamina A (células de control) y la prelamina A (células de ratones Zmpste24
") mediante espectrometria de masas (MALDI-ToF). a, b: porciones del espectro correspondiente a los péptidos
tripticos farnesilados (a) y geranilgeranilados (b). Cada uno de los picos se marca con la masa tedrica (entre
paréntesis) del péptido obtenido a partir de la digestion de tripsina de la lamina A o la prelamina A. El nimero de
residuos se indica claramente en azul. La secuencia peptidica y la masa de los mismos se indican en rojo. Farn =
farnesilo; CM = carboximetilado; Ger = geranilgeranilado.

Leyenda de la figura 7: Analisis de espectrometria de masas de proteinas extraidas de la envoltura nuclear de
células no tratadas (a), células de pacientes de progeria tratados con FTI (2,5 mM, b) o tratados con la mezcla de
pravastatina + zoledronato (1 uM cada uno, c¢). La porcion de los espectros correspondiente a las proteinas no
modificadas, farnesiladas y geranilgeraniladas se muestra en la parte superior, centro e inferior de la figura. Cada
pico corresponde al péptido de progerina triptico y se marca con la masa monoisotépica medida en el experimento y
con la masa tedrica (entre paréntesis). EI nimero de residuos de aminoacidos se indica en azul. La secuencia
peptidica y la masa de los mismos se indican en rojo.

La progerina esta predominantemente farnesilada (F) y carboximetilada (Cm) en las células no tratadas (a, panel
central), mientras que, bajo los efectos de los FTI, este pico es muy bajo y la progerina parece estar
geranilgeranilada y fosforilada (b, panel inferior). Después del tratamiento de pravastatina-zoledronato, la progerina
no modificada es la forma predominante.

Leyenda de la figura 8: Andlisis de espectrometria de masas de proteinas extraidas de la envoltura nuclear de
fibroblastos no tratados (a), o los tratados con la mezcla de pravastatina+zoledronato (1 uM cada vez, b) obtenidos
de ratones Zmpste24'/'. La porcién de los espectros correspondientes a las proteinas no modificadas, farnesiladas y
geranilgeraniladas se muestra en la parte superior, centro e inferior de la figura. Cada pico corresponde a la proteina
de progerina triptica y se marca con la masa monoisotdpica medida en el experimento y con la masa teérica (entre
paréntesis). El nimero de los residuos aminoacidicos se indica en azul. La secuencia peptidica y la masa de la
misma se indican en rojo.

En esta figura, se aprecia que la prelamina A esta predominantemente farnesilada (F) y carboximetilada (Cm) en las
células no tratadas (a, panel central), mientras que las formas no modificadas o geranilgeraniladas no se detectan.
Después del tratamiento con pravastatina + zoledronato, las proteinas preniladas ya no pueden detectarse y la forma
no modificada de la prelamina A es predominante (b, panel superior).

El tratamiento con pravastatina + zoledronato corrige las anomalias nucleares de las células de pacientes de
progeria y ratones Zmpste24'/' en cultivo, y restaura parcialmente los mecanismos para reparar las lesiones
de ADN inducidas por irradiacion de rayos X (figuras 10, 11, 12 y 13).

El tratamiento con pravastatina + zoledronato causa la aparicion de la prelamina A en el nicleo de las células de
control (figura 10a), como en el nicleo de las células de pacientes de progeria, pero con una mejora marcada en la
morfologia nuclear de las Ultimas (figura 10b). El analisis cuantitativo muestra un aumento de las anomalias
nucleares en las células de pacientes de progeria con el nimero de pases, un nimero de anomalias que disminuye
bajo los efectos del tratamiento con pravastatina + zoledronato (figura 10c). Observadas bajo un microscopio
confocal, las células de pacientes de progeria contenian agregados de la lamina A/C, invaginaciones profundas de la
cara nucleoplasmica de la envoltura nuclear en el nucleoplasma (reticulo nuclear) marcadas por los anticuerpos anti-
calreticulina (figura 11a-f). Estos agregados de la lamina A/C estaban ausentes de las células de los sujetos de
control (figuras 10j-) y desaparecieron de las células de los pacientes de progeria bajo los efectos del tratamiento
con pravastatina + zoledronato (figura 10g-i). La ubicacion de la lamina B1, un constituyente farnesilado de la lamina
nuclear, se modificé bajo los efectos del tratamiento, lo que confirma que el tratamiento bloquea la prenilacién de las
laminas.

Se ha verificado que la mejora en la forma de los nucleos como resultado del tratamiento con pravastatina +
zoledronato esta de hecho vinculada con el bloqueo de la prenilacion de progerina, incubando las células con
farnesol y/o geranilgeraniol. La suplementacién de las células con farnesol y geranilgeraniol permite a las células
sintetizar farnesilpirofosfato y geranilgeranil pirofosfato y, por lo tanto, prenilar la progerina incluso en presencia de
pravastatina + zoledronato (figura 10d). El farnesol abole el efecto del tratamiento con pravastatina + zoledronato,
gue es otra prueba de que el efecto del tratamiento pasa por la inhibicién de la sintesis de farnesilpirofosfato. Cabe
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apreciar que el geranilgeraniol también bloquea el efecto del tratamiento, lo que demuestra que la forma
geranilgeranilada de progerina tamblen es toxica para las células (figura 10d). Se observaron los mismos efectos se
observaron en las células Zmpste24 (figura 12a), lo que sugiere que los datos relacionados con la progerina
pueden extenderse a la prelamina A, la proteina acumulada en las células Zmpste24’ Ni el farnesol ni el
geranilgeraniol produce ningun efecto sobre los fibroblastos de control, eliminando asi la posibilidad de un artefacto
inducido por estas moléculas (figura 12b).

Finalmente, el tratamiento con pravastatina + zoledronato provoca una reduccion en el nimero de foci de la histona
fosforilada H2AX, foci que estan relacionados directamente con el nimero de roturas bicatenarias no reparadas del
ADN (figura 13).

En conclusién, los datos adquiridos in vitro muestran que la combinacién pravastatina + zoledronato inhibe
parcialmente la farnesilacién y la geranilgeranilacién, causa modificaciones relacionadas con la ubicacion esperada
de la Iamlna y la redistribucién, dentro del nucleoplasma, de la prelamina no prenilada A y la progerina en células
Zmpste24 y de de pacientes de progeria. Ademas, la reduccion de la cantidad de progerina farnesilada en la lamina
y la reubicacién de la misma en el nucleoplasma explica los efectos beneficiosos del tratamiento sobre las células de
pacientes de progeria.

Leyenda de la figura 10: Efecto sinérgico de la combinacion de pravastatina + zoledronato sobre la acumulacion de
prelamina A en las células de control y de pacientes de progeria.

(a) Deteccion inmunocitoquimica de la lamina A/C y la prelamina A en fibroblastos humanos normales, que
estan sin tratar, tratados con pravastatina (60 uM, 12 horas), con zoledronato (60 uM, 6 horas), en solitario
0 en combinacion. (b) Deteccion inmunocitoquimica de la lamina A/C y de la prelamina A en fibroblastos
normales humanos y de pacientes de progeria tratados durante 24 horas con la combinacion de
pravastatina + zoledronato (1 uM cada vez). (c) Andlisis cuantitativo del efecto del tratamiento con
pravastatina + zoledronato (1 uM cada vez) sobre la morfologia nuclear de las células de pacientes de
progeria. Las células tratadas o no tratadas se inmunomarcaron con un anticuerpo anti-lamina A/C en los
pasos 8 (p8), 13 (p13) y 20 (p20). Las flechas de color blanco muestran los nicleos anormales. (d) Analisis
cuantitativo del efecto del tratamiento con pravastatina + zoledronato (1 uM cada vez) en la morfologia
nuclear de los pacientes de progeria en presencia de farnesol, geranilgeraniol o ambos compuestos. Barras
de error = media * error estandar de la media. Barra de escala = 10 um.

Leyenda de la figura 11: El tratamiento con pravastatina + zoledronato corrige la morfologia nuclear e induce la
reubicacion parcial de las isoformas de la lamina A/C y la lamina B1 de la lamina nuclear en el nucleoplasma, en
células de pacientes de progeria.

(A) Colonizacion de la lamina A/C y de la calreticulina en estas células de progeria tratadas y no tratadas.
Inmunofluorescencia y microscopia confocal (Leica TCS SP5, pila tridimensional de imagenes de 2048 x
2048 pixeles, aumento de tamafo de 0,2 um, promedio de 3 lineas, acumulacion de 3 imagenes, zoom X
1,7). Las imagenes a a c de cada panel son proyecciones de la intensidad media de 27 imagenes de la pila
y muestran los tlbulos del reticulo nuclear marcado por la calreticulina en las células de progeria incubadas
con PBS. Imagenes d a |: Secciones confocales aisladas de 0,2 um de espesor. El tratamiento de
pravastatina + zoledronato corrige la forma de las células de progeria, reduce el nimero de tibulos del
reticulo nuclear (g) y el grosor de la lamina nuclear (h).

(B) Colocalizacion de la lamina Bl y la calreticulina. El tratamiento con pravastatina + zoledronato aumenta
la sefial de marcado nucleoplasmico por la ldmina B1, lo que indica que la farnesilaciéon de esta proteina se
inhibe parcialmente. Barra de escala = 5 pm.

Leyenda de la figura 12: Los precursores de farnesilpirofosfato y pirofosfato de geranilgeranilo abolen el efecto del
tratamiento con pravastatina + zoledronato en las células de ratones Zmpste24 en cultivo.

Cuantificacion del efecto de la pravastatlna (1 uM) y zoledronato (1 uM) combinados o sin combinar en la morfologia
nuclear de células de ratones Zmpste24 (a) y de ratones de control (b) en cultivo, en presencia de farnesol,
geranilgeraniol o ambas moléculas.

Farnesol y geranilgeraniol, en solitario o en combinacion, abolen el efecto del tratamiento de pravastatina +
zoledronato en la morfologia nuclear de las células Zmpste24™.
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Leyenda de la figura 13: El tratamiento con pravastatina + zoledronato corrige parcialmente las anomalias de
reparacion de las roturas bicatenarias del ADN en células de pacientes de progeria.

Se incubaron fibroblastos de control y de pacientes de progeria con la mezcla de pravastatina + zoledronato (1 uM
cada vez) o con PBS, y se irradiaron con rayos X (2 Gy). Inmunodeteccion de la histona fosforilada H2AX foci
detectada 24 horas después de la irradiacion, foci correspondientes a las roturas bicatenarias no reparadas
(imagenes superiores). Marcado nuclear de DAPI (imagenes inferiores).

Curvas en la parte inferior: Evolucion en el niumero de foci de histona fosforilada H2AX con respecto al tiempo,
después de la irradiacion en las células de control (cuadrado negro) y las células de progeria (circulo blanco),
incubadas con PBS o tratadas con pravastatina + zoledronato. Cada curva representa la media + error estandar de
la media de al menos 3 experimentos.

El tratamiento que combina pravastatina + zoledronato mejora el fenotipo progeroide de ratones Zmpste24'/'
(figuras 14, 15y 16):

Los ratones Zmpste24"’ y los ratones de control se trataron diariamente con pravastatina, zoledronato o la
combinacion de ambos farmacos, a una dosis que se habia mostrado previamente como no téxica para los ratones.
Como ya se ha observado para las células de pacientes de progeria, cada uno de los farmacos por separado,
pravastatina o zoledronato, no mejora la esperanza de vida de los ratones Zmpste24 (figura 15). Por otro Iado la
combinacién de los dos farmacos mejora significativamente el fenotipo progeroide de los ratones Zmpste24 el
tratamiento mejora la ganancia de peso, aumenta la cantidad de grasa subcutédnea, reduce el grado de cifosis y
alopecia y aumenta la esperanza de vida. El valor de supervivencia medio pasa de 101 a 179 dias y el valor maximo
pasa de 151 a 222 dias (P < 0,001, figura 14c). Cabe apreciarse que todos los signos fenotipicos corregidos por el
tratamiento en ratones también son caracteristicos de la progeria en el hombre. El tratamiento comblnado corrige el
descenso de la densidad Osea, que es una de las caracteristicas de los ratones Zmpste24 y de los pacientes
afectados por progeria o un sindrome proger0|de relacionado. La microtomografia computerizada de los huesos
muestra un aumento en la mineralizacién 6sea y en el espesor del cortex tibial en los ratones tratados (figura 14d)
Ademas, la cuantificacion de las anomalias morfoldgicas nucleares en el higado de ratones tratados Zmpste24
Zmpste24’ y ratones tratados Zmpste24™ muestra que el tratamiento con pravastatina + zoledronato normaliza Ia
forma de los nulcleos de las células Zmpste24 (figura 14e). El tratamiento corrige adicionalmente la transcnpmon
aumentada de los genes diana de la proteina p53, un aumento que se ha descrito en las células de ratén Zmpste24
(Varelay col., 2005) (figura 14f). Finalmente, se busca descubrir si el tratamiento puede haber tenido un efecto sobre
ratones Lmna™ que son incapaces de acumular la prelamina A. El tratamiento con pravastatina + zoledronato no
tuvo ningun efecto sobre la esperanza de vida de estos ratones (figura 16), lo que es una prueba adicional de que
este tratamiento Gnicamente puede tener un efecto en los ratones que acumulan prelamina A en la envoltura
nuclear.

Leyenda de la figura 14: El tratamiento con pravastatina + zoledronato mejora el fenotipo progeroide de los ratones
Zmpste24

(a) Fotografias representativas de ratones de 3 meses Zmpste24+’+ Zmpste24'/' y Zmpste24'/' tratados con la
combinacién de pravastatina (100 mg/kg/dia) y zoledronato (100 mg/kg/dia). Barra de escala =1 cm. (b) Peso de
ratones de 3 meses Zmpste24 " (n = 12), ratones Zmpste24 (n = 13) y ratones Zmpste24 tratados (n = 15). ( )
Curvas Kaplan-Meier que muestran un aumento significativo en la esperanza de vida de los ratones Zmpste24”
tratados (n = 15) en comparacién con la de los ratones no tratados (n = 13). (d) Representacion tridimensional
microtomografica computerizada de la tibia de ratones Zmpste24 tratados y no tratados (imagen superior). El panel
inferior representa el volumen oseo relativo (volumen del tejido 6éseo/volumen de la tibia) y el nimero de trabéculas
Oseas en los ratones Zmpste24 no tratados (n=6)y tratados (n=5). (e) CuantlflcaC|on de las anomalias nucleares
de los hepatocitos de ratones Zmpste24 Zmpste24 y ratones Zmpste24 tratados. Las flechas de color blanco
muestran los ndcleos anormales. Barra de escala = 10 pm (f) Expresién relatlva de los genes diana de p53 en el
higado y el corazén de ratones Zmpste24+’+ Zmpste24 y ratones Zmpste24 tratados, como se analizo por RT-
PCR cuantitativa. *P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001. Las barras de error representan la media * error estandar de
la media.

Leyenda de la figura 15: Ni la pravastatina en solitario ni el zoledronato en solitario aumentan la esperanza de vida
de los ratones Zmpste24™;
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Las curvas de Kaplan-Meier muestran que la pravastatina en solitario (n = 5) (a), y el zoledronato en solitario (n = 5
(b) no corrigen la esperanza de vida de los ratones tratados Zmpste24+’+, Zmpste24'/' y los ratones Zmpste24™
tratados (rombo blanco) y no tratados (circulos negros, n = 11).

Leyen/da de la figura 16: El tratamiento con pravastatina + zoledronato no corrige la esperanza de vida de los ratones
Lmna™.

Las curvas Kaplan-Meier muestran la esperanza de vida de los ratones Lmna” tratados con pravastatina +
zoledronato (n = 12, rombo blanco), en comparacién con la de los ratones no tratados (circulos negros, n = 11). El
tratamiento con pravastatina + zoledronato no tubo ningun efecto sobre los ratones sin lamina A/C.

Resumen/conclusion/perspectivas

Varios sindromes progeroides humanos, incluyendo progeria de Hutchinson-Gilford, estan causados por la
acumulacion en la envoltura nuclear de una forma farnesilada eliminada (progerina) o no eliminada de prelamina A.
La progerina también se produce durante el transcurso del envejecimiento fisiolégico. Estudios previos realizados
con células de pacientes afectados por progeria mostraron que los inhibidores de la farnesiltransferasa (FTI) mejoran
la morfologia de los nicleos, lo que sugiere que estos inhibidores podrian constituir un tratamiento para estos
sindromes devastadores.

Los inventores han mostrado aqui que la prelamina A y la progerina experimentan una prenilaciéon alternativa a
través de la geranilgeraniltransferasa, cuando la farnesiltransferasa se inhibe, lo que podria explicar el bajo grado de
eficacia de los FTI en la mejora del fenotipo de modelos murinos de estos sindromes progeroides.

También muestran que la combinacion de una estatina y un aminobifosfonato inhibe eficazmente tanto la
farnesilacion como la geranilgeranilacion de la prelamina A y la progerina, y mejora significativamente el fenotipo de
envejecimiento de ratones en los que el gen que codifica la metaloproteasa Zmpste24 se inactivd, que esta
implicado en la maduracion de la prelamina A. La mejora del fenotipo incluye la de la curva de crecimiento y peso, la
lipodistrofia, la pérdida del pelo y las anomalias 6seas.

Ademas, la esperanza de vida de estos ratones se aumenta sustancialmente.

Estos datos abren un nuevo enfoque terapéutico a los sindromes progeroides humanos que implican una
acumulacion de proteinas preniladas en la envoltura nuclear.

El tratamiento de pravastatina + aminobifosfonato esta en proceso de usarse en Marsella durante los siguientes 3
afios en nifios afectados por progeria, dentro del marco de un ensayo terapéutico Europeo (15 nifios) que estara
bajo la responsabilidad del Prof. Nicolas Lévy, y financiado por el Ministerio de Salud (PHRC 2008) y la French
Muscular Dystrophy Association (AFM), y que ha recibido autorizacion del AFSSAPS y el CCP Sud-Méditerranée.

El mismo tratamiento se proporcionard pronto en Roma, bajo la responsabilidad del Prof. Giuseppe Novelli, para
pacientes afectados por displasia acromandibular, otro sindrome progeroide que implica una acumulacién de
prelamina A farnesilada.
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REIVINDICACIONES
1. Composicion tépica dermatoldgica que comprende:

- al menos un inhibidor de hidroximetilglutarilo-coenzima A (HMG-CoA) reductasa, y
- al menos un inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa,

para su uso en el tratamiento de trastornos cutaneos y/o del cabello seleccionados entre el grupo que comprende el
envejecimiento cutaneo prematuro patoldgico y/o el envejecimiento mio-lipo-cutaneo prematuro patolégico.

2. Composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el inhibidor de la HMG-CoA reductasa es
una molécula de la familia de las estatinas o una de las sales fisiolégicamente aceptables de la misma.

3. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que el inhibidor de la HMG-CoA reductasa es
una estatina soluble en agua.

4. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que el inhibidor de la HMG-CoA reductasa es
una estatina liposoluble.

5. Composicion de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacién 1 a 4, en la que el inhibidor de la
HMG-CoA reductasa se selecciona entre el grupo que comprende atorvastatina, simvastatina, pravastatina,
rivastatina, mevastatina (0o compactina), fluindostatina, velostatina, fluvastatina, dalvastatina, cerivastatina,
pentostatina, rosuvastatina, lovastatina, pitavastatina, o una de las sales fisiol6gicamente aceptables de los mismas.

6. Composicion de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacién 1 a 5, en la que el inhibidor de la
farnesilpirofosfato sintasa se selecciona entre el grupo que comprende una molécula de la familia de los
aminobifosfonatos (NBP) o una de las sales fisiol6gicamente aceptables del mismo.

7. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que el aminobifosfonato puede seleccionarse
entre:

- acido alendrénico o la forma iénica del mismo, alendronato;
- acido clodrénico o la forma i6nica del mismo, clodronato;

- acido etidrénico o la forma iénica del mismo, etidronato;

- acido ibandronico o la forma i6nica del mismo, ibandronato;
- &cido medrdnico o la forma iénica del mismo, medronato;

- acido neridrénico o la forma iénica del mismo, neridronato;

- &cido olpadrénico o la forma iénica del mismo, olpadronato;
- acido pamidronico o la forma i6nica del mismo, pamidronato;
- acido risedrénico o la forma iénica del mismo, risedronato;

- acido tiludrénico o la forma i6nica del mismo, tiludronato;

- acido zoledroénico o la forma i6nica del mismo, zoledronato;

- acido 4-N,N-dimetilaminometano difosfénico o la forma i6nica del mismo, dimetilaminometanodifosfonato;
- ai-amino-(4-hidroxibencilideno)difosfonato.

8. Composicion de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacién 1 a 7, en la que el inhibidor de la
farnesilpirofosfato sintasa es acido zoledrénico o la forma iénica del mismo, zoledronato.

9. Composicion de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacién 1 a 8, en la que la cantidad de
inhibidor de la farnesilpirofosfato sintasa es del 0,001 al 0,050 por ciento en peso de la composicion cosmética y/o
dermatologica.

10. Composicion de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacion 1 a 9, en la que la cantidad de
inhibidor de la HMG-CoA reductasa es del 0,010 al 0,100 por ciento en peso de la composicidon dermatolégica.
11. Composicion de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacion 1 a 10, en la que la suma de la

cantidad del inhibidor de la HMG-CoA reductasa y la cantidad del inhibidor de la farnesilpirofosfato sintasa es del
0,011 al 0,150 por ciento en peso de la composicion dermatoldgica.
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12. Uso cosmético no terapéutico de una composicion cosmética que comprende:

- al menos un inhibidor de hidroximetilglutarilo-coenzima A (HMG-CoA) reductasa, y
- al menos un inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa,

para el tratamiento de trastornos cutaneos y/o del cabello seleccionados entre el grupo que comprende
envejecimiento cutaneo y/o lipodistrofia.

13. Uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el inhibidor de la HMG-CoA reductasa es una
molécula de la familia de las estatinas o una de las sales fisiolégicamente aceptables del mismo.

14. Uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el inhibidor de la HMG-CoA reductasa es una
estatina soluble en agua.

15. Uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el inhibidor de la HMG-CoA reductasa es una
estatina liposoluble.

16. Uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el inhibidor de la HMG-CoA reductasa se
selecciona entre el grupo que comprende atorvastatina, simvastatina, pravastatina, rivastatina, mevastatina (o
compactina), fluindostatina, velostatina, fluvastatina, dalvastatina, cerivastatina, pentostatina, rosuvastatina,
lovastatina, pitavastatina, o una de las sales fisiolégicamente aceptables de las mismas.

17. Uso de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacion 12 a 16, en el que el inhibidor de la
farnesilpirofosfato sintasa se selecciona entre el grupo que comprende una molécula de la familia de los
aminobifosfonatos (NBP) o una de las sales fisioldgicamente aceptables del mismo.

18. Uso de acuerdo con la reivindicacion 17, en el que el aminobifosfonato puede seleccionarse entre:

- acido alendronico o la forma iénica del mismo, alendronato;
- acido clodrénico o la forma iénica del mismo, clodronato;

- acido etidrénico o la forma iénica del mismo, etidronato;

- acido ibandrénico o la forma iénica del mismo, ibandronato;
- &cido medronico o la forma i6nica del mismo, medronato;

- acido neridrénico o la forma i6nica del mismo, neridronato;

- &cido olpadrénico o la forma iénica del mismo, olpadronato;
- &cido pamidrénico o la forma i6nica del mismo, pamidronato;
- acido risedronico o la forma i6nica del mismo, risedronato;

- acido tiludrénico o la forma iénica del mismo, tiludronato;

- acido zoledronico o la forma i6nica del mismo, zoledronato;

- acido 4-N,N-dimetilaminometano difosfénico o la forma iénica del mismo, dimetilaminometanodifosfonato;
- a-amino-(4-hidroxibencilideno) difosfonato.

19. Uso de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacion 12 a 17, en el que el inhibidor de la
farnesilpirofosfato sintasa es acido zoledrénico o la forma iénica del mismo, zoledronato.

20. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 19, en el que la cantidad de inhibidor
de la farnesilpirofosfato sintasa es del 0,001 al 0,050 por ciento en peso de la composicion dermatolégica.

21. Uso de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacion 12 a 20, en el que la cantidad de inhibidor de
la HMG-CoA reductasa es del 0,010 al 0,100 por ciento en peso de la composicion dermatolégica.

22. Uso de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacién 12 a 21, en el que la suma de la cantidad de
inhibidor de la HMG-CoA reductasa y la cantidad de inhibidor de la farnesilpirofosfato sintasa es del 0,011 al 0,150
por ciento en peso de la composicion dermatoldgica.

23. Uso de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacion 12 a 21, en el que la composicién cosmética
comprende al menos uno de los compuestos seleccionados entre el grupo que comprende un tensioactivo, agente
espesante, agente gelificante, conservante, humectante, emulsionante, perfume, silicona, agente quelante,
antioxidante, tinte cosmético, fungicida, agente antibacteriano, agente formador de pelicula, estabilizante, agente
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tamponante, filtro UV, aglutinante y estabilizante de emulsion.

24. Uso como se ha indicado en cualquiera de las reivindicaciones 12 a 23, en el que la composicion
cosmeética estad en forma de una crema, aerosol, gel, pomada, polvo, espuma, leche, complemento alimenticio o
5 producto administrable por via oral.
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