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ES 2573641 T3

DESCRIPCION
Triterapia utilizable para el tratamiento de un paciente infectado por VIH
Solicitudes relativas

La presente solicitud se refiere a la solicitud de patente francesa N.2 FR 08/50019 presentada el 3 de enero de 2008.
También se refiere a la solicitud de patente francesa N.2 FR 06/06097 presentada la 5 de julio de 2006 y a su
solicitud de PCT correspondiente presentar el 5 de julio de 2007 que tiene como titulo « Medicamento destinado al
tratamiento de enfermedades con persistencia y/o acumulacion de proteinas preniladas ».

Descripcién
Campo técnico
La invencion se refiere una composicion que comprende:

- al menos un inhibidor de la hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa o una de sus sales
fisiologicamente aceptables, siendo dicho inhibidor una molécula de la familia de las estatinas o una de sus sales
fisiolégicamente aceptables

- al menos un inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa o de una de sus sales fisiolégicamente aceptables, siendo
dicho inhibidor una molécula de la familia de los aminobifosfonatos (NBP) o una de sus sales fisiol6gicamente
aceptables, y

- al menos un agente anti-VIH, siendo dicho agente anti-VIH un inhibidor de proteasa o un inhibidor de la
transcriptasa inversa.

La presente invencién encuentra una aplicacion en el tratamiento de los efectos secundarios generados por un
agente anti-VIH, por ejemplo, envejecimiento precoz, lipodistrofia, que pueden estar generados por los inhibidores de
proteasa o los inhibidores de la transcriptasa inversa.

En la siguiente descripcion, las referencias entre paréntesis (X) se refieren al listado de referencias al final de los
ejemplos. Las referencias entre paréntesis con el nombre del autor y la fecha se refieren también a este listado de
referencias.

Técnica anterior

El nicleo de las células eucaridticas esta delimitado por una doble membrana perforada con poros, la envoltura
nuclear, que controla los intercambios moleculares entre los compartimientos, nuclear y citoplasmico. Esta envoltura
aisla parcialmente el contenido del ndcleo, es decir, el material genético y toda la maquinaria enzimatica necesaria
para las funciones del genoma nuclear.

La envoltura nuclear esta formada por 2 membranas concéntricas, la membrana externa, en continuidad con el
reticulo endoplasmico, y la membrana interna. Esta Ultima esta revestida en su cara interna por una malla fibrilar
densa llamada /amina nuclear. Se trata de una red proteica que estd formada esencialmente por polimeros de
laminas y proteinas asociadas. En los vertebrados, se distinguen dos subclases de laminas: las laminas de tipo A
(laminas Ay C) y de tipo B (laminas B1, B2 y B3), que contribuyen a la elaboracién de la proteina lamina. Esta ultima
se mantiene en su lugar por asociacion con otras proteinas, fijadas a la membrana interna de la envoltura nuclear
(para revisiéon, Gruenbaum et al., 2005 (19)).

Las laminas son proteinas con forma de filamento que pertenecen a la familia de los filamentos intermedios (tipo V)
todos los cuales tienen una estructura comun: un segmento corto globular N-terminal (cabeza) separado de otro
segmento globular C-terminal (cola) por un largo dominio central organizado en varias hélices alfa (dominio de
varilla). La cola globular contiene en particular una senal de localizacion nuclear (NLS) que permite dirigirse al nacleo
después de la sintesis. EI dominio central permite la asociacion de dos moléculas de lamina paralelas y su
organizacion en filamentos por asociacion de dimeros de forma "antiparalela". Esta estructura les da propiedades
mecanicas muy resistentes.

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

El precursor de la lamina A y de las laminas B terminan en un motivo caracteristico CaaX (C es una cisteina, a un
aminoacido con cadena alifatica sin carga y X un aminoacido cualquiera, en el presente documento una metionina,
para revisién, Levy y Cau 2003 (29)).

El motivo CaaX C-terminal permite la fijacién de un acido graso (en general, un acido graso en C15, farnesilo)
gracias a una farnesil transferasa. Este prenilacion (el motivo de farnesilo derivado de una unidad alifatica de base
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en C5 denominado isopreno) permite que las prelaminas se inserten en la membrana del reticulo endoplasmatico
después de su sintesis en el citosol. Alli experimentan la accién de una endoproteasa la cual se inserta en la
membrana de la envoltura del reticulo y cuyo sitio activo es citosélico. La endoproteasa especifica de la prelamina A
es Facel (o ZMPSTE24, Metalo-Proteasa de Cinc homéloga de STE24 de levadura), mientras que Face2 (o Rcef,
enzima convertidora de ras) es especifica de las prelaminas B. Estas enzimas catalizan la hidrélisis del enlace
peptidico entre la cisteina y el aminoacido siguiente (alifatico), acortando las prelaminas de 3 aminoacidos. A
continuacion, el extremo carboxilo de la cisteina farnesilada es reconocido por una isoprenilcisteina-carboximetil
transferasa (ICMT) que acaba de fijar un grupo metilo por esterificacion.

Solo la maduracion de prelamina A se persigue con una segunda escision endoproteolitica con Face1, que libera un
farnesil-péptido de 15 aminoacidos y la lamina A madura. Esta lamina A, que ya no incluye el acido graso, se vuelve
soluble, es importada en el nicleo a través de un sefial de localizacién nuclear, y se localiza en la propia lamina
nuclear, asi como en el resto del compartimento nuclear, constituyendo un esqueleto nuclear real (Gruenbaum et al.,
2005 (19)). La lamina B madura por otra parte siempre posee en el extremo C-terminal su cisteina farnesilada y
metilesterificada. Por lo tanto permanece insertada en la membrana de la envoltura del reticulo, a continuacién en la
cara nucleoplasmatica de la envoltura nuclear, de ahi su localizacién exclusiva en la /lamina nuclear, bajo la
membrana interna de la envoltura nuclear en la que esta anclada.

Con el término prenilacidén se hace referencia a la fijacién, al grupo tiol de una cisteina, ya sea de una cadena de
farnesilo de 15 atomos de carbono, entonces se denomina farnesilacién, ya sea de una cadena de geranil-geranilo
de 20 atomos de carbono, entonces se denomina geranil-geranilacién (Reid et al., 2004 (39)), o cualquier otro
derivado de isopreno.

La farnesilacién, catalizada por la farnesil-transferasa (FTasa) que reconoce la secuencia consenso C-terminal
(CaaX), fija preferentemente un grupo farnesilo en el resto de cisteina del motivo.

La geranil-geranilacion es la fijacion por la geranilgeranil-transferasa (GGTasa) de un grupo de geranil-geranilo al
resto de cisteina del motivo.

Estos acidos grasos se originan en la ruta de biosintesis, que, a partir de la hidroximetil-glutaril-Coenzima A, se usan
por las células para preparar en particular colesterol, esteroides, heme en la hemoglobina y ubiquinonas (Hampton et
al., 1996 (20)).

La familia de las proteinas preniladas comprende aproximadamente 300 miembros en el genoma humano, la
mayoria de los cuales se puede identificar con el motivo CaaX C-terminal (Reid et al., 2004 (39)). Las proteinas de
las familias Ras, Rho, Rab (Leung et al., 2006 (28)), ciertas proteinas que aseguran una funcién de importacion
hacia la mitocondria (HDJ2), ciertas proteinas mitoticas (CENPE, CENPF) estan preniladas en particular (Winter-
Vann y 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 injertado preferentemente es el farnesilo. Si X es una leucina, el
reconocimiento del motivo Caal se realizara preferentemente con la GGTasa que catalizar a la transferencia de un
grupo de geranil-geranilo (Basso et al., 2006 (1)). Es probable que otros grupos derivados del isopreno también se
puedan fijar en esta cisteina, aunque esto no se ha descrito en la bibliografia.

En el hombre, existen tres géneros de laminas. El gen LMNA, situado en 1921.2-q21.3 (Wydner et al., 1996 (52)),
dado por el corte y empalme alternativo de las laminas A y C. El gen LMNA esta formado por 12 exones. El
comienzo del exdn 1 codifica el extremo globular N-terminal comun a las laminas A y C; el final del exén 1 y hasta el
comienzo del exén 7 codifican la parte helicoidal central; por Ultimo, los otros exones codifican el extremo globular C-
terminal (Lévy y Cau 2003 (29)).

De hecho, el gen codifica 4 productos cortados y empalmados de forma diferente, cuyas laminas C y la prelamina A
son las 2 principales (Lin y Worman 1993 (31)). La produccién diferencial de las laminas A y C se realiza mediante la
utilizacién de un sitio de corte y empalme alternativo al nivel del exén 10 del mensajero previo, de un modo tal que la
lamina C esta codificada por los exones de 1 a 10 y la lamina A esta codificada por los exones de 1 a 9, los 90
primeros pares de bases del exén 10, y los exones 11 y 12 (especificos de lamina A).

En consecuencia, los péptidos prelamina A y lamina C son idénticos a nivel de los primeros 566 aminoacidos, los
extremos C-terminales de las laminas C y de la prelamina A conteniendo a continuaciéon 6 y 98 aminoacidos
especificos respectivamente.

Las laminas de tipo B comprenden tres proteinas diferentes (Shelton et al., 1981 (43)): las laminas B1, B2 (las dos
isoformas mas representadas) y B3. El gen LMNBT esta situado en 5923.3-g31.1 y comprende 11 exones que
codifican la lamina B1 (Lin y Worman 1995 (30)). El gen LMNBZ esté localizado en 19p13.3 y codifica las laminas B2
y B3 mediante un mecanismo de corte y empalme alternativo (Biamonti et al., 1992 (2)).

Las laminas de tipo B se expresan de forma constitutiva en todas las células a partir de los primeros estadios de
desarrollo, mientras que las laminas de tipo A en general estan ausentes en las células madre embrionarias (Stewart
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et al.,, 1987 (45)) y se expresan en todas las células somaticas diferenciadas. Su expresion estd sometida a
regulaciones de acuerdo con el tejido y durante el transcurso de la vida (Duque et al., 2006 (9)). Parece que su
expresion no es necesaria, ya que algunos ratones en los que se ha bloqueado de forma especifica la expresion de
la lamina A, pero que sin embargo expresan la lamina C y las otras laminas, no tienen fenotipo aparente (Fong et al.,
2006 (14)).

Las laminas interactian con un nimero muy elevado de comparieros trépicos que tienen funciones muy diversas;
por consiguiente, estan implicadas en un gran nuimero de procesos nucleares, incluyendo la replicacion y la
reparacion del ADN, el control de la transcripcién y del corte y empalme, la organizacién de la estructura de la
cromatina (para revision, véanse Shumaker et al., 2003 (44), Zastrow et al., 2004 (54), Hutchison et al., 2004 (26),
Gruenbaum et al., 2005 (19)). Las alteraciones de la estructura de la lamina estan en el origen de numerosas
patologias hereditarias humanas. Estas deben a mutaciones de genes que codifican las laminas, u otras proteinas
de la lamina. Estas patologias se han reagrupado con el término genérico de laminopatias (Broers et al., 2006. (5),
Mattout et al.,, 2006 (33)). Recientemente, se han identificado algunas mutaciones en los genes de las enzimas
responsables de la maduracién de las laminas (en particular Face1), dando lugar a patologias que pertenecen del
mismo modo al grupo de las laminopatias (Navarro et al., 2004 (36) y 2005 (35)).

Hasta el momento, la Unica patologia en el ser humano asociada a mutaciones de los genes LMNAT o 2 es una
leucodistrofia causada por una duplicaciéon completa del gen LMNB1 (Padiath et al., 2006 (37)). Subsiste una duda
en la implicacién potencial de variaciones de secuencias encontradas en LMNB2 en pacientes que padecen el
sindrome de Barraquer-Simon (Hegele et al., 2006 (22)). Sin embargo, se ha demostrado in vitro, mediante
experimentos de ARNi (ARN de interferencia) (Harborth et al., 2001 (21)), asi como en el modelo murino (Vergnes et
al., 2004 (50), que las laminas de tipo B son esenciales para el desarrollo y la integridad celular. En efecto, la
deficiencia de lamina B1 conlleva, en el raton, una letalidad perinatal. Ademas, los nucleos de los fibroblastos
embrionarios de los mismos ratones deficientes en LMNBT1 muestran alteraciones notables de la morfologia nuclear,
cercanas a las observadas en los pacientes portadores de mutaciones del gen LMNA. Ademas, recientemente se ha
mostrado que las laminas B son necesarias para la formacion del huso de divisién durante la mitosis, lo que tiende a
demostrar que su papel es dinamico y multiple en el transcurso del ciclo celular, y no se limita Unicamente al
mantenimiento de la arquitectura del nucleo (Tsai et al., 2006 (48)). Con respecto a este ultimo papel, un articulo
reciente constituye la demostracién de la funcion estructural de las laminas B: células privadas artificialmente de
laminas B1 tienen un nicleo "flotante" en la célula, que gira en si mismo (Liu et al., 2007 (45)). La redundancia
funcional que existe entre las dos laminas B1 y B2 también es sin duda el reflejo directo de su indispensabilidad,
ejerciendo una fuerte presion de seleccion y enmascarando el efecto de las mutaciones opcionales de la secuencia
de los genes correspondientes.

Las alteraciones funcionales de las laminas A/C, debidas a mutaciones del gen LMNA, estan en el origen de al
menos 15 deso6rdenes que reagrupan patologias muy diversas en un espectro clinico que va de formas poco
severas, que afectan a un solo tejido de forma aislada, formas sistémicas de tales en el periodo perinatal.

Un ndmero de mutaciones del gen LMNA modifican de forma notable el ensamblaje de proteinas en la envoltura
nuclear con una alteracién del funcionamiento. Las células de diversos tejidos, la morfologia de los ndcleos esta
alterada: a menudo presentan hernias que se extruyen del material genético en el citoplasma (Goldman et al., 2004

(18)).

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

Estas anomalias morfolégicas van seguidas de alteraciones funcionales, que por Ultimo conducen a la muerte
celular. Entre todas las patologias agrupadas bajo el nombre laminopatias, solamente las relacionados con la
acumulacién anémala de de una forma prenilada de proteina interesan en la presente invencion.

Estas son principalmente el sindrome de Hutchinson-Gilford, o Progeria (De Sandre-Giovannoli et al., 2003 (7),
Eriksson et al., 2003 (11)), y la dermopatia restrictiva (Navarro et al., 2004 (36)). En estos 2 sindromes, la causa
fisiopatologica es una acumulacion y una persistencia en las células de los enfermos con prelamina farnesilada no
madurada.

La dermopatia restrictiva, letal en todo el periodo natal, se caracteriza por signos clinicos que son, casi todos, la
consecuencia de un déficit cutaneo que limita los movimientos en el Gtero. Esta patologia es muy rara. La piel esta
rigida y tensa, cede en algunos lugares, provocando, por ejemplo, desgarros al nivel de las axilas o del cuello. Las
pestafas, las cejas y el lanugo estan ausentes o son muy escasos. A menudo estéd presente un hidramnios, y la
disminucion de los movimientos fetales se percibe desde el 6° mes de embarazo. Al nivel del esqueleto, la
radiografia revela contracturas de todas las articulaciones, pies en piolet, claviculas finas, displasicas y bipartitas,
costillas en cinta, huesos largos tubulares de los brazos y desmineralizacion a nivel del el craneo. La transmision de
la dermopatia restrictiva letal es autosémica recesiva.
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Para esta patologia se han informado mutaciones de LMNA y de ZMPSTE24/Face1 (Navarro et al., 2004 (36)). En
los 2 casos, el mecanismo histopatol6gico 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 resto farnesilado, y por lo tanto introducido en la
membrana nuclear. La acumulacion y la persistencia en las células de estos precursores andémalos, que
probablemente impiden la interaccién normal de las laminas B y C con sus compaferos, conlleva la muerte de las
células y, a corto plazo, del paciente. Se ha demostrado claramente que la persistencia del grupo farnesilo, y no la
ausencia de la lamina A madura, como se podria pensar en primer lugar, es la responsable de la toxicidad celular
(Fong et al., 2004 (16)).

En abril de 2003, a partir de una superposicion de los sintomas comunes de displasia acromandibular y de ciertas
enfermedades que dan como resultado un envejecimiento prematuro, los inventores mostraron que la progeria, la
forma mas habitual y la mas grave de envejecimiento precoz, resultado de una mutacion del gen LMNA (de Sandre-
Giovannoli et al., 2003 (7)). Los nifios con esta enfermedad, también denominada sindrome de Hutchinson-Gilford,
sufren un envejecimiento acelerado, hasta diez veces mas rapido que el de un individuo normal, y tienen una
esperanza de vida no supera los 13 afos. En Europa, uno de cada seis millones de nifios se ve afectado. Los
sintomas son envejecimiento cutaneo, calvicie, reduccién del tamafo de la mandibula y problemas relacionados con
la vejez, por ejemplo, rigidez de las articulaciones y trastornos cardiovasculares. Estos ultimos, tales como el infarto
de miocardio o la aterosclerosis, a menudo son la causa de la muerte.

La mutacion implicada, situada en el exén 11 del gen LMNA, activa un sitio de corte y empalme criptico del ARNm
previo, que conduce a un ARNm con supresiéon de 150 nucleétidos (De Sandre-Giovannoli et al., 2003 (7), Eriksson
et al., 2003 (11)). Este ARNm con supresion se traduce en una prelamina A anémala, la progerina, que no se puede
madurar en la lamina A normal: la ausencia de 50 aminoacidos del exén 11 que contienen el sitio de reconocimiento
de proteasa bloquea la 2% escision de la progerina cuyo extremo C-terminal conserva su grupo farnesilo. Por lo tanto,
permanece insertada en la cara nucleoplasmatica de la envoltura nuclear, que presenta las alteraciones
caracteristicas, hernias del nucleoplasma en el citosol y anomalias en el reparto de la heterocromatina periférica
(Goldman et al., 2004 (18)). En el presente documento, una vez mas, la persistencia del grupo farnesilo, por otra
parte necesario para el anclaje a la membrana de envoltura del reticulo en la que se encuentran algunas de las
enzimas responsables de la maduracién (escisiones, metilacién) es la responsable de la toxicidad celular la
progerina (Fong et al., 2004 (16)).

Estas patologias sistémicas presentan la particularidad de estar asociadas con la aparicién precoz de signos
relacionados habitualmente con el envejecimiento. Su caracteristica fisiopatolégica comun es generar una lamina
prenilada, con las consecuencias descritas.

Dos estudios recientes han mostrado que una reduccién de la acumulacion intranuclear de la prelamina farnesilada,
truncada o no, evita de forma eficaz la aparicion del fenotipo celular. El primero se realizé en el modelo de raton
murino progeroide deficiente en proteasa Facel (Pendas et al, 2002 (38)). Cuando se cruzan con ratones que
expresan una mitad menos de la Lamina A (ratones Lmna +/-), los efectos de la ausencia de Face1 disminuyen
(Varela et al., 2005 (49)). El segundo estudio muestra que el tratamiento de las células de pacientes con HGPS con
morfolinos (oligonucleotidos antisentido) que se dirigen al sitio de corte y empalme criptico suprimen el fenotipo
mutante (Scaffidi y Misteli 2005 (43)).

Varios estudios recientes (véase Scaffidi y Mistelli 2006 (42)) muestran la participacion de la lamina 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 a la utilizacion de baja
interferencia del sitio criptico de corte y empalme de exdn 11. Esta progerina se localiza en la lamina, en la periferia
del nicleo de las células. El nicleo de las células de los pacientes envejecidos "normales" puede presentar hernias
caracteristicas de una laminopatia causada por estos sucesos de corte y empalme accidental que dan lugar a
anomalias de funciones celulares y al menos en parte son probablemente responsables de su envejecimiento.

En la piel in vivo, la progerina también se sintetiza por una subpoblacion de fibroblastos dérmicos y queratinocitos,
células en las que se acumula con la edad. La progerina podria ser por lo tanto un marcador del envejecimiento
cutaneo (McClintock et al., 2007 (34)).

Parece que algunos mecanismos moleculares idénticos, son por una parte responsables de los signos de
envejecimiento prematuro de los individuos que padecen Progeria y por otra parte, a un nivel mucho mas bajo,
intervienen en el envejecimiento fisiolégico de los individuos no portadores de mutaciones.

En la técnica anterior existen dos enfoques terapéuticos descritos para mejorar el fenotipo celular causado por la
produccion patolégica de progerina. La primera de estas soluciones es simplemente para impedir la utilizacion por el
espliceosoma de este sitio de corte y empalme criptico en el exén 11, "enmascarandolo" para tratamiento con un
oligonucledtido antisentido (Scaffidi Misteli 2005 (41)), o con un retrovirus que produce un ARNsi (Huang et al., 2005
(25)). Los resultados son prometedores in vitro, pero en este punto se trata de terapia "genética", y el desarrollo de
farmacos en torno a este enfoque es inevitablemente largo y complicado, con todos los inconvenientes relacionados
con la vectorizacion de OAS para obtener un efecto in vivo. La segunda solucién consiste en inhibir la farnesil-
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transferasa, la enzima que cataliza la transferencia del grupo farnesilo en las prelaminas a partir del pirofosfato de
farnesilo. Cuando se utilizan inhibidores de este tipo (FTI), una envoltura nuclear «normal» no se restaura mas que
parcialmente en las células HGPS (Progeria) en cultivo, y la supervivencia de los ratones RD (KO ZMPSTE24)
mejora (Glynn y Glover 2005 (17), Capell et al., 2005 (6), Toth et al., 2005 (47), Fong et al., 2006 (15)).

Sin embargo, el bloqueo de la farnesilacion puede inducir una geranil-geranilacién compensatoria (Bishop et al.,
2003 (3), Varela et al., 2008 (54 bis)).

Por otra parte, se informé recientemente que los FTI inducen una parada del ciclo celular mediante el bloqueo del
proteasoma (Demyanets et al., 2006 (8), Efuet y Keyomarsi 2006 (10)). Por lo tanto, el tratamiento induce sin duda
una acumulacién en el nucleoplasma de progerina probablemente no ubiquitinilada, no degradada por el
proteasoma.

Ademas, algunos trabajos recientes informan que la disminucion de la tasa de farnesilacion de la progerina in vivo es
muy baja, del orden de un 5 % (Young et al., 2006 (53)), lo que no es suficiente para explicar la restauracion de la
morfologia nuclear observada in vitro.

Por ultimo, los FTI son especificos para una sola de las rutas de prenilaciéon proteica, y no se pueden concebir como
inhibidores globales de las prenilaciones después de la traduccién.

Ademas, se informa de que la ausencia total de una de las enzimas de esta ruta, la mevalonato quinasa, es letal
durante la infancia (mutacién homocigoética de pérdida de funcion del gen que codifica esta enzima, sindrome
informado por Hoffmann et al., 2003 (24)).

Tratamientos anti-VIH y efectos secundarios

1. Los pacientes infectados con el VIH y sometidos a un tratamiento anti-retroviral presentan los signos clinicos y
biolégicos de un envejecimiento acelerado comparable al que presentan los pacientes portadores de un sindrome
progeroide de origen genético.

Los tratamientos antirretrovirales, inhibidores de la transcriptasa inversa, nucleosidicos (NRTI) o no (NNRTI),
inhibidores de la proteasa viral (Pl) permitieron una prolongacién de la duracion de la vida de los pacientes
infectados con el virus del SIDA en los que aparecen las consecuencias del envejecimiento « fisiol6gico » (Casau,
2005; Levy et al., 2003).

Sin embargo, la propia infeccion y los tratamientos anti-retrovirales hacen aparecer los mismos signos clinicos y
biolégicos que los presentados por los pacientes que padecen un sindrome de envejecimiento acelerado de origen
genético (para una revision reciente de estos sindromes, véase (Navarro et al., 2006).

Ciertas manifestaciones parecen relacionadas directamente con la infeccion viral:

Por ejemplo, la helicasa mutada en el sindrome de Werner (OMIM 277700), un sindrome de envejecimiento
prematuro asociado con una predisposicion al cancer y la aterosclerosis, recluta cofactores proteinicos celulares
indispensables para la transactivacion del LTR del VIH-1 y la replicacion del virus. La menor disponibilidad de la
helicasa en las células infectadas podria conducir al envejecimiento y la inmunosupresion (Sharma et al., 2007).

Por ejemplo incluso las modificaciones del transporte de colesterol en los macrofagos. La proteina viral Nef inhibe
las permeasas de la familia ABC responsables del eflujo del colesterol (Bukrinsky y Sviridov, 2006; Mujawar et al.,
2006; Wang y Rader, 2007). La acumulacién del colesterol en los macrofagos los transforma en células espumosas
(foam cells) que participan en la formacién de placas de ateroma en las paredes vasculares (Pennings et al., 2006).
Los medicamentos antirretrovirales también inhiben la salida de colesterol de los macréfagos y contribuyen a la
formacion de la placa de ateroma (Azzam et al., 2006; Dressman et al., 2003; Wang et al., 2007).

Algunas manifestaciones clinicas y bioldgicas muy numerosas también parecen ser la consecuencia de los
tratamientos anti-retrovirales:

Reproducen los signos observados en el transcurso de los sindromes progeroides de origen genético, por
ejemplo la progeria de Hutchinson-Gilford (OMIM 176670, véase (Hennekam, 2006), displasia acromandibular
(OMIM 248370) y la forma letal neonatal, la demografia restrictiva (OMIM 275210) relacionadas con mutaciones
en el gen LMNA que codifica las laminas A y C o con mutaciones en la proteasa ZMPSTE24 (FACE1)
responsable de la escision de la prelamina A en el transcurso de su maduracién en lamina A :

o La alopecia (Torres et al., 2007; Wiwanitkit, 2004), independiente de las manifestaciones infecciosas
dermatoldgicas (Maurer, 2005).

. Las anomalias del sistema esquelético, en particular osteoporosis (Brown y Qaqish, 2006; Thomas y
Doherty, 2003) de la que se propuso la correccion por la vitamina D y un bifosfonato (Mondy et al., 2005)
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. La fuente muscular desviamos que eso es que Francia y(Restrepo et al., 2006; Restrepo et al., 2004;
Tehranzadeh et al., 2004a; Tehranzadeh et al., 2004b), en relacién con el sistema de ubiquitina-proteasoma
(Costelli y Baccino, 2003) o las calpainas (Bartoli y Richard, 2005; Costelli et al., 2005), dos sistemas
proteoliticos inhibidos por ciertos tratamientos anti-retrovirales (véase mas abajo). Las mutaciones de la
calpaina 3 muscular son responsables de una forma de distrofia muscular periférica (LGMD2A, OMIM
253600; (Richard et al., 1995) de la que la miositis eosinofilica podria ser uno de los primeros signos (Krahn
et al., 2006).

. Una cardiomiopatia (Barbaro, 2003; Restrepo et al., 2006), independiente de las complicaciones
cardiovasculares (véase a continuacion), en relacion con la toxicidad mitocondrial de los NRTI (Lewis,
2003).

. Las anomalias cardiovasculares (Mondy y Tebas, 2007) con problemas del metabolismo lipidico (Hui, 2003;
Jones et al., 2005; Moyle, 2007), ateroma (de Saint Martin et al., 2006; Thomas y Smart, 2007; van Wijk et
al., 2006), presiones de las células endoteliales (Chen et al., 2005; Jiang et al., 2006; Zhong et al., 2002) y
anomalias de la diferenciacion de las células adiposas (Kim et al., 2006; Roche et al., 2002). La dislipidemia
se pudo tratar con estatinas (Benesic et al., 2004; Liang et al., 2006; Mallon et al., 2006) o con un inhibidor
de la absorcion intestinal del colesterol (Negredo et al., 2006). Se debe indicar que la pravastatina que
corrige en parte ciertos parametros alterados en el sindrome metabdlico (Yamagishi et al., 2006) induce un
aumento del tejido adiposo subcutaneo sin mejora notable de la colesterolemia (Gharakhanian et al., 2006;
Mallon et al., 2006).

. Algunas manifestaciones clinicas relacionadas con hipoandrogenismo se observan frecuentemente en los
hombres (Cohan, 2006) y los casos de menopausia precoz en las mujeres seropositivas constituyen el
objeto de varias publicaciones (Cohan, 2006; Ferreira et al., 2007).

Los inhibidores de la proteasa del virus (Pl) presentan varias dianas celulares incluyendo proteasas:

La inhibicién del proteasoma (Piccinini et al., 2005) tiene consecuencias muy variadas debido al papel de este
conjunto proteolitico con respecto a numerosas funciones celulares, renovacion de proteinas, control del ciclo
celular, apoptosis, transcripcion genética, transduccion de sefales, senescencia, respuesta al estrés... (Naujokat
et al., 2007). Por ejemplo, una de las rutas de bloqueo por las Pl de la diferenciacion adipocitaria pasa por la no
produccion del factor de recuperacion de la transcripcion de NFkB que controla la transcripcién del gen que
codifica la metaloproteasa (de cinc) MMP9 implicada en la diferenciacion adipocitaria (Bourlier et al., 2005; De
Barros et al., 2007).

Otro ejemplo es la ruta de sefalizacion puesta en juego por la insulina (Rudich et al., 2005; Schutt et al., 2004).
Las Pl inhiben la actividad de la enzima de degradacion de insulina (Hamel et al., 2006), bloguean los canales
potéasico es responsable de la secrecion de insulina (Neye et al., 2006), interactian con los transportadores de la
glucosa Glut4 (Hertel et al., 2004) e impiden su insercion en la membrana plasmatica (Hruz, 2006; Parker et al.,
2005).

Del mismo modo, las Pl bloguean la ruta de sefalizacion a través de la quinasa Akt que interviene mediante la
activacion de receptores de actividad de tirosina quinasa (Gupta ef al., 2005), por ejemplo la de IGFL. O IGF1
controla directamente la atrofia o la hipertrofia muscular (Glass, 2003).

Las Pl ejercen un efecto anti-apoptético por inhibicién de las calpainas, proteasas citosélicas dependientes de
Ca'™ (Ghibelli et al., 2003; Lichtner et al., 2006), y que controlan el equilibrio de apoptosis-autofagia mediante la
escision de ATG5, indispensable para la formacién de la vacuola autofagica (Yousefi et al., 2006).

Otros dos sistemas enzimaticos estan bloqueados por las PI: ciertos citocromos P450 de la subfamilia 3A,
intestinales o hepaticos (Granfors et al., 2006), mientras que otros citocromos P450 de la subfamilia 2A estan
inducidos (Yeh et al., 2006) al mismo tiempo que otros transportadores (Dixit et al., 2007; Yeh et al., 2006); la
glucuronoconjugacion en el RE en particular de la bilirrubina (Zhang et al., 2005).

La inhibicion de varias actividades enzimaticas en particular del proteasoma inducciones tres del reticulo
endoplasmatico, la liberacion de la UPR (Respuesta de Proteina Sin Plegar) y la incorporacion del mecanismo de
sefalizacion del reticulo en el nucleo con la aparicion de factores de regulacién de la transcripcion (Zhou et al.,
2006). Numerosas publicaciones demuestran el aumento de la cantidad de las isoformas de SREBP (Proteina de
Union al Elemento de Respuesta al Esterol), que controlan la activacion de genes que regulan el metabolismo
lipidico en particular el del colesterol (Colgan et al., 2007; Miserez et al., 2002; Nguyen et al., 2000; Williams et
al., 2004; Zhou et al., 2006; Zhou et al., 2005). La induccién por las Pl de la transcripcion de SREBP también se
mostré6 con un estudio del transcriptoma (chips, PCR cuantitativa) de adipocitos en el transcurso de la
diferenciacion (Pacenti et al., 2006) y el efecto aumenta por la ausencia de degradacién de SREBP por el
sistema de ubiquitina-proteasoma.

Las Pl inducen la acumulacion nuclear de SREBP en los hepatocitos ilos a dipocitos y sus consecuencias en el
metabolismo lipidico (aumento de la sintesis de acidos grasos y colesterol) (Hui, 2003; Riddle et al., 2001).

Tres articulos del mismo equipo parisino que analizan la diferenciacién in vitro dia dipocitos muestran
sucesivamente que las Pl comprenden un sindrome de resistencia a la insulina, la localizacién andémala de
SREBP en el nucleoplasma, en relaciéon con una anomalia de la localizacién de la lamina A (Caron et al., 2001);
la inhibicion de la escision de SREBP (por las proteasas golgianas S-1P y S-2P, véase (Seidah et al., 2006), y
sus consecuencias en la sintesis de enzimas del metabolismo lipidico, en la maduraciéon anémala de la lamina A,
mientras que la maduracion de la lamina B no se modifica (Caron et al, 2003); la similitud entre el estrés



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2573641 T3

mitocondrial observado en el transcurso de las lipodistrofias relacionadas con la mutacién del gen LMNA y la
resultante del tratamiento con las Pl (Caron et al., 2007). Uno de los intereses de estos trabajos de sugerir
fuertemente que ciertas Pl bloguean la proteasa (FACE1 o ZMPSTE24) implicada en la maduracién de la
prelamina A, dato que un equipo americano acaba de confirmar (Coffinier et al., 2007). Al contrario, estas Pl no
tienen efecto en la actividad de la proteasa FACE2 (o Rcel, enzima 1 convertidora de Ras), responsable de la
escision de las prelaminas B y ademas de la de la proteina G monomérica Ras, escision necesaria para su
maduracion (Wright y Philips, 2006). Un estudio reciente de RT-PCR cuantitativa muestra que las Pl inducen una
disminucién de la cantidad de los ARNm que codifican la lamina A sin modificar la cantidad de los ARNm que
codifican la lamina C (Miranda et al., 2007).

Las PI inhiben las proteasas mitocondriales responsables de la escisién de las sefales de direccién a la
mitocondrial, de la renovacién de las proteinas mitocondriales, del control de ciertas GTPasas mitocondriales
(OPAT1) implicadas en la fusién de las mitocondrias y la apoptosis (Mukhopadhyay et al., 2002; Roehl White y
Lauring, 2007).

Independientemente de su accién sobre las calpainas (véase anteriormente), las Pl ejercen un efecto anti-
apoptoético para los linfocitos T bloqueando, a través de la proteina UCP2, la despolarizacion de la membrana
interna inducida por estimulos pro-apoptoticos (Matarrese et al., 2003; Matarrese et al., 2005).

Por lo tanto, se debe indicar que las Pl inhiben por tanto enzimas diferentes de la aspartil-proteasa especifica del
virus del SIDA (Dunn et al., 2002). Aunque hasta este momento la bibliografia guarda silencio sobre este punto,
las Pl también podrian inhibir ciertas aspartil-proteasas eucariotas (véase el sitio « Degradome »:
http://www.uniovi.es/degradome/) como la presenilina, la sefal de péptido peptidasa, o Ddi1 (proteina inducible
por dafio en el ADN), capaz de fijar a la vez el proteasoma y proteinas ubiquitiniladas a la vista de la degradacion
de estas ultimas (Sirkis et al., 2006).

Los nucléosidos inhibidores de la transcriptasa inversa del virus (NRTI) también tienen varias dianas celulares de las
que la mitocondria es una de las mas importantes:

Parece que los no nucléosidos inhibidores de la transcriptasa inversa del virus, menos estudiados, tienen una
accién mas especifica sobre la enzima viral siempre induciendo la apoptosis de una linea de linfocitos T (Pilon et
al., 2002).

Los NRTI se incorporan en el ADN nuclear (Olivero et al., 1999) y su efecto mutageno puede conllevar un
bloqueo del ciclo celular (Olivero et al., 2005). Se informé una mutacién del ADN polimerasa gamma (Yamanaka
et al.,, 2007), responsable de la replicacién y la reparaciéon del ADN mitocondrial (Hudson y Chinnery, 2006).

Un pequefio nimero de publicaciones muestran que los NRTI inhiben la N-glicosilacién (en el reticulo de
plasmatico), la O-glicosilacion y la modificacion de ramificaciones de azucar (en el aparato de Golgi), al interferir
con los nucleotidos transportadores en el aparato de Golgi de los precursores de las ramificaciones de azlcar
(Lizzi et al., 2007). Varias distrofias musculares estan relacionadas con anomalias genéticas de la glicosilacion
(Muntoni et al., 2004; Percival y Froehner, 2007).

Los NRTI son transportados en la matriz mitocondrial por una familia de transportadores especializados en los de
los desoxinucledsidos difosfatos, que son fosforilado es por una quinasa mitocondrial antes de su incorporacion
en el ADN mitocondrial por la ADN polimerasa gamma (Palmieri, 2004).

La genotoxicidad de los NRTI tiene como consecuencia un aumento del indice de mutaciones del ADN
mitocondrial y una disminucion del nimero de sus copias en las mitocondrias (Kohler y Lewis, 2007; Olivero,
2007).

Las anomalias del ADN mitocondrial y las del funcionamiento de la ADN polimerasa gamma tienen
consecuencias en la sintesis de las 13 proteinas de membrana interna que constituyen, con proteinas
codificadas por el genoma nuclear e importadas, los complejos de la cadena respiratoria y la ATP sintasa. Las
alteraciones del ADN mitocondrial y de su polimerasa implican, por ejemplo, la disminucion de la cantidad de
citocromo oxidasa Il (Vidal et al., 2006), la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) (Jiang et al.,
2007) con consecuencias en los hepatocitos, adipocitos, cardiomiocitos y las células endoteliales que participan
en la lipodistrofia y en las complicaciones cardiovasculares.

El aumento del indice de acido lactico plasmatico es uno de los criterios de la disfuncion mitocondrial inducida
por los tratamientos anti-retrovirales (2007; John et al., 2001).

Los NRTI inhiben ademaés la actividad de la telomerasa e inducen un acortamiento de los telémeros (Olivero,
2007; Yamaguchi et al., 2001).

En conclusién, los tratamientos anti-retrovirales tienen un impacto en los mecanismos y en las rutas metabdlicas
reagrupados en varias teorias celulares que tratan de explicar el envejecimiento normal o acelerado:

la teoria « mitocondrial »,

la teoria « nucleo y lamina », aparecida en 2003 con el descubrimiento de que el gen LMNA es responsable de la
progeria,

la teoria « telomérica »,

la teoria « regulacion de la transcripcion genética » en particular con las proteinas p53, NF-KkB

la teoria « metabodlica » con implicacién de las rutas de sefalizacién en particular ciertas actividades por
receptores de membrana.
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e Varios modelos animales de envejecimiento prematuro o al contrario de aumento de la duracion de vida hacen
aparecer superposiciones parciales entre las rutas metabdlicas implicadas en cada una de estas teorias y las
interrelaciones, a escala celular, entre el citosol en particular los mecanismos de degradacién de las proteinas
(Grillari et al., 2006), la mitocondria, el nlcleo de la membrana plasmatica (Irminger-Finger, 2007; Kenyon, 2005;
Martin y Loeb, 2004; Quarrie y Riabowol, 2004).

Varios modelos animales de envejecimiento prematuro o al contrario de aumento de la duracion de vida hacen
aparecer superposiciones parciales entre las rutas metabdlicas implicadas en cada una de estas teorias y las
interrelaciones, a escala celular, entre el citosol en particular los mecanismos de degradacion de las proteinas
(Grillari et al., 2006), la mitocondria, el nucleo de la membrana plasmatica (Irminger-Finger, 2007; Kenyon, 2005;
Martin y Loeb, 2004; Quarrie y Riabowol, 2004).

2. La teoria « mitocondrial » del envejecimiento (Figura 6 adjunta).

Los tres componentes principales de la teoria mitocondrial del envejecimiento son i/ el aumento de la produccién de
especies reactivas del oxigeno (ROS) por los complejos | y Il de la cadena respiratoria, ii/ las disfunciones
progresivas de la misma vy iii/ la acumulacién de lesiones del ADN mitocondrial (Balaban et al., 2005; Meissner, 2007;
Wallace, 2005).

El ADN mitocondrial es mas sensible que el ADN nuclear para los efectos de las ROS que se dirigen a la ADN
polimerasa gamma (Graziewicz et al., 2002; Richter et al., 1988). Dos modelos murinos que expresan una ADN
polimerasa gamma defectuosa en su funcién correctora de errores muestran un envejecimiento acelerado con
mutaciones del ADN mitocondrial (Kujoth et al., 2005; Trifunovic et al., 2004). La toxicidad mitocondrial de las ROS
se puede suprimir mediante la sobreexpresion de la catalasa peroxisémica dirigida al ambito contienen un modelo de
murino transgénico, con lo que la duracién de la vida aumenta (Schriner et al., 2005).

En el ser humano, el envejecimiento esta asociado con una disminucion de las funciones mitocondriales, de las que
la cadena respiratoria (Short et al., 2005; Trifunovic et al., 2005), un aumento de delaciones en el ADN mitocondrial,
particularmente observadas en el transcurso de enfermedades neurodegenerativas (Bender et al., 2006; Kraytsberg
et al., 2006).

Un mecanismo de sefializacion, todavia demasiado poco conocido, de la mitocondria al ndcleo, hace intervenir a la
proteina p32, en particular en el transcurso del envejecimiento o patologias inducidas por las ROS (Jiang et al.,
1999; Storz, 2006). Esta proteina, codificada por el genoma nuclear y a continuacién importada en la matriz
mitocondrial, se vuelve a exportar hacia el nucleoplasma (Brokstad et al., 2001) en el que controlan la transcripcion
(Chattopadhyay et al., 2004) y el corto y empalme (Petersen-Mahrt et al., 1999) del ARNm. Esta interactla por otro
lado con el receptor de la lamina B, localizado en la cara nucleoplasmatica de la envoltura nuclear (Mylonis et al.,
2004; Simos y Georgatos, 1994).

El mecanismo de sefalizacion del nlcleo a la mitocondria hace intervenir a las aproximadamente 1500 proteinas
codificadas por el genoma nuclear, y se sintetizan en el citosol y a continuacién se importan en la mitocondria (Calvo
et al., 2006; Truscott et al., 2003).

Entre estas proteinas, p53 esté implicada en el envejecimiento acelerado en un modelo murino (Tyner et al., 2002) y
participa en las desregulaciones en el contexto de la teoria « nuclear » (véase a continuacioén). La proteina p53
controla la respiracion mitocondrial (Matoba et al., 2006), ejerce efectos pro- y anti-oxidantes mediante el control de
la transcripcion de genes nucleares (Bensaad y Vousden, 2005; Sablina et al., 2005). Esta mantiene la estabilidad
del ADN mitocondrial mediante la interaccion con la ADN polimerasa gamma (Achanta et al., 2005).

Por dltimo, los mecanismos de fision (division) y de fusion de las mitocondrias, en los que intervienen varias
GTPasas de las membranas mitocondriales externas (Drp1, mitofusinas...) e internas (OPA1) y varias proteinas
asociadas (Fis1...) modulan la senesencia celular : la elongacion de la red mitocondrial por fusiéon permanente indujo
una senesencia celular con disminucién de la diferencia de potencial entre las dos caras de la membrana interna,
aumento de la produccion de ROS y lesiones en el ADN. Estas modificaciones fenotipicas son neutralizadas por la
fragmentacion de la red mitocondrial (Lee et al., 2007).

3. Los mecanismos de los sindromes de envejecimiento acelerado de origen genético en el contexto de la teoria «
nucleo y lamina »

Las laminas son las proteinas constitutivas de los filamentos intermedios localizados exclusivamente en el
nucleoplasma. El gen LMNA codifica principalmente las laminas A y C, producidas por corte y empalme alternativo.
Otros dos genes codifican las laminas B1 y B2.

Las Laminas A y B se sintetizan en el citosol en forma de un precursor que experimenta varias etapas de

maduracion. Las 3 proteinas poseen en su extremo C-terminal la caja CaaX (una cisteina, dos aminoacidos Alifatico
dos, un aminodcido indiferente). Esta secuencia CaaX permite la farnesilacion de las laminas A y B (y de

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2573641 T3

aproximadamente otras 300 proteinas del genoma humano). El resto de farnesilo (isoprenoide de 15 atomos de
carbono) se sintetiza en una capa intermedia de la ruta de sintesis de colesterol (Figura 7 adjunta). Una enzima
citosdlica, la farnesil-transferasa, fija el resto de farnesilo en la cisteina.

La presencia del resto de acido graso permite el anclaje de las prelaminas A y B en el estrato citosolico de la
membrana de envoltura del reticulo endoplasmatico (RE). Las prelaminas A y B se extienden entonces por FACE1
(ZMPSTE24) o FACE2 (Rce1) respectivamente y pierden sus tres ultimos aminoacidos C-terminales, aaX. Las
proteinas siempre estan ancladas en la membrana de envoltura del RE en el que experimentan la accién de una
segunda enzima, ICMT, que fija un grupo metilo en la cisteina ya farnesilada.

La maduracién de las laminas B se termina en esta etapa. Estas proteinas se insertan en el plano de la membrana
de envoltura del RE, después de la cara citosélica de la envoltura nuclear, atraviesan el poro nuclear y se localizan
en el estrato nucleoplasmatico de la envoltura nuclear en el que entran en la constitucion de la lamina nuclear y en el
que interacttan con varias proteinas, por lo tanto el receptor de la lamina B. El anclaje en la envoltura tiene como
consecuencia la ausencia de laminas B en la matriz nuclear, en el interior del nucleoplasma y a distancia de la
envoltura.

La prelamina A farnesilada y carboximetilada sobre la misma cisteina C-terminal experimenta una ultima etapa de
maduracion por escision proteolitica de los 15 dltimos aminoéacidos por FACE1 (y quiza por Rcel). La lamina A
pierde su anclaje al RE, se hace soluble, y se importa en el nucleoplasma (como la lamina C) a través del poro
nuclear, como todas las proteinas solubles, gracias a su sefal de localizaciéon nuclear que recluta el complejo de
importacién necesario (Figura 8 adjunta).

En el nucleoplasma, la lamina A (y la lamina C) se localiza en la lamina nuclear, bajo la envoltura nuclear, en la que
interactia con numerosas proteinas insertadas en la lamina nucleoplasmatica de la envoltura. Las laminas Ay C (a
diferencia de las laminas B) también estan dispersas en el resto del nucleoplasma en el que entran en la constitucion
de la matriz nuclear o nucleoesqueleto (Figura 6 adjunta).

La matriz nuclear controla el funcionamiento del genoma nuclear: replicacion, reparacion del ADN, transcripcion de
los ARN, corte y empalme de los ARNm, maduracién de los otros ARN... y sus componentes, en particular las
laminas A et C, interactian con proteinas muy numerosas importadas en el nucleoplasma (p53, SREBP...) como
mostraron las anomalias observadas en el transcurso de las laminopatias de origen genético (Broers et al., 2006;
Vicek et al., 2001; Vicek y Foisner, 2006). El lado nucleoplasmatico de la envoltura nuclear y sus proteinas
transmembrana asi como las laminas de la /amina contribuye a la conservacion de factores de regulaciéon de la
transcripcion, antes de su utilizacion y a la regulacién de la expresion genética (Heessen y Fornerod, 2007; Shaklai
et al., 2007).

Las primeras laminopatias descubiertas a partir de 1999 se presentaban como enfermedades predominantes en un
tejido dado, musculo esquelético, musculo cardiaco..., mientras que las laminas son proteinas ubiquistas (Vicek y
Foisner, 2007a; Vicek y Foisner, 2007b; Worman y Bonne, 2007). Las lipodistrofias asocian anomalias del
metabolismo de los lipidos y una resistencia a la insulina con un trastorno de la distribucion de la grasa corporal, al
ser comparada con la lipodistrofia observada en tratamientos anti-retrovirales (Capeau et al., 2005).

Las laminopatias « sistémicas » se descubrieron después de 2002: displasia acromandibular (OMIM 248370;
(Agarwal et al., 2003; Novelli et al., 2002); progeria de Hutchinson-Gilford (OMIM 176670; (De Sandre-Giovannoli et
al., 2003; Eriksson et al., 2003); dermopatia restrictiva (OMIM 275210; (Navarro et al., 2005; Navarro et al., 2004).
Se refieren a todos los tejidos del organismo de los pacientes, piel y apéndices, misculos esquelético y cardiaco,
tejido éseo y cartilaginoso, tejido adiposo y sus consecuencias metabdlicas, pero sobre todo van acompanadas de
un envejecimiento acelerado, cuyo maximo se alcanza con la dermopatia restrictiva, letal en el momento del
nacimiento. Estas tres enfermedades estan relacionadas o bien con una mutacion en el gen LMNA que codifica las
laminas Ay C, o vienen el gen FACE1 (ZMPSTE24) que codifica la proteasa del RE que escinde en dos repeticiones
a la prelamina A. La mutacion del gen LMNA tiene como consecuencia que hace desaparecer el sitio de
reconocimiento por FACE1 de la prelamina A: la proteina no se extiende, por lo tanto conserva su resto de farnesilo,
se importa en el nucleoplasma por deslizamiento a lo largo de las membranas de envoltura como lo son las laminas
B (Pan et al., 2007). La prelamina A farnesilada quedar anclada en la cara nucleoplasmatica de la envoltura nuclear
en la que altera la organizacion de la lamina y las interacciones entre la lamina y las proteinas de membrana de la
envoltura, lo que se traduce en deformaciones nucleares caracteristicas (Goldman et al., 2004).

El resto de la matriz nuclear esta desprovisto de lamina A, con consecuencias funcionales multiples, por ejemplo, la
activacion de las rutas cadena arriba de p53 (Varela et al., 2005), anomalias de la mitosis (Cao et al., 2007; Dechat
et al., 2007), reparacion del ADN (Liu et al., 2005; Liu et al., 2006; Liu ef al., 2007b)... conduciendo a la senescencia
celular (Kudlow et al., 2007). El andlisis del transcriptoma de células de pacientes con progeria mostré anomalias de
la expresion de genes implicados en aterosclerosis (Csoka et al., 2004).

Parece probable que el envejecimiento acelerado presentado por los pacientes tratados con ciertos agentes anti-
retrovirales, en particular las Pl que inhiben ZMPSTE24 (FACE1), obedece a los mismos mecanismos.
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La mutacién del gen LMNA responsable de la progeria expone un sitio criptico de corte y empalme que conduce a la
sintesis de un ARNm desprovisto de 150 nucleétidos, que codifica la progerina, una prelamina A desprovista de 50
aminoacidos y que conserva su grupo farnesilo. Esta misma proteina se produce en el transcurso del envejecimiento
fisiolégico, en ausencia de cualquier mutacion en el gen LMNA, después de un error, relacionado con la edad, de la
maquinaria de corte y empalme (Scaffidi y Misteli 2006). La progerina se acumula en los fibroblastos dérmicos
situados bajo la lamina basal, asi como en los queratinocitos. Podria representar un marcador de la senescencia
cuténea (McClintock et al., 2007).

Las modificaciones nucleares (hernias del nucleoplasma en el citosol, ruptura de la envoltura, irregularidades del
contorno nuclear...) observadas en las células de pacientes que padecen progeria también parecen inducidas por la
proteina viral Vpr que facilita la entrada, mediante rotura transitoria de la envoltura nuclear y de la lamina, del
complejo de integracién previa del virus del SIDA, complejo demasiado voluminoso para ser importado en el
nucleoplasma a través de los poros nucleares (de Noronha et al., 2001). Para una revision reciente sobre estos
mecanismos de importacion nuclear (Suzuki y Craigie, 2007).

Por otra parte, se ha mostrado que varias proteinas de la cara nucleoplasmatica de la envoltura nuclear, por ejemplo
la emerina, mutada en una forma de distrofia muscular de Emery-Dreiffus, son indispensables para la penetracion en
el nucleoplasma del virus del SIDA y para la infeccidon de células que no se dividen (Jacque y Stevenson, 2006).

La expresion laminopatia genética reagrupa por lo tanto las patologias que resultan de mutaciones en los genes que
codifican las laminas, en particular LMNA que codifica las laminas A y C, y ademas las provocadas por mutaciones
de proteinas asociadas, incluyendo las implicadas en la maduracion de las laminas.

Las anomalias inducidas por las Pl en la matriz nuclear representan por lo tanto una de las laminopatias, adquirida,
yatrogénica. Ya sean de origen genético o adquirido, estas anomalias de la matriz nuclear tienen como
consecuencias una inestabilidad gendémica y el envejecimiento celular (Mérita et al., 2007; Oberdoerffer y Sinclair,
2007).

4. La teoria « telomérica » del envejecimiento

El envejecimiento celular esta controlado por un « reloj » que mide la longitud de los telémeros, que se acortan en
cada mitosis, un fenédmeno que se puede compensar por la actividad de la subunidad catalitica de la telomerasa
(Gilson y Geli, 2007; Stewartand Weinberg, 2006).

Antes de la aparicion de la PCR cuantitativa que permite la medida directa de la longitud de los telomeros en
particular en las células sanguineas mononucleares (Cawthon, 2002; Gil y Coetzer, 2004; Njajou et al., 2007), la
medida de la actividad de la telomerasa (ensayo TRAP) se realizd en células de pacientes tratados con anti-
retrovirales, con resultados variables, en particular de acuerdo con el subtipo de linfocitos T analizados (Effros,
2000).

Los NRTI inhiben la actividad de la telomerasa (Olivero, 2007; Yamaguchi et al., 2001).

Las anomalias de la lamina A comprenden una disminucién de la actividad de la telomerasa, que conduce a un
acortamiento acelerado de los telomeros. Estos efectos se observan en las células de paciente que padecen
progeria, tantas las células se han transfectado o no para sobreexpresar la subunidad catalitica de la telomerasa
(Wallis et al., 2004). Se obtuvieron resultados comparables en fibroblastos de sujetos sanos que sobreexpresan,,
después de transfeccion la lamina A, normal, mutada o suprimida como en la progeria (Huang et al., 2008). La matriz
nuclear y las proteinas de la envoltura nuclear que se le asocian al nivel de la lamina controlan por lo tanto directa o
indirectamente la actividad de la telomerasa (Pandita et al., 2007).

5. Ciertos factores de regulacién de la transcripcién, en particular p53 y NF-kB, estan implicados en el fenémeno de
envejecimiento o su regulacion.

Dos familias de proteinas, p53 (Zafon, 2007) y NF-kB (Hayden y Ghosh, 2004), controlan la transcripcién de genes
muy numerosos y estan implicadas en particular en el fenédmeno de envejecimiento. Estas proteinas también
participan en los mecanismos descritos en las otras teorias del envejecimiento y se relacionan entre si.

Ademas de sus funciones bien caracterizadas en el control del ciclo celular, la respuesta al estrés, oncogénesis, la
reparacion de lesiones del ADN (Fuster et al., 2007; Helton y Chen, 2007; Sengupta y Harris, 2005), p53 interviene
en el envejecimiento celular (véase, por ejemplo: (Bauer y Helfand, 2006; Ben-Porath y Weinberg, 2005; Papazoglu
y Mills, 2007; Sharpless y DePinho, 2002; Tyner et al, 2002). La proteina p53 esta implicada también en las
anomalias inducidas por las laminopatias (Varela et al., 2005), en el funcionamiento de la helicasa cuya mutacion es
responsable del sindrome de Werner (Brosh et al., 2001; Sommers et al., 2005), la regulacién de los teldmeros
(Wynford-Thomas, 1996), el control de la respiracion mitocondrial (Matoba et al., 2006) independientemente del
papel de p53 en la induccién de la apoptosis por su interaccién con las moléculas apoptdégenas de la membrana
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externa (Manfredi, 2003; Mihara et al., 2003; Moll et al., 2005). p53 también regula la ruta metabdlica de « insulina-
IGF1-klotho » (véase a continuacion).

NF-kB también esta en la interseccion de muy numerosas rutas metabdlicas. Su inactivacion por el ARNr
interferencia en fibroblastos en cultivo les protege de la senesencia (Hardy et al, 2005). Ademas, el bloqueo
inducible de la expresién de NF-kB en las células epidérmicas de ratdn ralentiza su envejecimiento a través de las
variaciones de la expresién de numerosos genes analizados por micromatriz (Adler et al., 2007).

6. La teoria « metabdlica » del envejecimiento a través de la restriccion calérica y las rutas de sefalizacion de la
insulina, de NGF1 y de la hormona klotho relacionan a la membrana plasmatica, el nucleo y la mitocondria

La restriccion calérica induce el aumento de la del periodo de vida en los roedores (Bordone y Guarente, 2005).
Activa algunas sirtuina desacetilasas, que dirigen a la vez las histonas (con un remodelado de la cromatina) (Vijg y
Suh, 2006), otras numerosas proteinas nucleares (factores de transcripcion por ejemplo p53, proteinas que
participan en la reparacion del ADN...) y ademas citosélicas (tubulina) y mitocondriales (Guarente y Picard, 2005;
North y Verdin, 2004; Porcu y Chiarugi, 2005).

La restriccién calérica provoca la biogénesis de las mitocondrias a través de la expresion de la NO-sintasa endotelial,
eNOS (Nisoli y Carruba, 2006; Nisoli et al., 2005), dando como resultado del aumento de la produccion de ROS
(Gredilla y Barja, 2005).

Las rutas de sefalizacién de la insulina y el IGF, implicadas en el envejecimiento (Bartke, 2005; Russell y Kahn,
2007) se inhiben por la restriccion calérica (Holzenberger et al., 2004; Masoro, 2004).

La restriccién cal6rica también inhibe las rutas de sefalizacién reguladas por la hormona klotho (Kurosu et al., 2005;
Unger, 2006), cuyas mutaciones estan asociadas con un envejecimiento prematuro en ratones (Kuro-o et al., 1997).
Klotho es un regulador de la respuesta inducida por el receptor FGF-23 (Kurosu et al., 2006). Las mutaciones de
klotho y FGF-23 inducen el mismo fenotipo de envejecimiento prematuro, del que se sabe que esta causado por una
hipervitaminosis D y que se corrige por la supresién de un gen que aumenta el efecto de la vitamina D (Razzaque y
Lanske, 2006). Ademas, Klotho bloquear la respuesta de los receptores Wnt (Liu et al., 2007a), lo que muestra la
variedad de rutas metabdlicas implicadas en el envejecimiento. Por ultimo, la insulina estimula, a través de la
fosfatidil-inositol 3 quinasa, la escision del precursor transmembrana de klotho por metaloproteasas de la familia
ADAM y la liberacion de klotho en el medio extracelular (Chen et al., 2007).

La proteina p53 también esta implicada en la regulacién de estas rutas metabdlicas (Campisi, 2004; de Oliveira,
2006; Kim et al., 2007; Schmid et al., 2007).

La proteina p66°™ representa una de las sefiales de comunicacion entre los receptores de la membrana plasmatlca
para la insulina y para NGF1, el nicleo y la mitocondria (Martin y Friedman, 2004). Los ratones KO p66S “ muestran
una mayor resistencia al estrés y un aumento de su periodo de vida (Migliaccio et al., 1999). p66S ° es una diana de
P53, que se encuentra en la mitocondria desde la que controla el metabolismo y la produccnon de ROS (Migliaccio et
al., 2006; Nemoto et al., 2006; Orsini et al., 2004; Trinei et al., 2002). Una delecion de p66°™ inhibe el envejecimiento
de las células madre cardiacas y previene ataques al corazén, dos fenémenos |ndu0|dos por la diabetes (Rota et al.,
2006). p66ShC también es una enzima redox. Como respuesta al estrés celular, p66 se importa en la mitocondria y
se localiza en el espacio intermembrana en el que sintetiza H>O, (es decir, un 30 % del HxO- celular, siendo
producido el resto por el peroxisoma) utilizando electrones cedidos por el citocromo C (Giorgio et al., 2005). El H20»
podria representar una sefal intracelular de regulacién del periodo de vida (Giorgio et al., 2007).

Descripcion de la invencién

Después de extensas investigaciones, los inventores han mostrado que la combinacién de un inhibidor de la
hidroximetil-coenzima A reductasa (familia de las estatinas) y un inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa (familia de
los amino-bifosfonatos, NBP), o de una de sus sales fisioldgicamente aceptables, es un tratamiento eficaz de
situaciones, patoldgicas o no, relacionadas con la acumulacién y/o la persistencia en las células de proteinas
preniladas, porque en este sentido actia sobre el conjunto de la ruta de prenilaciéon de las proteinas, tanto en C15
como en C20 o en las formas no caracterizadas. Ademas, los inventores también han encontrado que la
combinacién de un inhibidor de la hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa y de un inhibidor de la
farnesil-pirofosfato sintasa presenta un efecto aditivo en la restauracion del fenotipo normal en fibroblastos de
pacientes que padecen Progeria y en ratones que presentan un modelo de dermopatia restrictiva. El efecto de la
combinacion es significativamente superior al del efecto de uno u otro de los inhibidores utilizados individualmente
(Varela et al., 2008 (54 bis)).

La utilizacion de la asociacion en las células de pacientes que padecen Progeria conduce a una inhibicién de la

prenilacion de las proteinas, por lo tanto ha la aparicion de prelamina A no farnesilada, a la mejora de los sintomas
nucleares y a la correccion parcial de anomalias de reparacion del ADN. La inhibicién de la prenilacion también se
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observa en ratones que tienen un modelo de dermopatia restrictiva y en parte restaura el periodo de vida de los
ratones (Varela et al., 2008 (54 bis)).

Los tratamientos anti-retrovirales se dirigen a varias rutas metabdlicas y varios compartimentos celulares, citosol,
nucleoplasma, mitocondria.

Los efectos secundarios de estos tratamientos reproducen ciertos signos clinicos y biolégicos observados en
pacientes que padecen laminopatias genéticas causadas por mutaciones en el gen LMNA o en el gen ZMPSTEZ24.
La caracteristica comun de estas mutaciones es conservar el grupo farnesilo fijado en la lamina A o en la prelamina
A. Este grupo farnesilo ancla la lamina A en la cara nucleoplasmatica de la envoltura nuclear a nivel de la lamina,
mientras que el resto del nucleoplasma esta desprovisto de lamina soluble.

Estas dos anomalias de la distribucion de la lamina A comprenden consecuencias perjudiciales a nivel de varias
rutas metabodlicas nucleares (replicacién y reparaciéon del ADN, transcripcién genética, acortamiento de los
telébmeros...), y también tienen consecuencias perjudiciales en otros compartimentos celulares, incluyendo la
mitocondria. La disfuncion general de la célula provoca su envejecimiento acelerado y la reduccion de su periodo de
vida.

Una familia de tratamientos antirretrovirales, los inhibidores de proteasa, inhiben ZMPSTE24, bloquear la
maduracion de la prelamina A 'y provoca la persistencia en la célula de la prelamina A farnesilada. La figura 9 adjunta
representa de forma esquematica la teoria del envejecimiento desarrollada por los inventores de la presente y
basada en las anomalias de la maduracién de la prelamina A y sus consecuencias funcionales.

Por otra parte, ademas de los efectos indirectos de los inhibidores de la proteasa viral en la mitocondria, una
segunda familia de medicamentos antirretrovirales, los nucledsidos inhibidores de la transcriptasa inversa viral,
alteran directamente la mitocondria, un érganulo del que se dice que las anomalias de su funcionamiento estan
asociadas al envejecimiento.

Por lo tanto con el objetivo es analizar los mecanismos mediante los cuales estos dos tipos de tratamiento anti-
retroviral conllevan el envejecimiento acelerado de los pacientes infectados por el virus del SIDA y verificar que estos
mecanismos son comparables a los que provocan el envejecimiento acelerado de los pacientes que padecen
laminopatia genética.

Los inventores de la presente han deducido que los efectos secundarios descritos anteriormente de los tratamientos
anti-retrovirales se pueden minimizar gracias a una composiciéon que comprende o un tratamiento que combina:

- al menos un inhibidor de la hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa o de una de sus sales
fisiologicamente aceptables, y
- al menos un inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa o de una de sus sales fisiolégicamente aceptables.

Por lo tanto, la presente invencién se refiere a una composicion que comprende:

- al menos un inhibidor de la hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa o una de sus sales
fisiologicamente aceptables, siendo dicho inhibidor una molécula de la familia de las estatinas o una de sus sales
fisiolégicamente aceptables

- al menos un inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa o de una de sus sales fisiologicamente aceptable, siendo
dicho inhibidor una molécula de la familia de los aminobifosfonatos (NBP) o una de sus sales fisiol6gicamente
aceptables, y

- al menos un agente anti-VIH, siendo dicho agente anti-VIH un inhibidor de proteasa o un inhibidor de la
transcriptasa inversa.

Esta composicion se puede destinar, por ejemplo, al tratamiento de situaciones, patoldgicas o no, relacionadas con
la acumulacién y/o la persistencia en las células de proteinas preniladas. En particular con esta composicién es util
para el tratamiento de un paciente infectado por el VIH.

La presente invencién también describe una composicion en la que el agente anti-VIH es un agente anti-retroviral o
una mezcla de agentes anti-retrovirales.

La presente invencién se refiere a una composicién, en la que el agente anti-VIH es un inhibidor de proteasa o un
inhibidor de la transcriptasa inversa.

La presente invencion también se refiere a una composicion de acuerdo con la invencién, en la que el agente anti-

VIH es un inhibidor de proteasa elegido entre el grupo que comprende fosamprenavir, lopinavir, ritonavir,
amprenavir, atazanavir e indinavir.
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La presente invencion también se refiere a una composiciéon de acuerdo con la invencion, en la que el agente anti-
VIH es un inhibidor de la transcriptasa inversa elegido entre el grupo que comprende zidovudina, lamivudina,
didanosina y epzicom.

En la composicion descrita, el agente anti-VIH puede ser una asociacion de una o de varias antiproteasas del virus
y/o de uno o de varios inhibidores de la transcriptasa inversa del virus y/o de uno o de varios inhibidores de la
entrada del virus en las células y/o de uno o de varios inhibidores de la integrasa y/o de cualquier otro tratamiento
que posea un efecto antiviral, en particular cualquier parlamento reconocido por las instituciones reguladoras
nacionales y/o internacionales y por la comunidad cientifica.

La presente invencién también se refiere a una composicion de acuerdo con la invencién, en la que se usan
compuestos que son a la vez inhibidores de la hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa e inhibidores de
la farnesil-pirofosfato sintasa.

De forma muy particular, la composicion de acuerdo con la invencién esta destinada al tratamiento de un paciente
infectado por el VIH y que desarrolla efectos secundarios relacionados con la acumulacion y/o la persistencia en las
células de progerina; incluso de forma mas particular, al tratamiento de situaciones relacionadas con la acumulaciéon
y/o la persistencia en las células de prelamina A farnesilada, tanto si esta, o no, truncada o modificada.

En la presente, se describen inhibidores de la farnesil-pirofosfato sintasa, o una de sus sales fisiolégicamente
aceptables, que se pueden usar en la preparacion de la composicion.

Las sales fisiolégicamente aceptables descritas pueden ser, por ejemplo, sales formadas con los acidos clorhidrico,
bromhidrico, nitrico, sulfarico, fosférico, acidos carboxilicos tales como, por ejemplo, los acidos acético, férmico,
propidnico, benzoico, maleico, fumarico, succinico, tartarico, citrico, oxalico, glioxilico, aspartico, alcano sulfénicos
tales como los acidos metano o etano sulfénicos, arilsulfénicos, tales como los acidos benceno o paratolueno
sulfonicos.

De acuerdo con la invencidn, el inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa es uno de los miembros de la familia de los
aminobifosfonatos (NBP), o una de sus sales fisiologicamente aceptables.

Los polifosfonatos son moléculas sintéticas muy usadas en el tratamiento de en la osteoporosis y de la regeneracién
Osea.

El término fosfonato se aplica a moléculas muy parecidas al fosfato:
I
F

Pt
rRO"/ "R
OFID

Fosfonato

0
IF[
RO~/ “OR
RO
Fosfato

El nucleo de los bifosfonatos (BP) es el equivalente de un enlace PO-P como en el ATP, por ejemplo, pero en el que
el oxigeno esta sustituido por un carbono. Esto confiere una estabilidad bastante particular a estas moléculas.

Un bifosfonato simple seria equivalente al ADP, estando los 2 grupos fosfato (03P-) sustituidos por el grupo
bifosfonato.
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El carbono central, a diferencia del oxigeno de los fosfatos, puede estar incluso implicado en 2 enlaces, y es la
naturaleza de los grupos insertados en este carbono lo que consigui6 la especificidad de los bifosfonatos.

Cuando las cadenas "laterales"” (R1 y R2) comprenden una funcién aminada (NH), o mas generalmente, uno o varios
atomos de nitrégeno, se refiere a amino-bifosfonato, o NBP.

Por supuesto, otro sustituyentes pueden estar fijados en los oxigenos.

El &cido pirofosférico, o pirofosfato en solucion (PPi)

a]

Q
|
HO =P = OH

/ So7 N\
B Ox

o

Acido pirofosforico

se usa en numerosas reacciones metabdlicas como transportador de sustratos, y se restablece al final de la
reaccion. Una de las rutas metabdlicas que usan moléculas acopladas al pirofosfato es la de la prenilacién proteica.

El injerto de un isopentenil-PP (unidad de base en C5) en un geranil-PP (C10) para proporcionar farnesil-PP,
reaccion catalizada por la enzima farnesil-pirofosfato sintasa (FPS), libera un PPi.

Esta etapa es la que esta especificamente inhibida por los NBP.

En este sentido y a modo de ejemplo, el aminobifosfonato (inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa) se puede elegir
entre

- &cido alendrénico o su forma iénica, alendronato;
- &cido clodrénico o su forma iénica, clodronato;

- &cido etidrénico o su forma idnica, etidronato;

- acido ibandrénico, o su forma i6énica, ibandronato;
- acido medroénico o su forma i6nica medronato;

- &cido neridronico o su forma iénica, neridronato;

- acido olpadronico o su forma iénica, olpadronato;
- acido pamidronico o su forma iénica, pamidronato;
- &cido risedrénico o su forma iénica, risedronato;

- &cido tiludrénico o su forma iénica tiludronato;

- &cido zoledroénico o su forma iénica zoledronato;

- acido 4-N,N-dimetilaminometano difosfénico o sa forma iénica, dimetilaminometanodifosfonato;
- difosfonato de a-amino-(4-hidroxibencilideno).

Preferentemente de acuerdo con la invencion, se prefiere usar acido zoledrénico (también denominado acido
zolendroénico) o su forma ionica, zoledronato (también denominado zolendronato).

En la presente invencién, se describen inhibidores de la HMG-CoA reductasa, o una de sus sales fisiologicamente
aceptables, que se pueden usar en la preparacion de la composicion.

De acuerdo con la invencién con el inhibidor de la HMG-CoA reductasa es una molécula de la familia de las
estatinas, ya sea liposoluble o hidrosoluble, o una de sus sales fisiolégicamente aceptables.

Las estatinas se han identificado en hongos. Estas tienen una actividad de inhibicion de la HMG-CoA reductasa,
enzima fundamental de la biosintesis del colesterol y los esteroides, que cataliza la reduccion del glutarato de
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hidroximetilo acoplado a la Coenzima A en el acido mevalénico (mevalonato en solucién). Esta inhibicién esta
asegurada por su analogia estructural con el esqueleto del glutarato de hidroximetilo. La ruta metabdlica implicada
es sin duda la de la biosintesis de colesterol, certamen es la de la sintesis de los grupos prenilo, polimeros de la
unidad de base con 5 carbonos de isopreno usados para modificar aproximadamente 300 proteinas en las células y
para unirlas a una cola lipéfila, lo que permite en particular su anclaje en las membranas.

Los principales poliprenos, todos originados en el piruvato y en la HMG-CoA, son el geranilo (C10), el farnesilo (C15)
y el geranil-geranilo (C20).

En general, todas las estatinas son hepatoselectivas, pero no todas tienen el mismo modo de entrada en las células.
De hecho, tanto pravastatina como rosuvastatina son 2 hidréfilas, por lo tanto hidrosolubles, al contrario de todas las
demas que son lipdfillas, por lo tanto se pueden difundir libremente a través de las membranas plasmaticas (bicapas
lipidicas), lo que explica sin duda su toxicidad méas elevada. Las estatinas hidrosolubles necesitan un transportador
especifico para entrar en la célula, Transportador 3 Anidnico Organico, u OAT3, o SLC22A8 (Takedaa et al., 2004
(46)).

Se usan mucho para el tratamiento de la hipercolesterolemia, y sus efectos secundarios, grados, estan bien
caracterizados. En particular, se trata de casos de rabdomidlisis (de un 1 a un 7 % de los casos segun la molécula
usada, Evans et al., 2002 (12)), cuyo signo precursor, los dolores musculares en el paciente tratado, conlleva la
parada inmediata del tratamiento.

En este sentido y a modo de ejemplo, una estatina se puede elegir entre atorvastatina, simvastatina, pravastatina,
rivastatina, mevastatina (o compactina), fluindostatina, velostatina, fluvastatina, dalvastatina, cerivastatina,
pentostatina, rosuvastatina, lovastatina, pitavastatina, o una de sus sales fisioldgicamente aceptables.

La lovastatina, la pravastatina y la simvastatina son moléculas derivadas de metabolitos fungicos, mientras que las
otras, (atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina, pitavastatina y rosuvastatina) son totalmente sintéticas.
Preferentemente, de acuerdo con la invencién, se usa pravastatina, una estatina seminatural hidrosoluble.

Por supuesto, de acuerdo con la invencién es posible utilizar un, dos o varios inhibidor(es) de la farnesil-pirofosfato
sintasa asociados a un, dos ovarios inhibidos(es) de la HMG-CoA reductasa.

De acuerdo con una forma particular de la invencién, la composicion se puede destinar al tratamiento de los efectos
secundarios del tratamiento anti-VIH, por ejemplo, el envejecimiento de la piel, la pérdida de pelos y/o de cabello,
osteoporosis y lipodistrofia.

La presente invencién también tiene como objeto la composiciéon de acuerdo con la invencién para su aplicacion
como medicamento en el tratamiento de los efectos secundarios de envejecimiento precoz generado(s) en un
paciente por un tratamiento anti-VIH.

De acuerdo con la invencion, el inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa y el inhibidor de la HMG-CoA reductasa
estan presentes en la composicion de forma ventajosa en dosis fisiologicamente eficaces.

De manera general, las cantidades a administrar se pueden adaptar en funcién del paciente, la patologia, modo de
administracion, etc. Se entiende que se pueden realizar aplicaciones repetidas, opcionalmente en combinacién con
otros principios activos o cualquier vehiculo.

En general, la dosis diaria de los inhibidores sera la dosis minima para obtener el efecto deseado.

De acuerdo con la invencion, el inhibidor de la hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa, el inhibidor de
la farnesil-pirofosfato sintasa, y el agente anti-VIH se pueden usar en la composicién, en mezcla con uno o varios
excipientes o vehiculos inertes, es decir, fisioldgicamente inactivos y no toxicos. Por ejemplo, se pueden mencionar
los ingredientes usados habitualmente en los medicamentos destinados al tratamiento de pacientes infectados con el
VIH y que acompanan al agente anti-VIH.

La composicién de la presente invencion también puede comprender al menos otro principio activo, en particular otro
ingrediente terapéuticamente activo, por ejemplo, para un uso simultaneo, separado o escalonado en el tiempo
siguiendo la formacion galénica usada. Este otro ingrediente puede ser, por ejemplo, 1 principio activo usado por
ejemplo en el tratamiento de enfermedades oportunistas que se puedan desarrollar en un paciente infectado por el
VIH.

La composicion de la presente invencion es una composicion que se puede usar a la vez para tratar un paciente
infectado por el VIH y para prevenir y/o tratar desérdenes cutédneos originados por el uso del agente anti-VIH. Esta
composicién se puede usar dentro de una terapia multiple de un paciente infectado por el VIH. El agente anti-VIH
puede ser Unico o multiple (varios agentes anti-VIH en mezcla). En el caso de una terapia multiple (por ejemplo di-,
tri- o tetra-terapia), la mezcla de inhibidores puede acompafar a uno o varios de los agentes anti-VIH.
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El agente anti-VIH también puede ser una asociacién de una o varias antiproteasas del virus y/o uno o varios
inhibidores de la transcriptasa inversa del virus y/o uno o varios inhibidores de la entrada del virus en las células y/o
uno o varios inhibidores de la integrasa y/o cualquier otro tratamiento que posea un efecto antiviral, en particular
cualquier tratamiento reconocido por las instituciones reguladoras nacionales y/o internacionales y por la comunidad
cientifica.

Se describe un método de tratamiento de un paciente infectado por el VIH que comprende la administracion de una
composicion de acuerdo con la invencion. La composicion de la invencién es tal como se ha definido anteriormente.
De acuerdo con la invencién, la administracion se puede realizar siguiendo todas las vias conocidas por el experto
en la materia para la administracion de una composicion anti-VIH. Por ejemplo, se puede tratar de una
administracién realizada por via oral o por inyeccién.

Como se ha indicado anteriormente, la dosis administrada de la composicion de la invencién depende de las
necesidades del paciente y también se determina teniendo en cuenta lo que es fisiolégicamente aceptable para el
paciente.

La cantidad de inhibidores en la composiciéon de la presente invencion puede ser una tal que permita, a modo de
ejemplo, la administracién de una dosis de inhibidor de la hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa de
0,01 a 2 mg/kg de peso corporal y una dosis de inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa de 0,01 a 40 mg/kg de
peso corporal.

De acuerdo con la invencion, a modo de ejemplo, en la composicién de la invencion, la proporcion del inhibidor de la
farnesil-pirofosfato sintasa con respecto al inhibidor de la de la hidroximetil glutaril coenzima A reductasa, o de una
de sus sales fisioldgicamente aceptables, puede estar comprendida entre 0,01 y 0,2, de manera preferente de 0,05 a
0,35.

La cantidad de agente anti-VIH en la composicion de la presente invencién se determina de manera clasica
siguiendo los conocimientos actuales del experto en la materia en el tratamiento de pacientes infectados por el VIH.
Se puede elegir, por ejemplo, entre las usadas de forma clasica en los pacientes infectados por el VIH.

Algunos ejemplos de concentracion de agente anti-VIH para cada uno de los ejemplos de agente anti-VIH descritos
en la presente invencion y cada una de las letras o asociacion de agentes anti-VIH descritos en el presente
invencién, se proporcionan en el Diccionario VIDAL (marca registrada), por ejemplo, en la Edicion de 2007. Las
concentraciones indicadas en este Diccionario son ademas las autorizadas por el ser humano.

La presente invencidn también se refiere a un método para tratar los efectos secundarios de envejecimiento precoz
y/o lipodistrofia generado(s) en un paciente sometido a un tratamiento anti-VIH, comprendiendo dicho método, que
se describe, la administraciéon de una mezcla que comprende al menos un inhibidor de la hidroximetilglutaril-
coenzima A (HMG-CoA) reductasa y al menos un inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa.

La presente invencién también tiene como objeto una composicion de acuerdo con la invencién para su aplicacién
como medicamento en el tratamiento de los efectos secundarios de envejecimiento precoz generado(s) en un
paciente por un tratamiento anti-VIH.

Las condiciones, cantidades y vias de administracion pueden ser las que se describen en la presente invencién, por
ejemplo como se ha mencionado anteriormente. El agente anti-VIH es por ejemplo un agente anti-VIH o una
asociacion tal como se ha definido anteriormente.

Una aplicacion de la mezcla de inhibidores mencionados anteriormente como adyuvante de tratamientos que tiene
un efecto yatrégeno, por ejemplo un envejecimiento anticipado, cuya aplicacion, por ejemplo como "adyuvante para
las terapias anti-VIH que comprenden al menos una anti-proteasa” que implica en particular este efecto yatrégeno,
se describe. Por lo tanto, cualquier tratamiento que genere los efectos secundarios mencionados en la presente
invencion esta incluido por la presente.

La presente invencién también tiene como objeto una composicion de acuerdo con la invencién para su aplicacion
como medicamento en el tratamiento de los efectos secundarios de envejecimiento precoz generado(s) en un
paciente por un tratamiento anti-VIH utilizando un inhibidor de proteasa o un inhibidor de la transcriptasa inversa.

La presente invencion también describe un método de tratamiento de un paciente infectado por el VIH que
comprende, en cualquier orden, las etapas siguientes:

- administracion de una mezcla que comprende al menos un inhibidor de la hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-

CoA) reductasa y al menos un inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa,
- administracién de un agente anti-VIH,
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en el que las administraciones son simultaneas, sucesivas o alternativas.

La presente invencion también tiene como objeto una composicidon para su aplicacion como medicamento en el
tratamiento del VIH que comprende, en cualquier orden, las etapas siguientes:

i. administracion de una mezcla que comprende al menos un inhibidor de la hidroximetilglutaril-coenzima A
(HMG-CoA) reductasa, siendo dicho inhibidor una molécula de la familia de las estatinas o una de sus sales
fisiolégicamente aceptables, y al menos un inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa, siendo dicho inhibidor una
molécula de la familia de los aminobifosfonatos (NBP) o una de sus sales fisiologicamente aceptables

ii. administracion de un agente anti-VIH, siendo dicho agente anti-VIH un inhibidor de proteasa o un inhibidor de
la transcriptasa inversa,

en la que las administraciones son simultaneas, sucesivas o alternativas.

De acuerdo con la invencién, dicha mezcla y dicho agente anti-VIH se pueden coadministrar. Esto se une al método
de la invencién definido anteriormente.

De acuerdo con la invencidn, el agente anti-VIH puede ser tal como se ha definido anteriormente.

De acuerdo con la invencion, al menos una de las administraciones se puede realizar por via oral o por inyeccion.
Las dos administraciones se pueden realizar de la misma manera o de manera diferente.

En otros términos, incluso si en la presente descripcion se hace referencia a una composicion, se entiende bien que
cada uno de los compuestos de la composicidn se puede administrar de forma simultanea con los otros compuestos
(por ejemplo, en una sola composicidon o en dos composiciones o0 en tres composiciones, comprendiendo cada una
de estas composiciones uno o varios de los compuestos mencionados anteriormente, pudiendo ser el modo de
administracion de cada uno de los componentes o composicibn o composiciones idéntico o diferente), o
independientemente los unos de los otros, por ejemplo, de forma sucesiva, por ejemplo, administracion
independiente de un inhibidor de la hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa, administracion
independiente de al menos un inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa y administracién independiente de un
agente anti-VIH, siendo realizadas estas administraciones en un mismo paciente, de forma simultanea o sucesiva o
alternativa, en un orden que se ha mencionado anteriormente o en otro orden. Estas diferentes administraciones se
pueden realizar, independientemente la una de la otra o de manera unida (composicion o coadministracion),
mediante un modo de administracion idéntico diferente (inyeccién, ingestion, aplicacién tépica, etc.), una o varias
veces al dia, durante uno o varios dias sucesivos o no.

La administracion de dicha mezcla de inhibidores se puede realizar por ejemplo con una dosis de inhibidor de la
hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa de 0,01 a 2 mg/kg de peso corporal y con una dosis de
inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa de 0,01 a 40 mg/kg de peso corporal.

La administracién del agente anti-VIH se puede realizar como se ha indicado anteriormente.
A modo de ejemplo Unicamente, en la tabla se describen posologias que se siguen para la realizacion de uno otro de

los métodos definidos anteriormente. A partir de esta tabla se pueden deducir algunos ejemplos de cantidades de
inhibidores y de agente anti-VIH en una composicion de acuerdo con la presente invencion.

Posologia 1 Posologia 2 Via Intervalo amplio anti-VIH

Pravastatina | 10 a 20 mg/d 20 a 40 mg/d oral 1 a 100 mg/d
Simvastatina 10 mg/d 10 a 40 mg/d oral 1 a 100 mg/d
Alendronato 10 mg/d 20 a 40 mg/d oral 1 a 50 mg/d
Zolendronato 4mg/3s de 0,20 mg/d \% 0,01 a 0,50 mg/d
Pamidronato | 15 a 90 mg/d - \% 12100 mg/d
Clodronato 1600 mg/ en dos veces oral 100 mga?2g/d

« [V » significa por via intravenosa

« d » significa « dia ». Dosis/d = dosis/dia.

De acuerdo con la invencién, las posologias con respecto al agente anti-VIH que se pueden usar para la realizacion
de la presente invencién pueden ser las conocidas por el experto en la materia. Se puede tratar, por ejemplo, de
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posologias descritas en el Diccionario VIDAL (marca registrada), por ejemplo en la Edicién de 2007. Para cada uno
de los ejemplos de agente anti-VIH descritos anteriormente y para cada una de las mezclas o asociacion de agentes
anti-VIH descritos anteriormente, también se encontraran, en el Diccionario VIDAL (marca registrada), por ejemplo,
en la Edicién de 2007, posologia si se pueden usar para realizar la presente invencion.

Con la lectura de los ejemplos que siguen a continuacién proporcionados de modo ilustrativo e ilustrados con las
figuras adjuntas podran aparecer incluso otras ventajas para el experto en la materia.

Breve descripcién de las figuras

- La Figura 1 ilustra los resultados obtenidos en Transferencia de Western en fibroblastos de muestra "normales”
tratados con dosis crecientes de una estatina hidrosoluble (pravastatina P, 20 a 100 uM), y un aminobifosfonato
(NBP, zoledronato Z, 20 a 100 uM) (Pistas A a |, respectivamente P20/220, P20/Z260, P20/Z2100, P60/Z20.
P60/260, P60/Z100, P100/Z220, P100/260, P100/Z100). La pista J es un control positivo de presencia de
prelamina A (fibroblastos de pacientes DR), la pista K es el control negativo, tratado con el disolvente solo (PBS).

- LaFigura 2 ilustran los resultados obtenidos con las dosis eficaces de cada uno de los productos.

- La Figura 3 ilustra el efecto superior obtenido durante la administracion de 2 productos juntos.

- La Figura 4 ilustra la accion de la asociacion de los 2 productos en células envejecidas.

- La Figura 5 ilustra la multiplicacion celular de los fibroblastos por medida del indice mit6tico en funcion de las
condiciones de cultivo celular. El indice mitético corresponde a la relacion entre el nimero de nulcleos
etiquetados (que entran en division) con respecto al nimero de nucleos totales del campo observado en funcion
de cada tratamiento.

- Figura 6: Representacion esquematica de la teoria mitocondrial del envejecimiento. Las dianas mitocondriales de
los tratamientos antirretrovirales. Leyenda: NRTI: nucledsidos inhibidores de la transcriptasa inversa, Pl: inhibidor
de la proteasa, ADNmt: ADN mitocondrial y ROS: especie reactiva del oxigeno.

- Figura 7: Representacién esquematica de la ruta de biosintesis de los isoprenoides y sus inhibidores.

NBP: aminobifosfonato
FTI: inhibidor de la farnesil-transferasa
GGTI: inhibidor de la geranil-geranil transferasa

- Figura 8: Representacién esquematica de la maduracion post-traduccion de la prelamina A, su importacion
nuclear y su localizaciéon en el nucleoplasma.

a : prelamina A normal

b : maduracién de la prelamina A suprimida en progeria (progerina) o durante la mutacién de la proteasa
ZMPSTE?24 en la dermopatia restrictiva. Los inhibidores de la proteasa del virus del SIDA (PI) inhiben
ZMPSTE24 NPC : poro nuclear

NE : envoltura nuclear

HGPS : Sindrome de progeria de Hutchinson-Gildford

RD : dermopatia restrictiva.

- Figura 9: Representacion esquematica de la teoria del envejecimiento basada en las anomalias de las laminas
sus consecuencias funcionales. Leyenda: Pl: inhibidores de la proteasa viral.

- Figura 10: Transferencia de Western mostrando que el bloqueo de la prenilacion de la prelamina A necesita a la
vez la inhibicion de la farnesil-transferasa y de la geranil-geranil-transferasa de tipo I. Deteccién de la lamina A/C
en células Hela tratadas con inhibidores de la farnesil-transferasa y/o de la geranil-geranil-transferasa de tipo .
LA =lamina A, LC = lamina C, Pre = prelamina A.

- Figura 11: Andlisis por espectrometria de masas de proteinas extraidas de la envoltura nuclear de células no
tratadas (a), de células de pacientes con progeria tratados con FTI (2,5 uM, b) o tratados con la mezcla de
pravastatina + zoledronato (cada uno 1 uM, c).

- Figura 12: Analisis por espectrometria de masas de proteinas extraidas de la envoltura nuclear de fibroblastos no
tratados (a) o tratados con la mezcla de pravastatina + zoledronato (cada uno 1 uM, b) que provienen de ratones
Zmpste24™.

- Figura 13: La lamina A (células de control) y la prelamina A (células de raton Zmpste24'/') se analizaron por
espectrometria de masas (MALDI-ToF). a, b: partes del espectro que corresponden a los péptidos tripticos
farnesilados (a) y geranilgeranilados (b).

- Figura 14: representaciones de resultados de diferentes experimentos que demuestran el efecto sinérgico de la
combinacién de pravastatina + zoledronato en la acumulaciéon de prelamina A en células de control y de
pacientes con progeria: (a) Deteccion inmunocitoquimica de la lamina A/C y de la prelamina A en fibroblastos
humanos normales, no tratados, tratados con pravastatina y/o parzoledronato. (b) Deteccién inmunocitoquimica
de la lamina A/C y de la prelamina A en fibroblastos humanos normales y de pacientes con progeria tratados con
la combinacién de pravastatina + zoledronato. (c) Anadlisis cuantitativo del efecto del tratamiento con
pravastatina + zoledronato en la morfologia nuclear de las células de pacientes con progeria. (d) Analisis
cuantitativo del efecto del tratamiento con pravastatina + zoledronato en la morfologia nuclear de células de
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pacientes con progeria en presencia de farnesol, geranilgeraniol o de los dos compuestos. Barras de error =
media * error estandar de la media. Barra de escala = 10 pm.

Figura 15: representacion de los resultados del tratamiento con pravastatina + zoledronato que muestran la
correccion de la morfologia nuclear y la induccion 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 con progeria. (A)
Inmunofluorescencia y microscopia confocal. Las imagenes a a ¢ de cada panel son proyecciones de la
intensidad media de 27 imagenes de la pila y muestran los tubulos del reticulo nuclear etiquetados con
calreticulina en las células de progeria incubadas con PBS. Imagenes d a |: cortes confocales aislados de 0,2 pm
de espesor. Efecto del tratamiento con pravastatina + zoledronato (g) y (h). (B) Colocalizacién de la lamina B1 y
de la calreticulina. Barra de escala = 5 pm.

Figura 16: representacion del efecto de la pravastatina y del zoledronato asociados o no en la morfologia nuclear
de células de ratén Zmpste24 (a) y de ratones de control (b) en cultivo, en presencia de farnesol, geranilgeraniol
o de las dos moléculas.

Figura 17: Efecto del tratamiento con pravastatina + zoledronato en las anomalias de la reparacién de rupturas
de la doble hebra (DSB) del ADN en las células de pacientes con progeria. Inmunodeteccién de focos de la
histona H2AX fosforilada detectados 24 h después de radiacion, focos que corresponden a las rupturas de la
doble hebra no reparadas (imagenes de la parte superior). Marcado nuclear de DAPI (imagenes de la parte
inferior). Curvas de la parte inferior: evolucién del nimero de focos de histona H2AX fosforilada en funcion del
tiempo después de radiacion en las células de control (cuadrado relleno) y las células de progeria (circulo vacio)
incubadas con PBS o tratadas con pravastatina + zoledronato. Cada curva representa la media + error estandar
de la media de al menos 3 experimentos.

Flgura 18: Efecto del tratamiento con pravastatina + zoledronato en el fenotipo progeroide de ratones Zmpstez4 )
: (@) Fotografias representativas de ratones Zmpste24 con 3 meses de edad, Zmpste24 y Zmpste24” o
tratados con la combinacion de pravastatina + zoledronato Barra de escala = 1 cm. (b) Peso de los ratones
Zmpste24 con 3 meses de edad (n = 12), Zmpste24 (n=13)y Zmpste24 tratados (n = 15). (c) Curvas de
Kaplan-Meier que muestran un aumento significativo del periodo de vida de los ratones Zmpste24™ tratados (d)
Representacion tridimensional - mediante microtomografia informatizada de la tibia de raton Zmpste24 tratado y
no tratado (imagen de la parte superior). El panel de la parte inferior representa el volumen 6seo relativo y el
namero de trabéculas del hueso en los ratones Zmpstez4/ no tratados y tratados. ( ) Cuantificacion de las
anomalias nucleares de los hepatocitos de raton Zmpste24*’* Zmpste24 y Zmpste24 tratados. Las flechas de
color blanco muestran los nicleos anémalos. Barra de escala = 10 um. (f) ExpreS|on relatlva de los genes diana
de la p53 en el higado y el corazon de los ratones Zmpste24+’+ Zmpste24 y Zmpste24 tratados, analizada 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.
Figura 19: Efecto de la pravastatina sola o del zoledronato durante el periodo de vida de los ratones Zmpste24
Curvas de Kaplan-Meier de pravastina sola (a) y de zoledronato solo (b) en ratones Zmpstez tratados (diamante
vacio) y no tratados (circulos rellenos).
Figura 20: Efecto de un tratamiento con pravastatlna + zoledronato durante el periodo de vida de ratones Lmna”:
Curvas de Kaplan-Meier a partir de ratones Lmna” tratados con pravastatina + zoledronato (n= 12, diamante
vacio), en comparaciéon con el de ratones no tratados (circulos rellenos, n = 11).

Ejemplos

EJEMPLO 1: Efecto aditivo de la asociacion de un inhibidor de la hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA)
reductasa hidrosoluble (una estatina hidrosoluble: pravastatina) y de un inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa (un
aminobifosfonato: zoledronato) en cultivos de células normales y progeroides

A. PROTOCOLOS

A.1 Células en cultivo celular

Las lineas de células son o bien fibroblastos AG16409 de control que provienen del Instituto Coriell, o bien
fibroblastos obtenidos de biopsias de pacientes que padecen Dermopatia Restrictiva. Se cultivan a 37 °C en
atmosfera de CO; al 5 % en habitacion P2.

El medio de cultivo completo habitual es

RPMI (Invitrogen) complementado con

Suero Bovino Fetal al 20 % (Invitrogen)

L-Glutamina 200 mM (Invitrogen)

Mezcla de Penicilina/Estreptomicina/Fungizona 1 X (Solucién de reserva 100 X, Cambrex)

A.2 Recogida de las células
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La recogida de las células se realiza por tripsinacién de la manera siguiente (protocolo para un matraz grande, 75
cm?, BD Falcon):

- El medio se aspira;

- Las células se lavan con 10 ml de PBS 1X (Invitrogen):

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

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

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

- Las células experimentan por centrifugacion durante 10 min a 1000 revoluciones por minuto a 16 °C;

- El sedimento se vuelve a suspender en 2 ml de PBS 1X, y se vuelve a centrifugar en las mismas condiciones.
Las células obtenidas o bien se congelan para un uso posterior, o bien se trasplantan a partir de este sedimento
lavado.

A.3 Tratamientos

La solucién de pravastatina (una estatina hidrosoluble) utilizada se prepara como sigue a continuacion:

40 mg de pravastatina (Sigma Aldrich, P4498) se recogen en agua estéril para constituir una solucién de reserva
a 10 mM.

Las concentraciones finales sometidas a ensayo fueron de 500 nM, 1,5, 50 y 100 uM, obtenidas diluyendo la
solucién de reserva en medio completo.

La solucién de zoledronato (NBP) utilizada se prepara como sigue a continuacion:

Una solucién de reserva 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 finales sometidas a ensayo fueron de 500 nM, 1, 5, 50 y 100 pM, obtenidas diluyendo la
solucién de reserva en medio completo.

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

Aproximadamente 7,5 x 105 células se siembran en un matraz grande y se cultivan en las condiciones
mencionadas anteriormente hasta casi confluencia (4 dias).

Después de 4 dias, las células se lavaron con PBS 1X, y se recogen en medio completo complementado con el
tratamiento.

Las células se incuban el tiempo del tratamiento (de 6 a 72 h, de forma secuencial o simultanea) en la incubadora a
37 °C.

Al final del tratamiento, las células se tripsinizan (protocolo mencionado anteriormente) y el sedimento obtenido se
almacena a -80 °C hasta la extraccion de las proteinas.

A.4.2 Extraccion de las proteinas por transferencia de Western

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

Triton X 100 1%

SDS 0,1 %
Desoxicolato sédico 0,5 %
NaCl 50 mM
EDTA 1 mM
Tris HClapH 7,4 20 mM

Inhibidor de proteasa (Roche 11697498001) 1 pastilla para 50 ml

De forma extemporanea, se afade
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Ortovanadiato s6dico 1 mM

PMSF 1 mM

Las células se exponen a una sonicacion 2 veces durante 30 segundos (Brandson Sonifier Cell Disruptor B15).

5
Los residuos celulares centrifugan durante 10 min a 10 000 revoluciones por minuto a 4 °C.
El sobrenadante proteico se conserva a -80 °C hasta su utilizacion.
La dosificacién de las proteinas se realiza en el momento de la descongelacion.
10

A.4.3 Transferencia de Western
Gel

15 Normalmente se usa un gel de acrilamida al 8 % para detectar las diferentes formas de laminas A/C.

Acrilamida/bisacrilamida 37/1 8 %
Tris HCl a pH 8,8 375 mM
SDS 0,1 %
APS 0.1 %
TEMED 0,01 %

Un gel de concentracién se vierte en el gel de separaciéon

Acrilamida/bisacrilamida 37/1 3%
Tris HCl a pH 6,8 375 mM
SDS 0,1 %
APS 0.1 %
TEMED 0,01 %
20
La concentracion de proteinas de las muestras de ensayo se dosifica, y las alicuotas se ajustan a 50 ug obtuvo en
tampodn de lisis en csp 15 pl.
A cada muestra de ensayo se afiaden 5 pl de tamp6n de carga
25
SDS 4%
Tris HCla pH 6,8 100 mM
SDS 20 %
B-mercaptoetanol 20 %
Azul de bromofenol trazas
Las muestras de ensayos desnaturalizan por calentamiento 5 min a 95 °C y se depositan en los pocillos.
La migracion se produce a 50, a continuacién a 100 Voltios, en un tampén
30
SDS 0,3 %
Glicina 1,44 %
SDS 0,1 %

=> Transferencia
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La membrana de transferencia (Hybon P, Amersham Biosciences) se prepara por inmersién en etanol, seguido de
un bafo de 5 min en agua estéril, y 10 min en el tampon de transferencia:

Base Tris 12 mM
Glicina 96 mM
Etanol 20 %

El gel se humidifica durante 20 min en el tampdn de transferencia, a continuacién se monta el sandwich (sistema
Mini-protean, Biorad).

La transferencia se produce en general por la noche, en camara fria, a 10 Voltios.
La membrane se aclara en PBS 1X, se conserva en humedad, y se utiliza tal como para la deteccion.
=> Deteccion

La membrana se incuba 1 h a temperatura ambiente en una solucion de saturacién:

Caseina 10 %
Tween 20 0,1 %
PBS 1X

Se aclara 2 veces 10 min en un tamp6n de lavado (Tween 20 al 0,1 % / PBS 1X).

El anticuerpo primario se diluye en el tampén de saturacion (detalles y dilucién, véase a continuacién
inmunoetiquetado).

La membrana se incuba con los anticuerpos primarios 1 h a temperatura ambiente con agitacion.
Al final, se aclara 3x con tamp6n de lavado, a continuacién se lava 3x 15 min con el mismo tampén.

El anticuerpo secundario (sistema acoplado a peroxidasa, Jackson Immunoresearch) se diluye a 1/10000e en
tampon de saturacién.

La membrana se incuba con esta solucion de 30 a 45 min a temperatura ambiente con agitacion.
Al final, se aclara 3x con tamp6n de lavado, a continuacién se lava 3x 15 min con el mismo tampén.

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

Después de revelacién, la membrana se expone en pelicula Biomax MR (Kodak), el tiempo necesario para tener una
senal satisfactoria.

A.5 Inmunoetiquetado

A.5.1 Preparacion de las células

Un cultivo de células se tripsiniza, y se hace recuento de las células en cdmara de Neubauer.

Los pocillos de cultivo de tipo Labtech (Nunc, ref. 177399) se siembran, a razén de 5 x 10* células por pocillo.

El medio de cultivo completo se suplementa con el o los tratamientos (estatina, NBP, los 2), y las células se cultivan
durante el tiempo ad hoc.

Al final, el medio de cultivo se aspira, los pocillos se desmontan.
Los portaobjetos se lavan en PBS 1X.

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

Se realiza un lavado de 10 min en PBS 1X.
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Las células se deshidratan con bafios sucesivos de 3 min en soluciones de porcentaje etandlico creciente (70, 90,
100 %, repitiéndose este ultimo bafo).

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

Después de descongelacién, las células se incuban 5 min a temperatura ambiente en camara hiimeda 50 ul de una
solucién de permeabilizacion:

PBS 1X

Triton X100 0,5 %

RNS 5%

(Suero Normal de Conejo, Vector S5000)

Inhibidor de Proteasa 1 pastilla para 50 ml

(Roche 11697498001)

Se realizan 3 bafios de incubacion previa de 15 min cada uno en 50 pl de la solucién de incubacién:

PBS 1X
RNS 5%
Inhibidor de Proteasa 1 pastilla para 50 ml

(Roche 11697498001)

El anticuerpo primario se diluye a 1/100° en 50 ul de solucién de incubacién y se pone en contacto con células
durante 1 h la temperatura ambiente en camara hiumeda.

Los anticuerpos primarios usados son de 2 tipos:

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

Se realizan 3 aclarados en 50 pl de PBS 1X durante 15 min cada uno.

La incubaciéon con el anticuerpo secundario se produce durante 1 h en 50 ml de soluciéon de incubacién a
temperatura ambiente en camara hiumeda. 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 en 50 pl de PBS 1X durante 15 min cada uno.

Se realiza una incubaciéon con 100 ul de solucion de DAPI de 50 ng/ml (SERVA, ref. 18860) durante 15 min a
temperatura ambiente en camara humeda.

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

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

A.5.3 Montaje

Las células se sumergen en una gota de VectaShield (Vector), recubiertas por una lamina de cubreobjeto y se
observan en un microscopio de fluorescencia (Leica DMR, Leica Microsystems), equipado con un sistema de camara
cooISNAP (Princeton).

B. RESULTADOS

B.1. Transferencia de Western (Figura 1)

Los fibroblastos de control "normales” se trataron con una estatina hidrosoluble (pravastatina P, 20 a 100 uM), y con
un aminobifosfonato (NBP zoledronato Z, 20 a 100 uM) en asociacion (Pistas A a |, respectivamente P20/Z20,
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P20/260, P20/Z100, P60/Z20, P60/260, P60/Z100, P100/Z20, P100/Z60, P100/Z100). La transferencia de Western
muestra "la aparicion" de una banda correspondiente a la del tamafo de la prelamina A no madura (no truncada) en
funcion del aumento de la concentracion de las dos moléculas, lo que confirma que la farnesilacién es necesaria
para la maduracién de la lamina A. Este resultado muestra que el bloqueo de la sintesis de la farnesil-PP en 2
puntos de la ruta metabdlica es méas eficaz que un bloqueo en un solo punto con respecto a la inhibicion de la
farnesilacién de la prelamina A, al menos ex vivo.

B.2. Respuesta de dosis y duracién en inmunohistoquimica (Figura 2)

Las curvas de dosis-respuesta y de duracién-respuesta permitieron determinar una eficacia maxima en la medida de
2 parametros en células de control sanas por un lado, y a continuacién en células de pacientes con HGPS.

La asociacién de pravastatina (hidrosoluble) / zoledronato (NBP) mas eficaz se obtuvo mediante una administracion
de 1 uM de pravastatina durante 24 h, zoledronato durante 12 h en las células sanas. No se observé ninguna
toxicidad. Sobre las células HGPS (Células con anomalias nucleares), usando el mismo protocolo de administracion,
el numero de nucleos "deformados” disminuy6 de un 75 % a un 40 %. Se realizé la medida del indice de prelamina A
obtenida en células sanas. Esta medida mostré que este indice es maximo.

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

La accion combinada de pravastatina y zoledronato, tratamiento: Pravastatina 50 uM durante 12 h, Zoledronato 20
UM durante 6 h, muestra una eficacia mejor, ya que el indice de prelamina A producida en células sanas tratadas
(calculada en un 35%) es mucho mas elevada en asociacion que estas moléculas se afaden solas
(respectivamente un 25 % y un 15 %). Ademas, el indice de nucleos deformados (signo de una toxicidad en las
células sanas) es minimo (inferior a un 10 %), e inferior al que se encuentra en células tratadas solamente con
pravastatina (aproximadamente un 12 %).

B.4. Accibn en células envejecidas en inmunohistoquimica (Figura 4)

En funcion del nimero de "pasajes" (niUmero de células trasplantadas), por lo tanto, de la edad de las células, la
proporcion de nucleos anémalos aumenta. Esta caracteristica es habitual de las células HGPS no tratadas. Si las
células HGPS se tratan con Pravastatina 1 uM durante 24 h y Zoledronato 1 uM durante 12 h., esta proporcion se
mantiene, e incluso disminuye un poco (menos de un 40 % con respecto a mas de un 80 % en las células tratadas
con un placebo).

B.5. Conclusién

La asociacion de pravastatina/zoledronato es eficaz a dosis para las que no se observa casi ningin efecto con las
moléculas administradas por separado.

El efecto fisiologico del bloqueo de la ruta de prenilaciéon se obtiene por lo tanto con dosis bastante inferiores a las
usadas en el tratamiento Unico en articulos publicados en cultivos de células (Kusuyama et al., 2006 (27), solamente
10 uM de pravastatina en precursores de células vasculares; Flint et al., 1997 (13), solamente 25 uM de pravastatina
en células de musculo de rata neonatal).

EJEMPLO 2: Efecto de una composicién de acuerdo con la invencion que comprende un inhibidor de la
hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa hidrosoluble y un inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa en
la divisién de fibroblastos humanos envejecidos y en fibroblastos humanos jovenes

A. OBJETO DEL EJEMPLO

En el presente ejemplo, se midié la evaluacién del efecto in vitro de una composicién de acuerdo con la invencion
que comprende un inhibidor de la hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa hidrosoluble y un inhibidor
de la farnesil-pirofosfato sintasa en el indice de divisién celular (indice mitético) de fibroblastos. También se realizé
una comparacion del efecto de la composicién en fibroblastos humanos envejecidos con respecto a fibroblastos
humanos jévenes. El nimero de agentes activos usados en este experimento es de cuatro, siendo los productos
usados en combinaciones de dos a dos. Los agentes activos usados son:

A1: Zolendronato
A2: Alendronato

B1: Pravastatina
B2: Simvastatina

Las asociaciones en particular que se usaron en este ejemplo son: A1B1, A1B2, A2B1, A2B2.
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B. PROTOCOLO

En este ejemplo, se pusieron en cultivo dos lotes de fibroblastos, fibroblastos envejecidos (n.? de lote: 9052) y
jovenes (n.° de lote : 7080), en un medio RPMI (Invitrogen) que contenia suero de bovino fetal al 10 % sin
antibiéticos durante 24 h después de tripsinacién en los envases proporcionados.

Los diferentes agentes activos se afiaden a una concentracion final de 1 uM cada uno durante 24 h (se realizé una
dilucién a 1000 de una solucién de reserva en agua para los compuestos A1, A2 et B1, o en etanol al 100 % para el
compuesto B2).

El indice mitético se evalué mediante incorporacién de Bromo-desoxi-uridina (BrdU) durante 45 minutos después de
un periodo de incubacién de 24 h de las células con una de las combinaciones de agentes activos. Una revelacién
inmunohistoquimica permitié revelar las células en fase de sintesis de ADN (célula en divisién previa). Una
coloracién de los nucleos (del material genético) se realizé6 mediante incorporacion de di-amino fenil indol (DAPI).

La entrada de 6 campos microscépicos (OLYMPUS IX 70) permiti6 una medida del indice mitético mediante analisis
de imagenes (OLYMPUS AnalySIS). El indice mitético corresponde a la proporcion del nimero de nucleos que han
incorporado BrdU con respecto al numero de ndcleos que han incorporado DAPI. Un indice medio se calcula de
forma estadistica con una desviacién estandar (desviacion tipica) comprendido entre 0,005 y 0,061.

Un ensayo de Student bilateral permiti6 medir la significacion estadistica de los resultados obtenidos.
C. RESULTADOS
C.1. Observacion visual general de las células

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

Les fibroblastos jovenes mostraron una capacidad de divisién superior a la de los fibroblastos envejecidos. La
capacidad de divisién de los fibroblastos envejecidos era inferior a un 5 %, mientras que la capacidad de divisién de
los fibroblastos jévenes era de un 15,6 %. Por tanto la diferencia de capacidad de divisiéon entre les fibroblastos
envejecidos no tratados y les fibroblastos jovenes no tratados era igual a 3.

En el transcurso de la realizacion de este ejemplo, no se observé ninguna toxicidad visualmente después de 24 h de
incubacién de los fibroblastos con las combinaciones de agentes activos sometidos a ensayo.

En el transcurso de la realizacién de este ejemplo, no se observd ningun efecto téxico del etanol (0,1 % final)
después de 24 h de incubacion.

D. EVALUACION DEL iNDICE MITOTICO (Figura 5)

De una manera general, el nimero de fibroblastos envejecidos sin ningun tratamiento en fase de sintesis de ADN
era extremadamente bajo: menos de un 5 % (véase la figura 5, columna 1).

El indice mit6tico ya no era mas elevado para los fibroblastos jévenes: del orden de un 15 % (véase la figura 5,
columna 6).

Por comparacién con los fibroblastos envejecidos de control sin ningun tratamiento, los fibroblastos de control
expuestos al etanol (0,1 % - 24 h), no presentan una diferencia significativa (p = 0,11, n = 6) de subindice mitético.
Entonces, los valores se reagruparon (Control, n = 12).

Los resultados presentados en la figura 5, columna 2, maestra, en el indice mitético de los fibroblastos envejecidos
un efecto activador de A1B1 - Zolendronato-Pravastatina con respecto al control (estimulacion de un factor 2
maximo) (p < 0,001, n > 6).

Por lo tanto este ejemplo muestra que la aplicacion de la combinacién de Zolendronato-Pravastatina tiene un efecto
activador de la divisién celular de fibroblastos del sujeto envejecido.

Ejemplo 3: Efecto de la asociacion de un inhibidor de la hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa
hidrosoluble y de un inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa en un modelo de ratén que presenta un sindrome
progeroide

Los ratones KO Zmpste24'/ usados en este ejemplo son los descritos en el articulo mencionado por Varela et al.,
2005 (49). Una prueba de eficacia de la asociacion de las 2 moléculas (pravastatina y zoledronato) fue aportada en
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colaboracion con un laboratorio espanol (Pr C. Lopez-Otin). La eficacia se obtiene a dosis combinadas que no tienen
efecto cuando los productos se usan por separado, lo que demuestra un efecto aditivo.

Las 2 moléculas (100 pg/kg/dia de Acido zoledrénico (Zometa (marca registrada)) y 100 mg/kg/dia de Pravastatina)
se diluyeron en PBS 1X y se inyectaron por via intraperitoneal, diariamente, en ratones envejecidos de 1 mes y
hasta su muerte. Los controles son ratones silvestres de la misma camada, tratados solamente con PBS IX.

La supervivencia de los ratones tratados mejoré en gran medida, es maxima en particular para las hembras, con una
prolongacién de la duracién de vida media de aproximadamente un 80 %. Todos los sintomas clinicos de la
enfermedad se reducen de forma considerable con respecto a los individuos solamente tratados con PBS. En
particular, se observé un efecto del tratamiento en la piel y la regeneracion del pelo de estos ratones con respecto a
los ratones tratados con PBS, que mostraban grandes zonas sin pelo.

EJEMPLO 4: Efectos de la asociacion de un inhibidor de la hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa
hidrosoluble y de un inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa en extractos ex vivo de piel humana.

A. Protocolo

En el presente ejemplo, los ensayos se realiza en una piel que proviene de un donante envejecido de
aproximadamente 60 afios. Se realiza una preparacion de 21 explantes de piel humana y se deja que sobreviva en
medio BEM (Medio de Explantes de BIO-EC).

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

- TO Control Plastia: 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.1. Tratamiento

El tratamiento se realiza en dias diferentes, el primer dia (J0), 2 horas después de la preparacion de los explantes, a
continuacion en el dia J+1, J+2 dias, J+4 dias, J+6 dias, J+8 dias y J10+ dias.

Los productos se aplican en los explantes como sigue a continuacion:

- T los explantes no recibe ningln tratamiento,

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

- P1 cada uno de los explantes recibe, y en cada tiempo de tratamiento, 2 mg del producto P.

El tratamiento se realiza mediante aplicacion tépica de la composicién de la invencién. La composicion se reparte a
continuacion en toda la superficie del explante, con la ayuda de una espatula. La mitad del medio de cultivo se
renueva cada dos dias y los explantes se ponen en supervivencia a 37°C en atmésfera himeda enriquecida con un
5 % de COa.

A.2. Toma de muestras para histologia

En JO, se toman muestras de los 3 explantes del lote TO.

En J+6 dias y J+11 dias, se toman muestras de 3 explantes de cada lote. Las muestra se cortan en dos, una mitad
se fija en formol y la otra mitad se congela a -80 °C, siguiendo el procedimiento BIO-EC « PO06-PPEH ».

B. Estudio histolégico

Después de 24 horas de fijacién en formol, las muestras se deshidratan, se impregnan y se revisten con parafina. Se
realizan dos cortes de 5 um para la observacién morfol6gica.

B.1. Primera etapa: estudio morfoldgico

El estudio morfoldgico de las estructuras epidérmicas y dérmicas se realiza en los cortes tefiidos con tricromo de
Masson, variante de Goldner.

B.2. Segunda etapa

B.2.1 Inmunoetiquetado del KI67
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El inmunoetiquetado de las células en mitosis se realiza en cortes congelados con el anticuerpo policlonal anti-KI 67
(Novo Castra) revelado en DAB. Se hace el recuento de las células positivas a lo largo de toda la epidermis y las
medidas llevadas a nimero de células etiquetadas por cm.

B.2.2 Inmunoetiquetado del colageno |

El inmunoetiquetado del colageno | se realizara en cortes congelados con el anticuerpo policlonal anti-colageno |
revelado en FITC. Los nucleos se contratifien con yoduro de propidio.
B.2.3 Inmunoetiquetado del colageno Il

El inmunoetiquetado del colageno lll se realiza en cortes congelados con el anticuerpo policlonal anti-colageno Ili
revelado en DAB. Los nucleos se contratifien con hemalun de Masson.

B.2.4 Inmunoetiquetado del colageno IV

El inmunoetiquetado del colageno IV se realiza en cortes congelados con el anticuerpo policlonal anti-colageno IV
(Cliniscience) revelado en FITC. Los nlcleos se contratifien con yoduro de propidio.

B.2.5 Inmunoetiquetado del colageno VIl

El inmunoetiquetado del colageno VII se realiza en cortes congelados con el anticuerpo monoclonal anti-colageno VII
revelado en FITC. Los nicleos se contratifien con yoduro de propidio.

B.2.6 Inmunoetiquetado de PECAM1

La visualizacion de las células endoteliales se realiza gracias al inmunoetiquetado de PECAM-1, realizado en cortes
congelados con el anticuerpo monoclonal anti-PECAM-1 revelado en rojo Rapido.

EJEMPLO 5: Efecto de la asociacion de un inhibidor de la hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa
hidrosoluble y de un inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa en cultivos in vitro de células constitutivas de la piel

Este ejemplo se realiza con las mismas combinaciones de agentes activos presentes en el ejemplo 2 mencionado
anteriormente. Estas diferentes combinaciones de agentes activos que usan in vitro con el fin de evaluar su efecto
en parametros fisioldégicos que intervienen en el envejecimiento cutaneo.

Las combinaciones usadas en el presente ejemplo son A1B1, A1B2, A2B1, A2B2, respectivamente. Estas cuatro
combinaciones se someten al ensayo a diversas concentraciones, realizandose los experimentos por triplicado (lo
que representa al menos 36 puntos experimentales).

Las concentraciones de las 4 combinaciones son propuestas por el solicitante y por lo tanto no esta previsto en este
estadio del estudio (salvo a modo de control simple) de citotoxicidad in vitro. La experimentacién se realiza en
cultivos de células de una linea de fibroblastos tales como los que se presentan en el ejemplo 1. Este ensayo
también se aplica a cultivos de queratinocitos. Los parametros siguientes se examinan para las 4 combinaciones de
agentes activos a las concentraciones indicadas.

- Medida del indice mitético

- Medida de la remodelacion de la matriz extracelular por contraccion de redes de colageno.

- Medida de la reparacion del ADN gendmico después de radiacion con UVB (El estrés fotoinducido se aproxima a
las condiciones del bafio de sol).

La medida del indice mitético se realiza después de exposicion de las células a los agentes activos durante un
periodo de tiempo Unico. El indice se evalGa por recuento, en analisis de imagenes, de los nlcleos celulares que han
incorporado un analogo de timidina que se hace fluorescente, con el nombre de nlcleos totales. Se analizan varios
campos. Las fotografias se archivan para iconografia.

El remodelado de la matriz extracelular inducido por los fibroblastos expuestos a los agentes activos se evalla
mediante la incorporacién de estas células en las redes de colageno y cuantificando su capacidad para retraer estas
redes. La evaluacion de la superficie retraida proporciona un indice de remodelado. Las fotos se archivan para
iconografia.

La medida de la reparacion del ADN gendmico se realiza después de radiacion de las células a una dosis de UV-B
que imita las condiciones de un golpe de sol. En un primer momento, se contempla evaluar el efecto de los agentes
activos en el transcurso de la reparacion del ADN seguido con una cinética de 3 tiempos. La cuantificacién se realiza
por deteccion y anadlisis de imagenes de los dimeros de pirimidina y ciclobutano inducidos por radiacion UVB con la
ayuda de una técnica de inmunohistoquimica.
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Las fotografias se archivan para iconografia.

Ejemplo 6: Objetivo principal: Medida del impacto del virus VIH y de agentes terapéuticos antirretrovirales en los
marcadores nucleares, mitocondriales y citosolicos del envejecimiento celular

m Objetivos secundarios

- Analizar la prevalencia de las alteraciones de las funciones nucleares, mitocondriales y citosélicas en pacientes
infectados con el VIH.

- Medir la incidencia de aparicion de estas anomalias.

- Analizar el tipo y la frecuencia de estas anomalias en funcion de la duracion de la exposicion a los
antirretrovirales, de forma global, por las y por moléculas (duracion acumulada de exposicion).

- Analizar el tipo y la frecuencia de estas anomalias en funcion de la carga viral de VIH intracelular.

- Al realizar el tipo y la frecuencia de estas anomalias en funcion de la duracién seguido por la infeccién con VIH.

A. PLAN EXPERIMENTAL

m Eleccion del plan experimental

Este estudio observacional comprende 3 grupos de pacientes:

- Grupo A: Pacientes infectados con VIH1 sin tratamiento previo antirretroviral

- Grupo B: Pacientes infectados con VIH1 con tratamiento antirretroviral desde al menos 12 meses.
- Grupo C: Controles seronegativos para VIH emparejados por edad y sexo.

B. CRITERIOS DE ADMISION
m Criterios de inclusion:

- edad > 18 afios y < 65 afos:

- haber firmado un formulario de consentimiento informado

- seropositivo para VIH confirmado en Elisa y Transferencia de Western desde al menos 5 afios

- seronegativo para VIH2

- No haber recibido jamas tratamiento antirretroviral o en primera linea de tratamiento desde al menos 12 meses.

m Criterios de no inclusion:

- edad < 18 afos y >65 anos:

- no haber firmado un formulario de consentimiento informado

- seropositivo para VIH2

- Pacientes tratados con estatinas o amino-bifosfonatos

- Tratamientos simultaneos no autorizados: testosterona, tratamiento de una diabetes insulino dependiente.
C. DESARROLLO DEL ESTUDIO

= NUmero de pacientes evaluados:

200 pacientes de los cuales:

- Grupo A:n=50
- GrupoB:n=100
- Grupo C: n=50.

Los pacientes del grupo A que necesitan en el transcurso de su seguimiento la realizacién de una ruta terapéutica
antirretroviral tienen una evaluacién suplementaria durante la instauracion del tratamiento y se analizan a partir de
esta fecha con los pacientes del grupo B.

Los datos medidos en el transcurso del periodo durante el que éstos se incluyeron en el Grupo A permite medir el
papel directo opcional del virus VIH estas funciones nucleares y mitocondriales.

Los pacientes del grupo B que necesitan una modificacion del tratamiento antirretroviral en el transcurso de los
estudios, tienen una evaluacién clinica y para clinica idéntica a las previstas en el contexto del seguimiento durante
el cambio de tratamiento. Los datos que siguen a continuacién de estos pacientes se toman teniendo en cuenta el
calculo de la incidencia de las alteraciones de las funciones nucleares y mitocondriales observadas en los pacientes
expuestos a los antirretrovirales.
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m Duracién del estudio
La duraciéon del estudio es de 36 meses.

Para los pacientes de los Grupos Ay B

m Historia de infeccion por VIH:

- Fecha del diagnéstico de infeccion por VIH

- Modo de contaminacion

- Estadio CDC

- Para los estadios C: diagnéstico de la afeccion considerada SIDA

- Tratamientos antirretrovirales en curso (Fecha de introduccién, Moléculas administradas)

m Examen Clinico:

Peso, Talla, indice de masa corporal
Circunferencia de la cintura, circunferencia de la cadera, calculo de la relacién de Cintura / cadera

m Andlisis de sangre:

Medida de la carga viral del VIH (umbral de deteccion de 40 copias/ml)

Dosificacién de la tasa de linfocitos CD4 y CD8

Glucemia, Insulinemia, calculo del HOMA

Colesterol Total, LDL, Colesterol HDL
Triglicéridos
Toma de muestras de 3 tubos con EDTA de 7,5 ml para analisis de las funciones nucleares y mitocondriales,
medida del ADN proviral del VIH y celuloteca

m Analisis de proteinas nucleares, mitocondriales y citoscoélicas diana de los anti retrovirales:

Transferencia de Western e inmunoetiquetados:

La produccion de NFkB y de IkB como controles de la actividad del proteasoma

a maduracion de las laminas A y B, modelos de proteinas nucleares

la produccién de isoformas de SREBP y su importacion nuclear

- N-y O-glicosilacion de CD36 purificado y desglicosilado (+ 30 kDa de azlcares) (Abcam)

- Importacién en la mitocondrial de Hsp70 que posee una sefial de direccionamiento erréneo, como medida de la
actividad de las proteasas mitocondriales (Abcam)

- Las funciones « respiratorias » mitocondriales: produccion de ROS, estudio de subunidades Il y IV de la citocromo

oxidasa (Molecular Probes)

La investigacion de una posible susceptibilidad a los tratamientos antirretrovirales se realiza formando genotipo es
de ciertas dianas, como se ha mostrado para la sensibilidad de la proteasa viral a los Pl (Baxter et al., 2006):

- ZMPSTE24 y Rcel implicadas en la maduracién de las prelaminas Ay B1/B2 (de rutina en el Laboratorio de
genética Molecular).
- Las proteasas S1-P y S2-P que permiten la produccién del dominio de SREBP activos en la transcripcion de los
genes del metabolismo lipidico
- Los transportadores mitocondriales de los desoxinucledsidos.

Para el grupo de control C:

m Examen Clinico:

- Peso, Talla, indice de masa corporal

- Circunferencia de la cintura, circunferencia de la cadera, calculo de la relacién de cintura / cadera

- Toma de muestras de 3 tubos con EDTA de 7,5 ml para analisis de las proteinas nucleares, mitocondriales y
citosolicas y puesta en ADNteca y celuloteca.

Visitas de seguimiento

La evaluacién comprende:

m Un Examen Clinico:
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Peso, Talla, indice de masa corporal
Circunferencia de la cintura, circunferencia de la cadera, calculo de la relacién de Cintura / cadera

m Un Andlisis de sangre:

Medida de la carga viral del VIH (umbral de deteccion de 40 copias/ml)

Dosificacién de la tasa de linfocitos CD4 y CD8

Glucemia, Insulinemia, calculo del HOMA

Colesterol Total, LDL, Colesterol HDL
Triglicéridos
Toma de muestras de 3 tubos con EDTA de 7,5 ml para analisis de proteinas nucleares, mitocondriales y
citosélicas medida del ADN proviral del VIH y puesta en ADNteca y celuloteca.

m Andlisis de proteinas nucleares, mitocondriales y citosélicas diana de los antirretrovirales (véase anteriormente)

Para los pacientes del Grupo A:

Los pacientes que necesitan la realizacion de una ruta de tratamiento antirretroviral tienen una evaluacion clinica y
paraclinica idéntica a la prevista en el contexto del seguimiento en el momento de la instauraciéon del tratamiento.
Los datos de seguimiento de estos pacientes se analizan a partir de esta fecha en el grupo de los pacientes tratados

(grupo B).

Para los pacientes del Grupo B:

En caso de modificacion de tratamiento antirretroviral en el transcurso de los estudios, una evaluacion clinica y
paraclinica idéntica a las previstas en el contexto del seguimiento se realiza durante el cambio de tratamiento. Los
datos de seguimiento de estos pacientes se tienen en cuenta para el calculo de la incidencia de las alteraciones de
las funciones nucleares y mitocondriales observadas en los pacientes expuestos a los antirretrovirales.

D. Resultados esperados, perspectivas

Confirmar in vivo en pacientes infectados con el virus del SIDA y sometidos a tratamientos anti-estos tratamientos,
en particular los inhibidores de la proteasa, inducen un envejecimiento acelerado de acuerdo con los mismos
mecanismos que las laminopatias genéticas (con produccién de prelamina A farnesilada o de progerina) o que el
envejecimiento « fisioldgico » (con produccién de progerina).

Consolidar la hipotesis de acuerdo con la que la combinacién de farmacos (estatina y aminobifosfonato) utilizada en
la progeria se podria usar para luchar contra el envejecimiento acelerado de los pacientes infectados con el virus del
SIDA y sometidos a un tratamiento anti-retroviral y permitir el establecimiento de un ensayo terapéutico.

Ejemplo 7: Un tratamiento que asocia una estatina y un aminobifosfonato aumenta el periodo de vida de un modelo
de ratén que reproduce un sindrome humano de envejecimiento prematuro.

Este ejemplo también se publica en Varela ef al., Nature Medicine 2008, 7, 767 (54 bis).

Material y métodos

Ratén

La produccion de ratones Zmpste24” y Lmna” se ha descrito (Pendas et al., 2002 (38); Sullivan et al., 1999 (285).
La microtomografia informatizada 6sea de ratones se realizd con la ayuda del Sistema micro-CT SkyScan 1172
(SkyScan — marca comercial)). Todos los experimentos en ratones obedecen a las reglas promulgadas por el Comité
de Experimentacion Animal de la Universidad de Oviedo (Espafa). La pravastatina (100 mg/kg/dia) y el zoledronato
(100 mg/kg/dia) diluidos en PBS se administran a los ratones todos los dias. Los ratones que reciben el tratamiento
de pravastatina-zoledronato por los ratones de control que reciben Unicamente PBS no presentan ningin dafio
aparente ni estrés.

Cultivo celular

Los fibroblastos dérmicos de un sujeto de control (GM00038) y de pacientes que padecen progeria y portadores de
la mutacion G608G (AG11498 y AG01972) se obtuvieron del Depésito Celular Coriell. Las células Hela provienen
de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo. Las células se cultivan en DMEM (Gibco) complementado con FBS al
10 % (Gibco) y un 1% de antibidtico antimicético (Gibco). Los fibroblastos provienen de colas de ratones
envejecidos de 12 dias (Varela et al.,, 2005). La concentracion en la duraciéon del tratamiento con la estatina y el
aminobifosfonato se indican en la leyenda de las figuras. Durante el tratamiento combinado de
estatina + aminobifosfonato en presencia de farnesol y/o geranilgeraniol, 1 mM de pravastatina y 1 mM de
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zoledronato se afiadieron al medio de cultivo con concentraciones crecientes de farnesol y/o de geranilgeraniol. El
porcentaje de nucleos anémalos se mide 48 h después del inicio del tratamiento.

Inmunocitoquimica

Los fibroblastos se cultivan en camaras Lab Tek (Nalgen Nunc International), se lavan en PBS, a continuacion se
fijan en paraformaldehido al 4 % durante 15 min. Las célula se deshidratan en bafios de etanol en concentracion
creciente y se permeabilizan 5 min a 25 °C en PBS que contiene Triton X-100 (0,5 %), 5 % de suero (de cabra o de
conejo). Los portaobjetos incuban previamente a 25 °C en PBS durante 5 min.

La dilucién de los anticuerpos primarios es de 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 proporcionado por G. Morris), 1:200
el anticuerpos de conejo anti-calreticulina (Stressgen) y 1:100 para el anticuerpo anti-lamina B1 (Abcam). Después
del lavado en PBS, los portaobjetos se incuban 1 h a 25 °C con los anticuerpos secundarios diluidos en la solucion
de incubacion. La dilucién de anticuerpos secundarios es la siguiente : 1:100 para la IgG de burro anti-ratén
acoplada al FITC (Jackson ImmunoResearch), 1:400 para la IgG de burro anti-cabra acoplada a Alexa 488, 1:800
para la IgG de burro anti-cabra acoplada a Alexa 568 (Molecular Probes) y 1:100 para la IgG de burro anti-conejo
acoplada a isotiocianato de tetrametilrodamina (Sigma). Las células se lavan a continuacién, los ndcleos se tifien
durante 15 min a 25 °C con DAPI (100 ng/ml, Sigma-Aldrich), por Ultimo se lavan 3 veces con PBS que contiene un
0,5 % de Tween 20. Los portaobjetos se montan en Vectashield (Vector). Las imagenes digitales se graban con un
microscopio Leica DMR equipado con una cdmara CoolSnap o con un microscopio confocal Leica TCS SP5. Los
museos se observan en las células después del etiquetado de la lamina A/C. Se analizaron mas de 100 nucleos en
los fibroblastos de control para cada uno de los tratamientos. El nimero de ndcleos de células de pacientes que
padecen progeria analizados es de 250 (pasaje 8), 198 (pasaje 13) y 150 (pasaje 20).

Rayos Xy estudio de la histona H2AX fosforilada.

Las células de pacientes con progeria y las células de control 1 BR3 se irradian con un aparato X Philips. El haz de
rayos X lo produce un anodo de tungsteno sometido a una tension de 200 kV con una intensidad de 20 mA con un
filtro de cobre de 0,1 mm de diametro. La tasa de la dosis es de 1,243 Gy/min. La histona H2AX fosforilada se
detecta con anticuerpos que reconocen especificamente la serina 139 fosforilada (Upstate Biotechnology-
Euromedex, Mundolsheim, Francia) a la dilucién de 1:800 y anticuerpos anti-ratén conjugados con FITC (1:100,
Sigma-Aldrich). EI nimero de rupturas de la doble hebra (DSB) en funcion de la duracion de la reparacion se ajustéd
con la férmula Nt = NO (1 /1 + Bt)®, en la que a y B son parametros que se pueden ajustar y Nt y NO el nimero de
DSB en el tiempo t y en el tiempo 0.

Transferencia de Western

Las células se homogeinizan en el medio siguiente: Tris 50 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM, NP-40 al 1 %, NaF50 mM,
ditiotreitol 1 mM, 2 mg/ml de pepstatina A, en presencia de inhibidores de proteasas (céctel de inhibidor completo,
Roche) e inhibidores de fosfatasas (Cécteles | y Il de Inhibidor de Fosfatasa, Sigma). Después de electroforesis, las
proteinas se transfieren en membranas de nitrocelulosa bloqueadas con 5 % de leche en polvo desnatada, con la
ayuda del tampo6n TBS-T (Tris 20 mM a pH 7,4, NaCl 150 mM y Tween-20 al 0,05 %), y se incuban 1 h bien con un
anticuerpo anti-lamina A/C especifico (4A7,1:500), bien con una anti-lamina A especifica (C20, Santa Cruz
Biotechnology, 1:250) o una anti-beta actina (A5441, Sigma, 1:5000). Los anticuerpos se diluyen en TBS-T que
contiene un 3 % de leche en polvo desnatada. Las transferencias se incuban a continuaciéon con un anticuerpo
acoplado a peroxidasa (cabra anti-raton o anti-conejo, Jackson ImmunoResearch) en TBS-T que contiene un 1,5 %
de leche en polvo desnatada, a continuacién se lavan, por Gltimo se revelan por quimioluminiscencia (sustrato de
HRP quimioluminiscente para transferencia de Western, Immobilon, Millipore - marca comercial).

Andlisis mediante espectrometria de masas

Los fibroblastos de ratdn de control y Zmpste24'/' asi como las células linfoblastoides de pacientes con progeria se
homogeneizaron, los nucleos se aislaron por ultracentrifugacién y las proteinas nucleares se obtuvieron 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
que contenian lamina A, prelamina A y progerina se escindieron. Los fragmentos del gel se lavaron dos veces con
180 ml de una mezcla de bicarbonato aménico/acetonitrilo (70:30, 25 mM), se secaron (15 min, 90 °C) y se digirieron
(1 h, 60 °C) con tripsina (12 ng/ml, Promega) en bicarbonato aménico 25 mM. En una experimentacién habitual, 1 ml
de CHCA (4cido a-ciano-4-hidroxicinamico, Waters) se coloca en un espectrometro MALDI-ToF. Una vez seco, 1 ml
de la solucion de péptidos y 1 ml de la matriz (CHCA) se colocan en el espectrometro equipado con una fuente de
laser (Voyager-DE STR (marca comercial), Applied Biosystems). Los datos recogidos a partir de 200 disparos de
laser se producen espectros analizados con el programa Data Explorer (version 4.0.0.0, Applied Biosystems).

PCR cuantitativa en tiempo real
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La tasa de expresion de genes diana de p53 (Atf3, Gadd45gy Cdknla, que codifica p21) se midié con el aparato ABI
PRISM 7900HT de sistema de deteccion de secuencias (Applied Biosystems).

Andlisis estadistico

La diferencia entre los diferentes grupos de ratones y células, tratados o no, se analizé con la ayuda del ensayo de
Student. Los calculos se realizaron con la ayuda del programa Microsoft Excel. Los datos se expresan en media *
error estandar de la media (ETM).

Resultados

Las células Hela se cultivan en presencia de inhibidores de la farnesil-transferasa (FTI-277, Sigma-Aldrich) y/o la
geranil-geranil transferasa de tipo | (GGTI-2147, Sigma-Aldrich) en las concentraciones indicadas. Solamente la
combinacion de los dos inhibidores condujo a la acumulacion en las células de una cantidad importante de prelamina
A no prenilada con respecto al efecto de cada uno de los inhibidores utilizados solos.

Estos resultados se muestran en las figuras 10 que es una fotografia de una transferencia de Western obtenida que
muestra la deteccién de la lamina A/C en células Hela tratadas con inhibidores de la farnesil-transferasa y/o de la
geranil-geranil transferasa de tipo I. LA = lamina A, LC = lamina C, Pre = prelamina A.

Estos resultados confirman que el bloqueo de la prenilacion de la prelaminas A necesita a la vez la inhibicién de la
farnesil-transferasa y de la geranil-geranil transferasa de tipo | de acuerdo con la presente invencion.

El inhibidor de la farnesil-transferasa (FTI) induce la geranil- geramlacnon compensatoria de la progerina (en células
de pacientes que padecen progeria) y en fibroblastos de ratén Zmpste24

El andlisis por espectrometria de masas muestra, como se esperaba, la presenma de péptidos tripticos de la
prelamina A farnesilada y carboximetilada en las células de ratén Zmpste24 pero no en las células de raton de
control. Estos resultados se muestran en la Figura 13a. El péptido farnesilado esta desprovisto de 3 restos de SIM, lo
que muestra que Zmpste24 no es indispensable para la primera escision en el transcurso de la maduracién de la
prelamina A. Una disminucion de la cantidad de prelamina A farnesilada se observa en las células de ratén tratadas
con FTI. Durante la observacion de la parte del espectro correspondiente a los péptidos geranllgeranllados no se
pudo detectar ningln péptido derivado de la prelamina A en las células de raton Zmpste24 no tratadas. Pero un
péptido cuya masa es compatible con un fragmento geranilgeranilado de la prelamina A se detecta después de
tratamiento con FTI. Estos resultados se muestran en la Figura 13b.

En las células de pacientes con progeria, se detectan péptidos que corresponden a la progerina farnesilada y
carboximetilada en ausencia de cualquier tratamiento, como se indica en la Figura 11a. El tratamiento de estas
células con FTI-127 provoca la aparicién de péptidos cuya masa corresponde a la de los péptidos geranilgeranilados
de la progerina, como aparece en la Figura 11b.

El conjunto de estos datos muestra que la progerina y la prelamina A estan geranilgeraniladas de manera alternativa
bajo el efecto de FTI y proporciona una explicacion a la escasa eficacia de los tratamientos con FTl en modelos
murinos de sindromes progeroides.

Las células de pacientes con progeria y de raton Zmpstez4'/' se utilizaron para evaluar estrategias terapéuticas
destinadas a prevenir la prenilacién cruzada de la prelamina A y de la progerina. Los inventores han realizado la
hipétesis de que la farnesilacion de las variantes anémalas de la lamina A con farmacos que actian en la ruta de
biosintesis del pirofosfato de farnesilo, sustrato de la farnesil-transferasa y precursor del pirofosfato de
geranilgeranilo, sustrato de la geranil-geranil transferasa de tipo |. Por lo tanto, los inventores sometieron a ensayo el
efecto de dos farmacos, una estatina y un aminobifosfonato, conocidos por actuar en dos etapas de esta ruta
metabdlica, en dos células de pacientes con progeria. El andlisis por espectrometria de masas muestra que la
asociacion de pravastatina (estatina) zoledronato (aminobifosfonato) provoca la aparicion de un péptido
correspondiente al extremo C-terminal no prenilado de la progerina, Péptido no detectables en las células tratadas
con FTI, mientras que ni los péptidos farnesilados, ni los péptidos geranilgeranilados se detectan mas, como aparece
en la Figura 11c). El tratamiento con estatina + aminobifosfonato inhibe bien la prenilacion de la progerina. La misma
observacion se realiz6é para la prelamina A, como aparece en la Figura 12. Su péptido C-terminal, no prenilado, se
detectan las células tratadas con la mezcla de estatina + aminobifosfonato, mientras que esta ausente en las no
tratadas, en las que se encuentra el péptido farnesilado y carboximetilado. Por dltimo, el tratamiento con
pravastatina + zoledronato no hacia aparecer a la prelamina A geranilgeranilada, a diferencia de FTI.

Leyenda de la figura 13: La lamina A (células de control) y la prelamina A (células de raton Zmpste24'/') se
analizaron por espectrometria de masas (MALDI-ToF). a, b: partes del espectro que corresponden a los péptidos
tripticos farnesilados (a) y geranilgeranilados (b). Cada uno de los picos esta marcado con la masa tedrica (entre
paréntesis) del péptido que proviene de la digestion con tripsina de la lamina A o de la prelamina A. El nimero de

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2573641 T3

restos esta indicado en color azul. La secuencia de los péptidos y su masa estan indicados en color rojo. Farn =
farnesilado; CM = carboximetilado; Ger = geranilgeranilado.

Leyenda de la figura 11: Andlisis por espectrometria de masas de proteinas extraidas de la envoltura nuclear de
células no tratadas (a), células de pacientes con progeria tratados con FTI (2,5 uM, b) o tratados con la mezcla de
pravastatina + zoledronato (cada uno 1 uM, c). La parte de los espectros que corresponden a las proteinas no
modificadas, famesiladas y geranilgeraniladas se muestra en la parte superior, en la parte media y en la parte baja
de la figura. Cada pico corresponde al péptido triptico de la progerina y estd marcado por la masa monoisotépica
medida en el experimento y por la masa tedrica (entre paréntesis). El nimero de restos de aminoacidos esta
indicado en color azul. La secuencia de los péptidos y su masa estan indicados en color rojo.

La progerina esta mayoritariamente farnesilada (F) y carboximetilada (Cm) en las células no tratadas (a, panel de la
parte media), mientras que bajo el efecto de FTI, este pico estd muy reducido y la progerina aparece
geranilgeranilada y fosforilada (b, panel de la parte inferior). Después del tratamiento con pravastatina + zoledronato,
la progerina no modificada es la forme predominante.

Leyenda de la figura 12: Analisis por espectrometria de masas de proteinas extraidas de la envoltura nuclear de
fibroblastos no tratados (a), o tratados con la mezcla de pravastatina + zoledronato (cada uno 1 pM, b) que
provienen de ratén Zmpste24'/'. La parte de los espectros que corresponde a las proteinas no modificadas,
farnesiladas y geranilgeraniladas se muestra la parte superior, en la parte media y en la parte baja de la figura. Cada
pico corresponde al péptido triptico de la progerina y estd marcado por la masa monoisotdépica medida en el
experimento y con la masa teorica (entre paréntesis). El nimero de restos de aminodacidos esta indicado en color
azul. La secuencia de los péptidos y su masa estan indicados en color rojo.

Sobre esta figura, se observa que la prelamina A esta mayoritariamente farnesilada (F) y carboximetilada (Cm) en
las células no tratadas (a, panel de la parte media), mientras que las formas no modificadas o geranilgeraniladas no
se detectan. Después del tratamiento con pravastatina + zoledronato, los péptidos prenilados no se detectan méas y
la forma no modificada de la prelamina A es predominante (b, anhelé la parte superior).

El tratamiento con pravastatlna+zoledronato corrige las anomalias nucleares de las células de pacientes con
progeria y de ratones Zmpste24 en cultivo, y restaura en parte los mecanismos de reparacion de las lesiones del
ADN inducidas por rayos X (Figuras 14,15,16y 17).

El tratamiento con pravastatina + zoledronato provoca la aparicién de prelamina A en el ndcleo de células de control
(Fig. 14a), como en el nacleo de células de pacientes con progeria, pero con una clara mejoria de la morfologia
nuclear en estas Ultimas (Fig. 14b). El andlisis ponderativo muestra un aumento de las anomalias nucleares en las
células de pacientes con progeria con el nimero de pasajes, nimero de anomalias que disminuyen bajo el efecto del
tratamiento con pravastatina + zoledronato (Fig. 14c). Observadas en el microscopio confocal, las células de
paciente con progeria contienen agregados de lamina A/C, invaginaciones profundas de la cara nucleoplasmatica de
la envoltura nuclear en el nucleoplasma (el reticulo nuclear) marcadas por anticuerpos anti-calreticulina (Fig. 15a-f).
Estos agregados de lamina A/C estan ausentes en células de sujetos de control (Fig. 14J-) y desaparecen de
células de pacientes con progeria bajo el efecto del tratamiento con pravastatina + zoledronato (Fig. 14g-i). La
localizacién de la lamina B1, un componente farnesilado de la lamina nuclear, esta modificado bajo el efecto del
tratamiento, lo que confirma que el tratamiento bloquea la presnilacion de las laminas.

Los inventores han verificado que la mejoria de la forma de los ndcleos con el tratamiento con
pravastatina + zoledronato esta bien ligado al bloqueo de la prenilacién de la progerina, incubando las células con
farnesol y/o geranilgeraniol. La suplementa accion de las células con farnesol y geranilgeraniol permite que las
células sinteticen el pirifosfato de farnesilo y el pirofosfato de geranilgeranilo y por lo tanto prenilar la progerina
incluso en presencia de pravastatina + zoledronato (Fig. 14d). El farnesol anula el efecto del tratamiento con
pravastatina + zoledronato, lo que es otra prueba de que el efecto del tratamiento pasa por la inhibicion de la sintesis
del pirifosfato de farnesilo. Se debe indicar que el geranilgeraniol también bloquear el efecto del tratamiento, lo que
demuestra que la forma geranilgeranilada de la progerina también es toxica para las células (Fig. 14d). Los mismos
efectos se observan en las células Zmpstez4/ (Fig. 16a) lo que sugiere que los datos que se refieren a la progerina
se pueden prolongar a la prelamina A, la proteina acumulada en las células Zmpste24 Ni el farnesol, ni el
geranilgeraniol producen efectos en fibroblastos de control, lo que elimina la opcionalidad de un artefacto inducido
por estas moléculas (Fig. 16b).

Por ultimo, el tratamiento con pravastatina + zoledronato provoca una reduccién del nimero de focos de histona de
H2AX fosforiladas, focos que se correlacionan directamente con el nimero de rupturas de la doble hebra del ADN
sin reparar (Fig. 17).

En conclusién, los datos adquiridos in vitro muestran que la combinacion de pravastatina + zoledronato inhibe
parcialmente la farnesilacion y la geranilgeranilacion, y provoca las modificaciones esperadas de localizacién a nivel
de la Iamlna y la redistribucion en el nucleoplasma, de la prelamina A y de la progerina no preniladas en las células
Zmpste24 y en pacientes con progeria. Ademas como la disminucién de la cantidad de progerina farnesilada a nivel
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de la lamina y su relocalizacion en el nucleoplasma explica los efectos beneficiosos del tratamiento en las células de
los pacientes con progeria.

Leyenda de la figura 14: Efecto sinérgico de la combinacion de pravastatina + zoledronato en la acumulacion de
prelamina A en células de control y pacientes con progeria.

(a) Deteccion inmunocitoquimica de la lamina A/C y de la prelamina A en fibroblastos humanos normales, no
tratados, tratados con pravastatina (60 uM, 12 h), con zoledronato (60 puM, 6 h) solos o asociados.

(b) Deteccion inmunocitoquimica de la lamina A/C y de la prelamina A en fibroblastos humanos normales y de
pacientes con progeria tratados durante 24 h con la combinacion de pravastatina + zoledronato (1 uM cada uno).

(c) Analisis cuantitativo del efecto del tratamiento con pravastatina + zoledronato (1 uM cada uno) en la
morfologia nuclear de células de pacientes con progeria. Las células tratadas o no se inmunoetiquetaron con un
anticuerpo anti-lamina A/C en los pasajes 8 (p8), 13 (p13) y 20 (p20). Las flechas de color blanco muestran los
nucleos anémalos.

(d) Andlisis cuantitativo del efecto del tratamiento con pravastatina + zoledronato (1 puM cada uno) s en la
morfologia nuclear de células de pacientes con progeria en presencia de farnesol, geranilgeraniol o los dos
compuestos. Barras de error = media * error estandar de la media. Barra de escala = 10 um.

Leyenda de la figura 15: El tratamiento con pravastatina + zoledronato corrige la morfologia nuclear e induce 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 con progeria.

(A) la colocalizacion de la lamina A/C y de la calreticulina en estas células de progeria tratadas o no.
Inmunofluorescencia y microscopia confocal (Leica TCS SP5, pila tridimensional de imagenes de 2048 x 2048
pixeles, sin 0,2 um, media de 3 lineas, acumulacién de 3 imagenes, zoom x 1,7). Las imagenes a a ¢ de cada
panel son proyecciones de intensidad media de 27 imagenes de la pila en muestra los tdbulos del reticulo
nuclear marcados por la calreticulina en las células de progeria incubadas con PBS. Imagenes d a I: cortes
confocales aislados de 0,2 um de espesor. El tratamiento con pravastatina + zoledronato corrige la forme de los
nucleos de las células con progeria, disminuyé el nimero de tlbulos del reticulo nuclear (g) y el espesor de la
lamina nuclear (h).

(B) Colocalizacién de la lamine B1 y de la calreticulina. El tratamiento con pravastatina + zoledronato aumenta la
sefnal de etiquetado nucleoplasmatico por la lamine B1, lo que indica que la farnesilacién de esta proteina esta
inhibida en parte. Barra de escala = 5 pm.

Leyenda de la figura 16: Los precursores del pirofosfato de farnesilo y del plrofosfato de geranil-geranilo anulan el
efecto del tratamiento con pravastatina + zoledronato en las células de ratén Zmpstez4 en cultivo.

Cuantificacion del efecto de Ia})ravastatlna (1 uM) y del zoledronato (1 uM) asociados o no en la morfologia nuclear
de células de ratdbn Zmpste24™ (a) y de ratones de control (b) en cultivo, en presencia de farnesol, geranilgeraniol o
de las dos moléculas.

Farnesol, geranilgeraniol solos o asociados/ anulan el efecto del tratamiento con pravastatina + zoledronato en la
morfologia nuclear de las células Zmpste24™.

Leyenda de la figura 17: El tratamiento con pravastatina + zoledronato corrige en parte las anomalias de la
reparacion de las rupturas de la doble hebra (DSB) del ADN en las células de pacientes con progeria.

Los fibroblastos de control y de pacientes con progeria se incubaron con la mezcla de pravastatina + zoledronato (1
UM cada uno) o con PBS y se irradiaron con rayos X (2 Gy). La inmunodeteccion de los focos de la histona H2AX
fosforiladas detectados 24 h después de radiacion, focos que corresponden a las rupturas de la doble era no
reparadas (imagenes de la parte superior). Etiquetado nuclear de DAPI (imagenes de la parte inferior).

Curvas de la parte inferior: evolucién del nimero de focos de histona H2AX fosforilado en funcién del tiempo
después de radiacion en las células de control (cuadrado relleno) y las células de progeria (circulo vacio) 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 asocia pravastatina + zoledronato mejora el fenotipo progeroide de ratones Zmpste24'/' (Figuras
18,19y 20)

Los ratones Zmpstez4'/' y los ratones de control se trataron diariamente con pravastatina, zoledronato o la
combinacion de los dos farmacos a una dosis que anteriormente se habia demostrado que estaba desprovista de
toxicidad en el ratén. Como ya se ha observado para las células del paciente con progeria, cada uno de los farmacos
aislados, pravastatina o zoledronato, no mejora el periodo de vida de los ratones Zmpste24'/' (Fig. 19). Por el
contrario, Ia combinacién de los dos farmacos mejora de manera significativa el fenotipo progeroide de los ratones
Zmpste24 : el tratamiento mejora el aumento de peso, aumenta la cantidad de grasa subcutanea, reduce la
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importancia de cifosis y la noticia y aumenta el periodo de vida. El valor medio de la supervivencia pasa de 101 a
179 dias y la supervivencia maxima pasa de 151 a 222 dias (P < 0,001, Fig. 18c). Se debe indicar que todos los
signos fenotipicos corregidos con el tratamiento en los ratones también son las caracteristicas de la progeria en el
ser humano. El tratamiento combinado corrige la disminucién de la densidad ésea que es una de las caracteristicas
de los ratones Zmpste24'/' y de pacientes que padecen progeria 0 de un sindrome progeroide aparente. La
microtomografia poesia informatizada muestra un aumento de la mineralizacion del hueso y del espesor de la
cortical tibial en los ratones tratados ( 9 18 Ademas la cuantlflcamon de las anomalias morfol6gicas nucleares
en el higado de raton Zmpste24”, Zmpste24 y Zmpste24 tratados muestra que el tratamiento
pravastatina + zoledronato con normallzara forma de los nucleos de las células Zmpste24”) (Fig. 18e). El
tratamiento corrige ademas del aumento de la transcripcion de los genes diana de la proteina p53, aumento que se
ha descrito en las células de raton Zmpstez4'/' (Varela et al., 2005 (54 bis)) (Fig. 18f). Por ultimo, los inventores han
investigado es el tratamiento podria tener un efecto en los ratones Lmna” que no pueden acumular prelaminas A. El
tratamiento con pravastatina + zoledronato no tiene ningun efecto en el periodo de vida de estos ratones (Fig. 20), lo
que es una prueba complementaria de que este tratamiento no puede actdan en ratones que acumulan la prelamina
A farnesilada en la envoltura nuclear.

Leyenda de la figura 18: Tratamiento con pravastatina + zoledronato mejora el fenotipo progeroide de ratones
Zmpste24”:

(a) Fotografias representativas de ratones envejecidos de 3 meses Zmpste24*’* Zmpste24'/' y Zmpste24'/'
tratados con la combinacién de pravastatina (100 mg/kg/dia) y zoledronato (100 mg/kg/dla) Barra de escala =
1 cm. (b) Peso de los ratones envejecidos de 3 meses Zmpste24” e (n=12), Zmpstez4 (n=13)y Zmpstez ’
tratados (n = 15). (c) Curvas de Kaplan-Meier que muestran un aumento significativo del periodo de vida de los
ratones Zmpste24/ tratados (n = 15) en comparaciéon con la de los ratones no tratados (n = 13). (d)
Representacion tridimensional mediante microtomografia informatizada de la tibia de ratén Zmpste24 tratado y
no tratado (imagen de la parte superior). El panel de la parte inferior representa el volumen éseo relativo
(volumen de tejido éseo/volumen de la tibia) y el nUmero de trabéculas 6seas en los ratones Zmpste24'/' no
tratados (n =6)y tratados n = 5). ) Cuantificacion de las anomalias nucleares de los hepatocitos de raton
Zmpste24** Zmpste24 y Zmpste24 tratados. Las flechas de color blanco muestran los nucleos anémalos.
Barra de escala =10 um, (f) Expresion relatlva de los genes diana de la p53 en el higado y el corazén de ratones
Zmpste24** Zmpstez4 y Zmpstez4 tratados, analizada por RT-PCR cuantitativa. *P < 0,05; ** P < 0,01;
***P < 0,001. Las barras de error representan a media * error estandar de la media.

Leyenda de la figura 19: Ni la pravastatina sola, ni el zoledronato solo aumentan la duracién de la vida de los ratones
Zmpste24

Las curvas de Kaplan-Meier que muestran que la pravastina sola (n = 5) (a), y el zoledronato solo (n = 5) (b) no
corrigen del periodo de vida de los ratones Zmpstez4'/' tratados (diamante vacio) y no tratados (circulos rellenos, n =
11).

Leyenda de la figura 20: El tratamiento con pravastatina + zoledronato no corrige el periodo de vida de los ratones
Lmna”

Curvas de Kaplan-Meier que muestran el periodo de vida de los ratones Lmna” tratados con
pravastatina + zoledronato (n = 12, diamante vacio), en comparacion con el de los ratones no tratados (circulos
rellenos, n = 11). El tratamiento con pravastatina + zoledronato no tiene efecto en ratones desprovistos de lamina
A/C.

Resumen/conclusién/perspectivas

Varios sindromes progeroides humanos, entre ellos la progeria de Hutchinson-Gilford, estan causados por la
acumulacion a nivel de la envoltura nuclear de una forma farnesilada de prelamina A suprimida (progerina) o no. La
progerina también se produce en el transcurso del envejecimiento fisiolégico. Algunos estudios precedentes
realizados con células de pacientes que padecen progeria mostraron que los inhibidores de la farnesiltransferasa
(FTI) mejoran la morfologia de los nlcleos, lo que sugiere que estos inhibidores podrian representar un tratamiento
para estos sindromes devastadores.

Los inventores muestran en el presente documento que la prelamina A y la progerina experimentan una prenilaciéon
alternativa por la geranilgeraniltransferasa cuando la farnesiltransferasa esta inhibida, lo que podria explicar la baja
eficacia de FTI para mejorar el fenotipo de modelos murinos de estos sindromes progeroides.

También muestran que la combinacién de un estatina y de un aminobifosfonato inhibe de manera eficaz a la vez la
farnesilacién y la geranilgeranilacién de la prelamina A y de la progerina, mejoré de manera significativa el fenotipo
de envejecimiento de ratones en los que se ha inactivado el gen que codifica la metaloproteasa Zmpste24 implicada
en la maduracién de la prelamina A. La mejoria del fenotipo incluye la de la curva de crecimiento, peso, lipodistrofia,
caida de pelo y las anomalias 6seas.
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Ademas, el periodo de vida de estos ratones aumenta de manera sustancial.

Estos datos abren un nuevo enfoque terapéutico de los sindromes progeroides humanos con acumulaciéon de
proteinas preniladas de la envoltura nuclear.

El tratamiento con pravastatina + aminobifosfonato esta en periodo de aplicacion en Marsella durante los 3 afios
siguientes en nifos que padecen progeria en el contexto de un ensayo terapéutico europeo (15 nifios) colocado bajo
la responsabilidad del Pr. Nicolas Lévy, financiado por el ministerio de Sanidad (PHRC 2008) y la Asociacién
Francesa contra las Miopatias (AFM) y que ha recibido la autorizacién de AFSSAPS y del CCP del Mediterraneo del
Sur.

El mismo tratamiento se proporcionara préximamente en Roma, bajo la responsabilidad del Pr. Giuseppe Novelli, a
pacientes que padecen displasia acromandibular, otro sindrome progeroide con acumulacion de prelamina A
farnesilada.
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REIVINDICACIONES
1. Composicién que comprende:

- al menos un inhibidor de la hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa o una de sus sales
fisiolégicamente aceptables, siendo dicho inhibidor una molécula de la familia de las estatinas o una de sus sales
fisiolégicamente aceptables

- al menos un inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa o de una de sus sales fisiolégicamente aceptables,
siendo dicho inhibidor una molécula de la familia de los aminobifosfonatos (NBP) o una de sus sales
fisiologicamente aceptables, y

- al menos un agente anti-VIH, siendo dicho agente anti-VIH un inhibidor de proteasa o un inhibidor de la
transcriptasa inversa.

2. Composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el inhibidor de la HMG-CoA reductasa es una estatina
hidrosoluble.

3. Composicién de acuerdo con la reivindicacion 1 en la que el inhibidor de la HMG-CoA reductasa es una estatina
liposoluble.

4. Composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el inhibidor de la HMG-CoA reductasa se elige entre el
grupo que comprende atorvastatina, simvastatina, pravastatina, rivastatina, mevastatina (o compactina),
fluindostatina, velostatina, fluvastatina, dalvastatina, cerivastatina, pentostatina, rosuvastatina, lovastatina,
pitavastatina y sus sales fisiolégicamente aceptables.

5. Composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el aminobifosfonato se puede
elegir entre:

- &cido alendrénico o su forma iénica, alendronato;

- &cido clodrénico o su forma iénica, clodronato;

- &cido etidrénico o su forma iénica, etidronato;

- &cido ibandrénico, o su forma i6nica, ibandronato;

- acido medrénico, o su forma iénica, medronato;

- acido neridrénico, o su forma i6énica, neridronato;

- acido olpadrénico, o su forma i6nica, olpadronato;

- &cido pamidronico, o su forma iénica, pamidronato;

- &cido risedrénico, o su forma iénica, risedronato;

- &cido tiludrénico, o su forma iénica, tiludronato;

- acido zoledrénico (o zolendrénico), o su forma iénica, zoledronato (o zolendronato);
- &cido 4-N,N-dimetilaminometano difosfénico, o su forma iénica, dimetilaminometanodifosfonato;
- difosfonato de a-amino-(4-hidroxibencilideno).

6. Composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el inhibidor de la farnesil-
pirofosfato sintasa es &cido zoledrénico, o su forma iénica, zoledronato.

7. Composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el agente anti-VIH es un
inhibidor de proteasa elegido entre el grupo que comprende fosamprenavir, lopinavir, ritonavir, amprenavir,
atazanavir e indinavir.

8. Composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el agente anti-VIH es un
inhibidor de la transcriptasa inversa elegido entre el grupo que comprende zidovudina, lamivudina, didanosina y
epzicom.

9. Composiciéon de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para su aplicacién como medicamento
en el tratamiento de los efectos secundarios de envejecimiento precoz generado(s) en un paciente por un
tratamiento anti-VIH.

10. Composicion para su aplicacion de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que la composicién es una composicion
para administracion por via oral o por inyeccion.

11. Composicion para su aplicacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10 en la que el
tratamiento es el de los efectos secundarios de envejecimiento precoz generado(s) en un paciente por un
tratamiento anti-VIH usando un inhibidor de proteasa o un inhibidor de la transcriptasa inversa.

12. Composicién para su aplicacién como medicamento en el tratamiento del VIH que comprende, en cualquier
orden, las etapas siguientes:
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i. administracién de una mezcla que comprende al menos un inhibidor de la hidroximetilglutaril-coenzima A
(HMG-CoA) reductasa, siendo dicho inhibidor una molécula de la familia de las estatinas o una de sus sales
fisiolégicamente aceptables, y al menos un inhibidor de la farnesil-pirofosfato sintasa, siendo dicho inhibidor una
molécula de la familia de los aminobifosfonatos (NBP) o una de sus sales fisiolégicamente aceptables

ii. administracion de un agente anti-VIH, siendo dicho agente anti-VIH, un inhibidor de proteasa o un inhibidor de
la transcriptasa inversa.

en la que, las administraciones son simultaneas, sucesivas o alternativas.
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