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DESCRIPCION
Proteinas de la familia S100 y sus usos

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a proteinas de la familia S100 y a sus usos. Ademas, la presente invencion se
refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden una proteina de la familia S100

Antecedentes de la invencion

La piel es el 6érgano mas grande del cuerpo humano. Cumple importantes funciones como una primera linea de
defensa contra organismos patégenos, como un érgano sensorial, reteniendo nutrientes y agua y ayudando a regular
la temperatura corporal.

Hay diversos tipos de trastornos y enfermedades de la piel que estan asociados con un deterioro del estado o de la
funcién de la piel. Estas incluyen enfermedades de la piel causadas por alergias e inflamacion (tales como dermatitis
alérgica de contacto, eczema, rosacea o psoriasis), trastornos de la piel causados por infecciones (tales como
abscesos, herpes zoster o verrugas), y enfermedades de la piel resultantes de otras causas diversas (tales como
acné o quemaduras solares).

Muchos de estos trastornos de la piel pueden provocar dolor y malestar importantes. En la sociedad moderna, la piel
se ha convertido en un signo de salud y atractivo, de modo que los trastornos de la piel pueden tener un gran
impacto en la imagen de uno mismo y en la autoestima. Algunos trastornos de la piel pueden incluso ser
potencialmente mortales, tales como el cancer de piel.

Tanto las cicatrices hipertroficas como los queloides representan cicatrizaciones patolégicamente alteradas, con
formacion excesiva de tejido cicatricial y descomposicion reducida de colageno dérmico [1,6]. A menudo, también se
observa una expresion aumentada de proteinas como fibronectina, laminina y actina alfa de musculo liso.
Recientemente, algunos estudios han demostrado que la reaccion inflamatoria elevada y la posterior liberacion de
diferentes factores de crecimiento (tales como TGF-( (siglas en inglés del factor de crecimiento transformante beta)
por fibroblastos y queratinocitos, conduce a una homeostasis alterada dentro del tejido conectivo. Se ha discutido
una implicaciéon de factores genéticos en la formacion de cicatrices hipertroficas y queloides, debido a una mayor
frecuencia de estos trastornos de la piel en ciertas familias.

Basandose en los hallazgos actuales, un planteamiento prometedor de las cicatrices hipertroficas y queloides es
cuestionable, porque el defecto original no se ha descubierto. Sin embargo, los medicamentos y terapias utilizadas
actualmente pueden reducir el tamafio, la diseminacioén y el volumen de las cicatrices hipertroficas hasta cierto nivel,
y conseguir un resultado cosmético mejorado, y reducir el malestar como picor, dolor, o la sensacién de tension. Sin
embargo, la mayoria de las terapias estan asociadas con riesgos considerables, con una alta probabilidad de efectos
secundarios y con altos indices de reaparicion. Los nuevos planteamientos para el tratamiento antiproliferativo de las
cicatrices hipertroficas son, por tanto, un area crucial de la investigacion en dermatologia.

Los trastornos fibroproliferativos (FPD, del inglés fibroproliferative disorders) son trastornos comunes y
frecuentemente letales que implican una variedad de tejidos humanos, como cirrosis y fibrosis del higado y fibrosis
pulmonar idiopatica [2]. Las cicatrices hipertroficas (CH) y los queloides representan los equivalentes cutaneos de
los FPD. Ambas afecciones estan asociadas con una morbilidad significativa al causar prurito, dolor y/o contracturas
que, en consecuencia, afectan a la calidad de vida del paciente. Las CH y los queloides se forman durante una
cicatrizacion alterada y evolucionan después de lesiones de la dermis profunda. Hasta ahora, la fisiopatologia de la
formacion de la cicatriz hipertréfica y el queloide no se conoce bien. La mayoria de los planteamientos terapéuticos
siguen siendo insatisfactorios, debido al escaso conocimiento de los complejos mecanismos subyacentes al proceso
de cicatrizacion excesiva.

La formacion excesiva de tejido cicatricial se produce por un aumento de la deposicion de grandes cantidades de
matriz extracelular (MEC) en la dermis. Las cicatrices excesivas estan densamente pobladas por fibroblastos y
células inflamatorias que mantienen un microambiente fibrogénico mediante la secrecion de factores de crecimiento
transformantes B (TGF-B) y otras citocinas. Esto conduce a una mayor produccion de colageno, proteoglucanos y
fibronectina, a una degradacioén de la MEC y remodelacion deficientes [3]. La investigacion actual en la fisiopatologia
del queloide sugiere, ademas, que las interacciones epidérmicas-dérmicas [4], las alteraciones del fenotipo de los
fibroblastos por medio de varios factores de crecimiento y las rutas de sefializacion corriente abajo [5] estan
implicadas en la cicatrizacion excesiva. En particular, el TGF-B, las citocinas y las rutas de sefializacién de Smad
corriente abajo son reguladores clave de las etapas tempranas de la formacién de cicatrices normales e
hipertroficas. Mientras que el TGF-1 y -2 representan los estimuladores mas importantes de la sintesis de colageno
y proteoglucano [6,7], la administracion de TGF-B3 reduce la deposicion de tejido conectivo [8]. A pesar de los
alentadores resultados utilizando recombinantes humanos de TGF-B3 o anti- TGF-B1 o -2 para evitar la deposicion
exagerada de colageno, los resultados clinicos no son convincentes [9,10]. Por tanto, se necesitan nuevos
planteamientos para abordar el equilibrio alterado en el tejido queloide.
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En consecuencia, ha sido el objeto de la presente invencion proporcionar una via mejorada de prevenir, reducir o
tratar cicatrices hipertréficas, queloides, o trastornos fibroproliferativos relacionados.

Sumario de la invencién

Los objetos de la presente invencion se resuelven mediante una proteina de la familia S100 para su uso en la
prevencion, reduccion o tratamiento de una cicatriz hipertréfica, un queloide o un trastorno fibroproliferativo, en la
que dicha proteina de la familia S100 se selecciona de la proteina S100A7 y la proteina S100A15, y en la que dicha
proteina se administra a un paciente que lo necesite.

En una realizacién, dicho trastorno fibroproliferativo es aterosclerosis, cirrosis hepatica o fibrosis pulmonar.

En una realizacion, dicha proteina S100A7 es una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
1, o es una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90%, preferentemente al menos
un 95%, mas preferentemente al menos un 98% idéntica a la SEC ID N°; 1.

En una realizacion, dicha proteina S100A15 es una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
2, o es una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90%, preferentemente al menos
un 95%, mas preferentemente al menos un 98% idéntica a la SEC ID N°; 2.

En una realizacion, dicho paciente es un mamifero, preferentemente un ser humano.

En una realizacion, dicha proteina se administra por via intradérmica, preferentemente mediante inyeccion y/o por
via tépica, o se administra por via sistémica, preferentemente mediante inyeccién o ingestion.

En una realizacién, dicha administracion |ntraderm|ca se produce en un intervalo de dosificacion de 1 ug a 50 ug por
cm?, preferentemente de 1 yg a 10 ug por cm? de superficie de piel afectada por dicho trastorno, preferentemente
por cm? de superficie de piel afectada por formacién de cicatriz hipertréfica o formacion de queloide.

En una realizacién, dicha administracion |ntraderm|ca se produce en un intervalo de dosificacion de 1 uyg a 500 g
por cm?, preferentemente de 1 ug a 100 ug por cm? de superficie de piel a la que se aplica dicha proteina de la
familia S1OO

En una realizacion, dicha administracion se produce una vez a la semana, si dicha proteina se administra por via
intradérmica, o dos veces al dia, si dicha proteina se administra por via tépica.

En una realizacion, dicha administracion se produce antes, durante y/o después de que dicho paciente haya sufrido
una herida superficial.

En una realizacion, dicha proteina se usa en combinacion con al menos alguna otra de las diferentes proteinas de la
familia S100.

En una realizacion, dicha al menos alguna otra de las diferentes proteinas de la familia S100, se selecciona del
grupo que comprende la proteina S100A7 y la proteina S100A15.

En una realizacion preferida, se usa una combinacion de la proteina S100A7 y la proteina S100A15. In una
realizacion particularmente preferida, no se utiliza ninguna otra proteina de la familia S100 junto con dicha
combinacion de la proteina S100A7 y la proteina S100A15.

En una realizacién, dicha administraciéon de dicha proteina a dicho paciente que lo necesite, es el Unico tratamiento
preventivo o terapéutico, en relacién con dicho trastorno de la piel, a la que se somete el paciente.

En una realizacién, simultaneamente con dicha administraciéon de dicha proteina a dicho paciente que lo necesite,
dicho paciente se somete a uno o mas tratamientos preventivos o terapéuticos adicionales para tratar trastornos de
la piel seleccionados del grupo que comprende presoterapia, terapia con gel de silicona, aplicacion de flavonoides,
preferentemente de quercetina y/o kaempferol, aplicacion de corticosteroides, preferentemente de un compuesto de
triamcinolona, crioterapia, escision de la cicatriz, radioterapia, terapia con laser, aplicacion de interferén,
preferentemente de interferon-a2b, aplicacion de 5-fluorouracilo, aplicacion de imiquimod, inhibicion de TGF-1 y/o
TGF- 32, y aplicacion de TGF- B3.

En una realizacion, dicha proteina se administra externamente.

En una realizacion, dicha proteina se genera dentro de dicho paciente mediante expresion proteica a partir de un
acido nucleico introducido en dicho paciente.

En una realizacion, dicha proteina no es téxica para las células fibroblasticas humanas.

En una realizacion, cuando dicha proteina se administra a células fibroblasticas humanas a una concentracién de
0,01 pg /ml en un experimento de cultivo celular segun el Ejemplo 2, se llega a un descenso de la vitalidad celular
que es inferior al 40%, preferentemente inferior al 20%, mas preferentemente inferior al 10%, cuando se compara

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 554 824 T3

con células no tratadas.

En una realizacion, dicha proteina tiene efectos terapéuticos, tanto contra las cicatrices hipertréficas como contra los
queloides.

Los objetos de la presente invencion también se resuelven mediante una composicion farmacéutica que comprende
un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una proteina de la familia S100, como se define anteriormente, para su
uso en la prevencion, reduccidon o tratamiento de una cicatriz hipertréfica, un queloide o un trastorno
fibroproliferativo, en la que dicha composicién farmacéutica se administra a un paciente que lo necesite.

Los objetos de la presente invencion también se resuelven mediante un procedimiento para la prevencion, reduccion
o tratamiento de una cicatriz hipertréfica, un queloide o un trastorno fibroproliferativo, comprendiendo dicho
procedimiento la administracién de una proteina de la familia S100 para un paciente que lo necesite.

En dicho procedimiento, dichos cicatriz hipertréfica, queloide, trastorno fibroproliferativo, proteina de la familia S100 y
paciente se definen en las realizaciones anteriores.

Los objetos de la presente invencién también se resuelven mediante el uso de una proteina de la familia S100 en la
fabricacién de un medicamento para la prevencién, reduccion o tratamiento de una cicatriz hipertréfica, un queloide o
un trastorno fibroproliferativo.

En una realizacién, dichos prevencion, reduccién o tratamiento se producen mediante la administracion de dicha
proteina de la familia S100 a un paciente que lo necesite.

En dicho uso y en la realizacion a la que se refiere, dichos proteina de la familia S100, cicatriz hipertrofica, queloide,
trastorno fibroproliferativo y paciente se definen en las realizaciones anteriores.

Descripcion detallada de la invenciéon

Los presentes inventores han descubierto que, sorprendentemente, las proteinas S100A7 y S100A15, de la familia
S100, son muy eficaces en el tratamiento de los trastornos de la piel que pueden aliviarse y/o prevenirse mediante la
reduccion de la sintesis de colageno y/o el aumento de la descomposicion de colageno, tales como las cicatrices
hipertroficas y los queloides, asi como los trastornos fibroproliferativos.

Los genes de la familia S100 codifican proteinas pequefias (9-13 kDa) de unién a calcio de tipo mano-EF. Las
proteinas S100 son efectores de procesos dependientes de calcio e intervienen en el control del ciclo celular,
crecimiento celular, diferenciacion celular, ademas de como quimioatrayentes para las células inflamatorias ([11],
revisado en: [12]). Por tanto, la expresion de las proteinas S100 esta asociada con la maduracion, la inflamacién y la
cicatrizacion epidérmicas [13-15].

Los presentes inventores han llevado a cabo una investigacion del papel de las proteinas S100 en la formacion de
queloides. Sorprendentemente, se ha descubierto que la expresion y produccion de S100A7 (psoriasina) estan
significativamente reducidas en el tejido cicatricial de los queloides, en comparacion con la piel normal (figs. 1A, B).
A través de inmunotincion de biopsias de tejido completo se ha demostrado una marcada regulacion descendente de
la expresion de S100A7 en epidermis derivada de queloides con S100A7 apenas detectable (fig. 1C). Este conjunto
de datos sugiere que los fibroblastos subepidérmicos en el tejido queloide estan expuestos a niveles reducidos de
S100A7 secretada.

En experimentos adicionales, los fibroblastos primarios de piel normal y de tejido queloide se aislaron, se cultivaron y
se determind la expresion de colageno. La expresion de los colagenos COL1A1 y COL3A1 en fibroblastos derivados
de queloide (FQ) estaba marcadamente aumentada (fig. 2A). Para probar si las proteinas S100 afectan a la
produccion de colageno, fibroblastos normales (FN) aislados se cultivaron y se estimularon con proteinas S100 a
diferentes concentraciones. Muy sorprendentemente, los datos mostraron que tanto S100A7 (psoriasina) como
S100A15 (koebnerisina) inhibian la expresion de COL1A1, COL1A2, y COL3A1 (figs. 2B, C, D). Los efectos de las
proteinas S100 fueron similares a los del interferén-y, previamente establecido como uno de los inhibidores mas
potentes de la sintesis de colageno en los fibroblastos (fig. 2D). La viabilidad celular no fue afectada por ninguna de
las proteinas (fig. 2E).

Estos hallazgos permiten llegar a la conclusion de que las proteinas S100A7 y S100A15, de la familia S100 pueden
utilizarse para reducir la cantidad de colageno producido por las células de la piel y, por tanto, son eficaces en la
prevencion, reduccion o tratamiento de las cicatrices hipertréficas y los queloides.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “proteina de la familia S100” se refiere a una proteina que
es un miembro de la familia de proteinas S100. Con la expresiéon también se quiere englobar a proteinas con una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 90%, preferentemente un 95%, mas preferentemente un 98%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de una proteina que es un miembro de la familia de proteinas S100.
Ademas, con la expresion también se quiere englobar a proteinas con una secuencia de aminoacidos obtenida por
delecion, insercion o adicién de aminoacidos de (a) la secuencia de aminoacidos de un miembro de la familia de
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proteinas S100, o (b) de la secuencia de aminoacidos de una proteina con una secuencia de aminoacidos al menos
un 90%, preferentemente un 95%, mas preferentemente un 98% idéntica a la secuencia de aminoacidos de una
proteina que es un miembro de la familia de proteinas S100, en la que dicha proteina con una secuencia de
aminoacidos derivada por delecién, inserciéon o adicion de aminoacidos es capaz de causar una reduccion de la
sintesis de colageno y/o un aumento de la descomposicién de colageno en fibroblastos humanos. La familia de
proteinas S100 es una familia multigénica de proteinas no ubicuas de tipo mano-EF, que se expresa exclusivamente
en vertebrados. Los miembros de la familia S100 conocidos actualmente son las proteinas S100A1, S100A2,
S100A3, S100A4, S100A5, S100A6, S100A7 (psoriasina), S100A8, S100A9, S100A10, S100A11, S100A12,
S100A13, S100A14, S100A15 (koebnerisina), S100A16, S100B, S100P, S100Z, CRNN, FLG, HRNR, IFPS, RPTN,
S100G, TCHH y THHLA1.

Con la expresion “proteina S100A7” se quiere designar a una proteina con la secuencia de aminoacido dada
mediante la SEC ID N° 1, o con una secuencia de aminoacidos al menos un 90%, preferentemente un 95%, mas
preferentemente un 98% idéntica a la secuencia de aminoacidos dada mediante la SEC ID NO: 1. Ademas, con la
expresion se quieren incluir proteinas con una secuencia de aminoacidos derivada por delecién, insercion o adicién
de aminoacidos de (a) la secuencia de aminoacidos dada mediante la SEC ID NO:1, o (b) de una secuencia de
aminoacidos al menos un 90%, preferentemente un 95%, mas preferentemente un 98% idéntica a la secuencia de
aminoacidos dada mediante la SEC ID NO:1, en la que dicha proteina con una secuencia de aminoacidos derivada
por delecion, insercion o adicion de aminoacidos es capaz de causar una reduccion de la sintesis de colageno y/o un
aumento de la descomposicion de colageno en fibroblastos humanos.

Con la expresion “proteina S100A15” se quiere designar a una proteina con la secuencia de aminoacido dada
mediante la SEC ID N° 2, o con una secuencia de aminoacidos al menos un 90%, preferentemente un 95%, mas
preferentemente un 98% idéntica a la secuencia de aminoacidos dada mediante la SEC ID NO: 2. Ademas, con la
expresion se quieren incluir proteinas con una secuencia de aminoacidos derivada por delecion, insercion o adiciéon
de aminoacidos de (a) la secuencia de aminoacidos dada mediante la SEC ID NO:2, o (b) de una secuencia de
aminoacidos al menos un 90%, preferentemente un 95%, mas preferentemente un 98% idéntica a la secuencia de
aminoacidos dada mediante la SEC ID NO:2, en la que dicha proteina con una secuencia de aminoacidos derivada
por delecién, insercion o adicion de aminoacidos es capaz de causar una reduccion de la sintesis de colageno y/o un
aumento de la descomposicion de colageno en fibroblastos humanos.

“Trastorno linfoproliferativo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un trastorno caracterizado por una
proliferacion excesiva de fibroblastos y/o tejido conectivo. La expresion incluye, pero no se limita a fibrosis pulmonar,
esclerosis sistémica, cirrosis hepatica, fibrosis hepatica, fibrosis pulmonar idiopatica cardiovascular y aterosclerosis.

Las “cicatrices hipertréficas” y los “queloides” son formaciones excesivas de tejido cicatricial. Estos trastornos de la
piel tienen caracteristicas clinicas, histoldgicas, bioquimicas y moleculares conocidas por el personal experto en la
técnica. Notablemente, mientras que ambos tipos de cicatriz aparecen por encima del nivel de la piel, por lo general,
s6lo los queloides se proyectan mas alla de los margenes originales de la herida, mientras que las cicatrices
hipertroficas no se extienden mas alla del lugar inicial de la lesion. El experto conoce mas diferencias entre estos dos
tipos de trastornos de la piel y en la bibliografia pertinente se documentan con detalle (véase, por ejemplo, [6]).

En algunos casos, la presente solicitud se refiera a un porcentaje al cual una primera secuencia de aminoacidos es
“idéntica” a una segunda secuencia de aminoacidos. Este porcentaje se determina alineando las dos secuencias de
aminoacidos utilizando algoritmos apropiados, que son conocidos por el personal experto en la técnica, utilizando
parametros predeterminados; determinando el nimero de aminoacidos idénticos en la(s) porcion(es) alineada(s);
dividiendo ese numero entre el nimero total de aminoacidos de la segunda secuencia de aminoacidos; y después,
multiplicando el nimero resultante por 100 para obtener el porcentaje de aminoacidos idénticos.

El término “intradérmico”, como se usa en el presente documento, en el contexto de la administracion intradérmica,
se refiere a una administracion cuyo resultado es la colocacion de la sustancia o mezcla de sustancias administradas
dentro o entre las capas de la piel. Esto puede conseguirse, por ejemplo, mediante la inyeccion de la sustancia o
mezcla de sustancias entre las capas de la piel.

El término “topico”, como se usa en el presente documento, en el contexto de la administracién tépica, se refiere a
una administracion de una sustancia o mezcla de sustancias que se produce mediante la aplicacién de la sustancia
0 mezcla de sustancias en la superficie de la piel, preferentemente la superficie de un area de la piel afectada por un
trastorno de la piel.

La frase “se usa en combinaciéon con”, como se usa en el presente documento, en el contexto de una primera
sustancia o mezcla de sustancias que se usan en combinacion con una segunda sustancia o mezcla de sustancias,
quiere indicar que la primera sustancia o mezcla de sustancias se administra junto con una segunda sustancia o
mezcla de sustancias. La administracion puede ser simultanea o una después de la otra, puede ser a través de la
misma via, o a través de diferentes vias, puede ser mediante la misma forma de dosificacién, o mediante formas de
dosificacion distintas.
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La frase sobre que algo/ un acontecimiento se produce “simultaneamente con dicha administracion de dicha proteina
a dicho paciente que lo necesite” quiere indicar que el acontecimiento se produce (a) al mismo tiempo que se aplica
dicha proteina al paciente, (b) en un tiempo que transcurre entre las administraciones individuales de dicha proteina,
si la administracion de dicha proteina se produce en varias administraciones individuales o (c), después de la
administracion de dicha proteina, mientras que la proteina aun esta presente en el tejido, la sangre o el sistema
digestivo del paciente o sobre la superficie de la piel del paciente.

En algunos casos, la presente solicitud se refiere a varios tratamientos preventivos y/o terapéuticos para trastornos
de la piel, tales como presoterapia, terapia con gel de silicona, aplicacion de flavonoides, aplicacion de
corticosteroides, crioterapia, escision de cicatrices, radioterapia, terapia con laser, aplicacién de interferén, aplicaciéon
de 5-fluorouracilo, aplicacién de imiquimod, inhibicion de TGFB1 y/o TGFB2, y aplicacion de TGFB3. Estos
tratamientos son conocidos por la persona experta. Se citan, por ejemplo, en la referencia [1] y se describen con
detalle en la bibliografia sobre la técnica.

Cuando la presente solicitud se refiere a una proteina que esta siendo “generada dentro de dicho paciente mediante
expresion proteica a partir de un acido nucleico introducido en dicho paciente”, esto significa que se introduce un
acido nucleico, tal como ADN, dentro de una célula de dicho paciente, por ejemplo, una célula de la piel, por
ejemplo, por medio de un vector viral que porta dicha secuencia. Mediante la expresion proteica de dicho acido
nucleico se genera una proteina con la secuencia de aminoacidos codificada por dicho acido nucleico dentro de
dicho paciente.

La expresion “administrado externamente”, como se usa en el presente documento en el contexto de una proteina
que se esta administrando externamente, se refiere a una forma de dispensar una proteina en la cual, la proteina no
se dispensa generandola dentro de dicho paciente mediante expresion proteica, sino en la cual la proteina se
dispensa desde el exterior, opcionalmente, en forma de una proteina precursora.

La expresion “transportador farmacéuticamente aceptable” se refiere a un material diluyente o a una formulacion
auxiliar de cualquier tipo, no toxica, inerte, sdlida, semisdlida o liquida. “Farmacéuticamente aceptable” en este
contexto quiere indicar que dicho transportador es compatible con los otros ingredientes de la composicion
farmacéutica y que no es perjudicial para el paciente al que se le administra la composicion farmacéutica. Como
ejemplos de transportadores farmacéuticamente aceptables se incluyen, pero sin limitacion, agua, soluciones de
agua y propilenglicol, o soluciones acuosas de polietilenglicol.

Leyendas de las figuras

Figura 1
La figura 1 muestra un descenso de la expresion y produccion de S100A7 en tejido queloide.

El panel A muestra el resultado de la PCRc (reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa) en tiempo real
para la expresion de S100A7, que se llevé a cabo a partir de ARN de piel normal (PN) y de tejido cicatricial de
queloide preparado segun el Ejemplo 1.

El panel B muestra el anadlisis de transferencia de Western de lisados de células completas incubados con
anticuerpos especificos contra S100A7 y B-actina (control de carga), segun el Ejemplo 1. hS100A7: anti
S100A7 humana; beta actina: anti-B-actina humana.

El Panel C muestra la inmunotinciéon para S100A7 en secciones tisulares congeladas de piel de individuos
normales (izquierda) y pacientes con queloides (derecha). Barra de escala: 20 ym. Mientras que en las
secciones de piel de individuos normales se observa una sefial de inmunotincién clara, dicha sefial no se
observa en la epidermis de secciones de piel de queloides, lo que demuestra, por tanto, una marcada
regulacion descendente de S100A7 en la epidermis de los queloides.

Figura 2
La figura 2 muestra inhibicion de la expresion de COL1A1, COL1A2, y COL3A1 en fibroblastos humanos por

S100A7 y S100A15

El panel A muestra el resultado de la PCRc en tiempo real de COL1A1, COL1A2, and COL3A1 a partir de ARN
total de fibroblastos normales (FN) y fibroblastos de queloide (FQ) segun el Ejemplo 2. La expresion de
COL1A1 y COL3A1 en fibroblastos derivados de queloide (FQ) esta aumentada en comparacion con la de los
fibroblastos normales (FN).

El panel B muestra el resultado de la PCRc en tiempo real de COL1A1 a partir de ARN total extraido después
de 6 y 24 horas a partir de FN tratados con las concentraciones indicadas de S100A7 o interferén-y, segun el
Ejemplo 2. La expresion de COL1A1 en fibroblastos humanos esta inhibida por S100A7.

El panel C muestra el resultado de la PCRc en tiempo real de COL1A1 a partir de ARN total extraido después
de 6 y 24 horas a partir de FN tratados con las concentraciones indicadas de S100A15 o interferon-y (“IFN-y*),
segun el Ejemplo 2. La expresion de COL1A1 en fibroblastos humanos esta inhibida por S100A15.

El panel D muestra el resultado de la PCRc en tiempo real de COL1A1, COL1A2 y COL3A1 a partir de ARN
total extraido después de 24 horas a partir de FN tratados con las concentraciones indicadas de S100A7 o
S100A15, respectivamente, segun el Ejemplo 2. La expresiéon de COL1A1 en fibroblastos humanos esta
inhibida por S100A7 y S100A15.

El panel E muestra el numero de células viables en fibroblastos en cultivo tratados con S100A7 y S100A15, y
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tefidos con cristal violeta, segun el Ejemplo 2.

FN: Fibroblastos normales; FQ: Fibroblastos derivados de queloide; C: Control; IFN-y: Tratamiento con
Interferén- y; A7: Tratamiento con S100A7 a las concentraciones indicadas; A15: Tratamiento con S100A15 a
las concentraciones indicadas.

Figura 3
La figura 3 muestra la inhibicion de la expresion de fibronectina, laminina y alfa-actina de musculo liso en

fibroblastos humanos por el tratamiento con S100A7 or S100A15, medida mediante PCRc en tiempo real.
C: Control; IFN-y: Tratamiento con Interferon-y (0,1 pg /ml); A7: Tratamiento con S100A7 (0,01 ug /ml); A15:
Tratamiento con S100A15 (0,01 pg /ml).

Figura 4
La figura 4 muestra mediciones mediante PCRc en tiempo real que demuestran la inhibicion de la expresion de

COL1A1, COL1A2 y COL3A1 (panel A), fibronectina, laminina y alfa-actina de musculo liso (panel B) en
fibroblastos humanos, después del tratamiento con una combinacién de S100A7 y S100A15 (0,01 ug /ml de
cada una), en comparacion con el tratamiento con interferén-y (0,1 pg /ml).

C: Control; IFN-y: Tratamiento con Interferon-y (0,1 pg /ml); A7 + A15: Tratamiento con una combinacién de
S100A7 (0,01 pg /ml) y S100A15 (0,01 pg /ml).

Figura 5
En la figura 5 se demuestra la inhibicién de la expresion de COL1A1, COL1A2 y COL3A1 en fibroblastos

derivados de queloide humano, tanto por S100A7 (0,01 pug /ml), como por S100A15 (0,01 pg /ml), en
comparacion con la inhibicion por Interferon-y (0,1 pg /ml). Las mediciones se llevaron a cabo mediante PCRc
en tiempo real.

C: Control; IFN-y: Tratamiento con Interferon-y (0,1 pg /ml); A7: Tratamiento con S100A7 (0,01 ug /ml); A15:
Tratamiento con S100A15 (0,01 pg /ml).

Figura 6
La figura 6 muestra la inhibicion de la proliferacion de fibroblastos después del tratamiento con una

combinacién de S100A7 (0,01 ug /ml) y S100A15 (0,01 pg /ml), determinada mediante un ensayo con BrdU.
CN: Control normal; INF-y: Tratamiento con interferon-y (0,1 pg /ml); S100A7: Tratamiento con S100A7 (0,01
Mg /ml). S100A15: Tratamiento con S100A15 (0,01 pg /ml).

Ejemplos

Adicionalmente, la invencién se describira ahora mediante los siguientes ejemplos, que se ofrecen para ilustrar la
invencioén, no para limitarla.

Ejemplo 1

Se aislaron fibroblastos primarios normales y de queloide a partir de tejido de piel normal y tejido cicatricial de
queloide. Las muestras de tejido se cortaron en trozos pequefios y se colocaron en la placa, con la dermis arriba.
Las muestras se incubaron entre diez y veinte dias en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, por sus
siglas en inglés) complementado con suero bovino fetal (SBF) al 10%, ampicilina/estreptomicina y anfotericina, a 37
°C en atmosfera de CO- al 5%. Los fibroblastos crecieron fuera del tejido y después se tripsinizaron. Soélo las células
de los pases 3 a 5 se utilizaron para los experimentos. Las células se sembraron en placas de 12 pocillos o de 6
pocillos en DMEM con SBF al 10%. Después de tres dias, el medio se cambié por medio sin suero durante 24 h.
Entonces, las células se estimularon con S100A7, S100A15 o interferén-y en DMEM sin suero durante otras 6 o 24
h.

Se extrajo ARN de piel normal (n= 8) y tejido cicatricial de queloide (n= 8), y se llevé a cabo la PCRc en tiempo real
para la expresion de S100A7 (véase la figura 1, panel A).

Se exploraron lisados celulares totales (15 ug por carril) con anticuerpos especificos contra hS100A7 y B-actina en
transferencias de Western (véase la figura 1, panel B).

La inmunotincion para hS100A7 se llevd a cabo en secciones tisulares congeladas de piel de individuos normales y
de pacientes con queloide (véase la figura 1, panel C).

Ejemplo 2

Se extrajo ARN total de fibroblastos normales (n= 3) y de fibroblastos de queloide (n= 3), y se realizd la PCRc en
tiempo real (véase la figura 2, panel A).

Se trataron FN (fibroblastos normales) con cualquiera de las diferentes concntraciones de S100A7 y S100A15 en los
medios de cultivo (0,001 pg /ml, 0,01 pug /ml, 0,1 ug /ml, 1 ug /ml, o 10 pg /ml). Después de 6 y 24 horas, se extrajo el
ARN total de las céllas y se realizé la PCRc en tiempo real (véase la figura 2, paneles B, C y D).
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Los fibroblastos cultivados tratados con S100A7 o S100A15 se tifieron con cristal violeta y se midieron los nimeros
de células viables (véase la figura 2, panel E).

Ejemplo 3

El efecto de S100A7 y S100A15 sobre la proliferacion de los fibroblastos se determind mediante un ensayo de BrdU
(Roche Applied Science, Mannheim, Alemania), segun las instrucciones del fabricante. Los fibroblastos cultivados se
expusieron a IFN-y (0,1 ug /ml), y a S100A15 y S100A7 (0,01 ug /ml de cada una) en combinacién durante 48 horas.
A las 24 horas se afadi6 medio de marcaje 5-bromo-2°-desoxiuridina (BrdU), y la BrdU incorporada durante la
proliferacion celular se detecté mediante un anticuerpo anti-BrdU marcado con HRP. La absorbancia se midié a 570
nm usando un lector de microplaca.

La incubacion de los fibroblastos cultivados con concentraciones efectivas de colageno de S100A7 y S100A15
combinadas dio como resultado un descenso significativo de la absorbancia en comparacion con los fibroblastos no
tratados, lo que indicaba un marcado descenso de la proliferacion de fibroblastos. La incubacion con IFN-y no redujo
la proliferacion de fibroblastos; por el contrario, el tratamiento con IFN-y produjo acusados incrementos de la
proliferacion de fibroblastos, como se muestra en la figura 6.

Las caracteristicas de la presente invencion desveladas en la memoria descriptiva, en las reivindicaciones y/o en los
dibujos adjuntos, podrian, tanto por separado como en cualquier combinacién de los mismos, ser un material para la
realizacion de la invencion en diversas formas de la misma.
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SECUENCIAS

La SEC ID N°: 1 es la secuencia proteica de la S100A7 humana (hS100A7), la SEC ID N°: 2 es la secuencia
proteica de la S100A15 humana (hS100A15),

SEC ID N°: 1
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MSNTQAERSIIGMIDMFHKYTRRDDKIDKPSLLTMMKENFPNFLSACDKKGTN

YLADVFEKKDKNEDKKIDFSEFLSLLGDIATDYHKQSHGAAPCSGGSQ

SEC ID N°: 2

MSNTQAERSIIGMIDMFHKYTGRDGKIEKPSLLTMMKENFPNFLSACDKKGIH

YLATVFEKKDKNEDKKIDFSEFLSLLGDIAADYHKQSHGAAPCSGGSQ
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de la familia S100 para su uso en la prevencién, reduccién o tratamiento de una cicatriz hipertréfica,
un queloide o un trastorno fibroproliferativo,

en la que dicha proteina de la familia S100 se selecciona de la proteina S100A7 y la proteina S100A15,

y en la que dicha proteina se administra a un paciente en necesidad de la misma.

2. Una proteina de la familia S100 para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en la que dicho trastorno
fibroproliferativo es aterosclerosis, cirrosis hepatica o fibrosis pulmonar.

3. Una proteina de la familia S100 para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en la que dicha proteina
S100A7 es una proteina que tiene una secuencia SEC ID N° 1, o es una proteina que es al menos un 90%,
preferentemente al menos un 95%, mas preferentemente al menos un 98% idéntica a la secuencia SEC ID N°: 1,y
en la que dicha proteina S100A15 es una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos SEC ID N°: 2, o es una
proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90%, preferentemente al menos un 95%, mas
preferentemente al menos un 98% idéntica a la secuencia SEC ID N°: 2.

4. Una proteina de la familia S100 para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la
que dicho paciente es un mamifero, preferentemente un ser humano.

5. Una proteina de la familia S100 para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la
que dicha proteina se administra por via intradérmica, preferentemente mediante inyeccion, y /o por via tépica, o se
administra por via sistémica, preferentemente mediante inyeccion o ingestion.

6. Una proteina de la familia S100 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que dicha administracién
intradérmica se produce en un intervalo de dosificacion desde 1 ug hasta 50 ug por cm?, preferentemente de1puga
10 pg por cm? de superficie de piel afectada por dicho trastorno, preferentemente por cm? de superficie de piel
afectada por formacion de cicatriz hipertréfica o formacion de queloide.

7. Una proteina de la familia S100 para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en la que dicha administracién
tépica se produce en un intervalo de dosificacion desde 10 pg hasta 500 ug por cm?, preferentemente de 10 ug a
100 pg por cm? de superficie de piel afectada a la que se aplica dicha proteina de la famllla S100.

8. Una proteina de la familia S100 para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la
que dicha administracién se produce una vez a la semana, si dicha proteina se administra por via intradérmica, o
dos veces al dia, si dicha proteina se administra por via tépica.

9. Una proteina de la familia S100 para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la
que dicha administracion se produce antes, durante y/o después de que dicho paciente haya sufrido una herida
superficial.

10. Una proteina de la familia S100 para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
la que dicha proteina se usa en combinacién con al menos otra de las diferentes proteinas de la familia S100.

11. Una proteina de la familia S100 para su uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en la que dicha al menos otra
proteina de las diferentes proteinas de la familia S100 se selecciona del grupo que comprende la proteina S100A7 y
la proteina S100A15.

12. Una proteina de la familia S100 para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
la que dicha administracion de dicha proteina a dicho paciente que lo necesite es el Unico tratamiento preventivo o
terapéutico con respecto a dicho trastorno de la piel al que se somete a dicho paciente, o en las que,
simultaneamente con dicha administracién de dicha proteina a dicho paciente que lo necesite, dicho paciente se
somete a uno o mas tratamientos preventivos o terapéuticos adicionales para tratar trastornos de la piel
seleccionados del grupo que comprende presoterapia, terapia con gel de silicona, aplicacion de flavonoides,
preferentemente de quercetina y/o kaempferol, aplicacion de corticosteroides, preferentemente de un compuesto de
triamcinolona, crioterapia, escision de la cicatriz, radioterapia, terapia con laser, aplicacion de interferén,
preferentemente de interferon-a2b, aplicacion de 5-fluorouracilo, aplicacion de imiquimod, inhibicion de TGF-1 y/o
TGF- 32, y aplicacion de TGF- B3.

13. Una proteina de la familia S100 para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
la que dicha proteina se administra externamente.

14. Una proteina de la familia S100 para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1a509a 13, en
la que dicha proteina se genera dentro de dicho paciente mediante expresion proteica a partir de un acido nucleico
introducido en dicho paciente.

15. Una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una proteina de la
familia S100, como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 para su uso en la prevencion, reduccién o
tratamiento de cicatrices hipertréficas, queloides o de un trastorno fibroproliferativo, en la que dicha composicion

11
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farmacéutica se administra a un paciente en necesidad de la misma.
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