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@Resumen:

Elaboracion de un medicamento para prevenir el
envejecimiento prematuro en humanos, composicion
farmacéutica y método de selecciéon de compuestos
basado en el uso de siRNA de NFKbiz. Uso de una
composicion que comprende unas moléculas de ARN
para la fabricacién de un medicamento para prevenir
el envejecimiento prematuro en un humano y
composicion farmacéutica. Método de seleccion de
compuestos Utiles en el tratamiento del
envejecimiento prematuro, que comprende incubar
células tubulares renales, determinar si la expresion
de NFKbiz en las células tubulares renales es menor
a la expresiéon de NFKbiz en una muestra control e
identificar un compuesto como compuesto Util en el
tratamiento del envejecimiento prematuro.

180
160

140

*p<0,048 120

" 100
p<0,009 O siRNA

80 Control

60 W siRNA
n NFkBiz

% Expresion ARNm Klotho

20

TWEAK

Fig. 1

Aviso:
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ELABORACION DE UN MEDICAMENTO PARA PREVENIR EL ENVEJECIMIENTO
PREMATURO EN HUMANOS, COMPOSICION FARMACEUTICA Y METODO DE
SELECCION DE COMPUESTOS BASADO EN EL USO DE siRNA de NFKbiz

DESCRIPCION

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un compuesto util para prevenir el envejecimiento
prematuro en humanos. En concreto, dicho compuesto es siRNA de NFKbiz (IkB-, NF-
kappabiz), cuyo mecanismo de accion es disminuir la expresion de NFKbiz. siRNA de

NFKbiz previene la disminucion en la expresion de Klotho, una hormona antienvejecimiento.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Klotho es una hormona antienvejecimiento que se expresa en los tubulos celulares del rifidn.
El déficit genético de Klotho en ratones causa envejecimiento acelerado y muerte en la
adolescencia por enfermedades asociadas a la vejez en la adolescencia. El rifdn es el
principal érgano que expresa Klotho. El defecto genético especifico de Klotho en rifiones de
ratones y el defecto adquirido de Klotho en la enfermedad renal humana se asocian a
envejecimiento acelerado y mortalidad prematura. La inflamacion es responsable del
descenso de la expresion renal de Klotho. En concreto, la inflamacion sistémica causada por
TNF o TWEAK, citoquinas de la superfamilia del TNF, baja la expresion renal de Klotho. En
la actualidad no hay ninguna terapia licenciada que aumente la expresion de Klotho o evite

el descenso de la expresion de Klotho.

NFKbiz es un regulador de NF-kappaB perteneciente a la familia de |-kappaB. La expresion
de NFKbiz aumenta en respuesta a moléculas que se unen a los receptores TLR y a IL-
1beta. NFKbiz se une a NF-kappaB en el nucleo formando complejos de unién con los sitios

NF-kappaB de los promotores de los genes diana de NF-kappaB regulando su expresion.

En el documento Moreno, J.A., et al., The inflammatory cytokines TWEAK and TNFa reduce
renal klotho expression through NFkB. J Am Soc Nephrol, 2011, Vol. 22, N° 7, paginas 1315-
25 se identifican a las citoquinas inflamatorias TNFalfa y TWEAK como responsables de la
disminucién de Klotho a través de un mecanismo dependiente de NF-kappaB. Como Klotho

es una proteina expresada principalmente en el rifidn con propiedades antienvejecimiento,
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los autores muestran la relacién entre la inflamacioén y las enfermedades caracterizadas por

un envejecimiento de otros 6rganos, como la enfermedad renal cronica.

En el documento Concepcion Izquierdo M. et al. Acute kidney injury transcriptomics unveils a
relationship between inflammation and ageing. Nefrologia. 2012; 32:715-23 se considera que
el factor de transcripcion NFKB podria ser clave en la regulacion de los genes

proinflamatorios y en la regulacion a la baja de Klotho en respuesta a TWEAK.

Varios documentos del estado de la técnica describen NFKBiz como un regulador de NF-
kappaB a nivel transcripcional y que tiene propiedades proinflamatorias en células del
sistema inmune (Yamamoto, M. et al. (2004) Regulation of Toll/IL-1-receptor-mediated gene
expression by the inducible nuclear protein lkappaBzeta Nature 430:218-222) pero
antiinflamatorias y proapoptéticas en células epiteliales (Shiina, T. et al. (2004) Targeted
disruption of MAIL, a nuclear lkappaB protein, leads to severe atopic dermatitis-like disease
J. Biol. Chem. 279:55493-55498).

Pero en el estado de la técnica no se describe que siRNA de NFKbiz tenga un efecto de
prevencion y aumento de la expresién de Klotho ni se describe el uso de siRNA de NFKbiz

para prevenir el envejecimiento prematuro debido al déficit de expresion de Klotho.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona el uso de una composiciéon que
comprende unas moléculas de ARN que tienen una identidad de secuencia de al menos un
80% respecto a las secuencias identificadas por las secuencias SEQ ID NO: 1, 2y 3 para la

fabricacion de un medicamento para prevenir el envejecimiento prematuro en un humano.

Este primer aspecto se puede formular de forma alternativa como una composicién que
comprende unas moléculas de ARN que tienen una identidad de secuencia de al menos un
80% respecto a las secuencias identificadas por las secuencias SEQ ID NO: 1, 2 y 3 para su

uso para prevenir el envejecimiento prematuro en un humano.

Este primer aspecto también se puede formular de forma alternativa como un método para
prevenir el envejecimiento prematuro en un humano que comprende administrar unas
moléculas de ARN que tienen una identidad de secuencia de al menos un 80% respecto a

las secuencias identificadas por las secuencias SEQ ID NO: 1, 2 y 3 a un humano.
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En el primer aspecto de la invencién, las moléculas de ARN son moléculas “siRNA”, término
conocido en el estado de la técnica, que proviene del término “small interfering RNA” y hace

referencia a un ARN pequeno de interferencia.

En otro aspecto, la invencion es el uso de una composicion que contiene unas moléculas de
ARN que tienen una identidad de secuencia de al menos un 80% respecto a las secuencias
identificadas por las secuencias SEQ ID NO: 1, 2 y 3 para la fabricacién de un medicamento

para prevenir el envejecimiento prematuro en un humano.

En otro aspecto, la invencion es el uso del primer aspecto, donde dicho envejecimiento
prematuro esta causado por un déficit de expresion de la hormona antienvejecimiento
Klotho.

En la presente solicitud, el porcentaje de “identidad” en una secuencia se calcula
comparando las secuencias y obteniendo la proporcion de nucleétidos idénticos entre estas
secuencias que se comparan. Los métodos de comparacion de secuencias son conocidos
en el estado de la técnica, e incluyen, aunque sin limitarse a ellos, los algoritmos de
comparacion de secuencias FASTA, NCBI BLAST, WU-BLAST, GGSEARCH y GLSEARCH.

Las moléculas de ARN con una identidad de al menos un 80% respecto a las secuencias
identificadas por las secuencias SEQ ID NO: 1, 2 y 3 tendran las mismas propiedades que

las secuencias identificadas por las secuencias SEQ ID NO: 1, 2y 3.

La identidad de secuencia puede ser de al menos un 80, 82, 84, 86, 88, 90, 82, 94, 95, 96 o
98 % de identidad.

En otro aspecto, la invencion es el uso del primer aspecto, donde dicha identidad de

secuencia es de al menos un 90%.

En otro aspecto, la invencion es el uso del primer aspecto, donde dicha identidad de

secuencia es de al menos un 95%.

En otro aspecto, la invencion es el uso del primer aspecto, donde la identidad es del 100% y

dichas moléculas de ARN estan identificadas por las secuencias SEQ ID NO: 1,2y 3.
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En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica
gue comprende unas moléculas de ARN que tienen una identidad de secuencia de al menos

un 80% respecto a las secuencias identificadas por las secuencias SEQ ID NO: 1, 2y 3.

En otro aspecto, la invencidon es una composicion farmacéutica que contiene unas moléculas
de ARN que tienen una identidad de secuencia de al menos un 80% respecto a las

secuencias identificadas por las secuencias SEQ ID NO: 1,2y 3.

La identidad de secuencia puede ser de al menos un 80, 82, 84, 86, 88, 90, 82, 94, 95, 96 o
98 % de identidad.

En otro aspecto, la invencién es la composicion farmacéutica del segundo aspecto, donde

dicha identidad de secuencia es de al menos un 90%.

En otro aspecto, la invencién es la composicion farmacéutica del segundo aspecto, donde

dicha identidad de secuencia es de al menos un 95%.

En otro aspecto, la invencion es la composicion farmacéutica del segundo aspecto, donde la
identidad de secuencia es del 100% y dichas moléculas de ARN son las secuencias

identificadas por las secuencias SEQ ID NO: 1,2y 3.

En otro aspecto, la invencién es la composicion farmacéutica del segundo aspecto, que

comprende ademas excipientes farmacéuticamente aceptables.

El término “excipientes” hace referencia a compuestos que estabilizan y favorecen la
absorcion de los principios activos, colorantes, endulzantes, saborizantes, protectores frente

al aire y/o humedad, aglutinantes, etc.
La composicion farmacéutica puede ser formulada con excipientes farmacéuticamente
aceptables, asi como con cualquier otro tipo de portadores o diluyentes farmacéuticamente

aceptables, de acuerdo con técnicas convencionales en la practica farmacéutica.

La composicion farmacéutica puede ser administrada por si sola o en combinacion con otros

principios activos.

La composicion farmacéutica puede ser administrada en dosis simples o multiples.
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La composicién farmacéutica del primer aspecto de la invencion puede ser administrada por
cualquier via de administracion (por ejemplo, oral, sublingual, perioral, parenteral,
intraperitoneal, intramuscular, intranasal, intravenosa, intraarterial, transdérmica,
subcutanea, topica, etc.) para lo cual dicha composiciéon se formulara en la forma

farmacéutica adecuada a la via de administracion elegida.

La composicion farmacéutica puede ser formulada para proporcionar la liberacion controlada
del ingrediente activo como por ejemplo liberacion sostenida o prolongada de acuerdo con

métodos que son bien conocidos en la técnica.

En un tercer aspecto, la presente invencidn proporciona un método de seleccion de
compuestos utiles a partir de una libreria de compuestos en el tratamiento del
envejecimiento prematuro, que comprende:

(a) incubar células tubulares renales en presencia de uno de los compuestos seleccionado
de la libreria de compuestos,

(b) determinar si la expresion de NFKbiz en las células tubulares renales es menor a la
expresion de NFKbiz en una muestra control e

(c) identificar el compuesto seleccionado en la etapa (a) como compuesto util en el
tratamiento del envejecimiento prematuro cuando la expresion de NFKbiz en las células

tubulares renales sea menor a la expresion de NFKbiz en una muestra control.

La presente invencion previene el envejecimiento en los seres humanos mediante el

mantenimiento de la expresién normal de Klotho.

La presente invencion previene el envejecimiento en los pacientes que tienen inflamacion

sistémica de cualquier causa.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Prevencion de la disminucion en la expresion Klotho inducida por TWEAK a 3
horas en las células tubulares renales. Media +/- ESM de tres experimentos independientes.
RT-PCR cuantitativa.
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Figura 2. Prevencidon de la disminucién en la expresion Klotho inducida por TWEAK a 24
horas en las células tubulares renales. Resultados de expresién de proteina Klotho por

Western blot.

MODOS DE REALIZACION PREFERENTE

Ejemplo 1. Materiales y métodos

Cultivo celular y reactivos

Para los estudios in vitro se cultivaron células renales de tubulo proximal de raton (MCT).
Estas células se cultivaron en medio RPMI 1640 (Life Technologies, Grand Island, NY) con
10% de suero bovino fetal inactivado por calor, 2 mM de glutamina, 100 U/mL de penicilina,
100 pg/mL de estreptomicina en una atmaésfera con 5% de dioxido de carbono a 37°C. Para
los experimentos, el suero bovino fetal fue retirado 24 horas antes de los estudios y durante
todo el experimento. Las células fueron silenciadas con una mezcla de 3 secuencias, SEQ
ID NO: 1-3.

Posteriormente las células fueron tratadas con TWEAK 100 ng/ml (Millipore, MA) durante 3 6
24 horas.

Estudios de proteinas por Western blot

La membrana fue incubada durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo anti-Klotho a una
dilucion 1:1000. Tras esto, se lavé la membrana y se incubd con un anticuerpo secundario
unido a peroxidasa a una dilucién 1:2000 (Amersham, Aylesbury, Reino Unido). El siguiente
paso fue incubar la membrana con anti-tubulina a una dilucién 1:10000 (Sigma, St. Louis,
MO) y su correspondiente anticuerpo secundario. Se ha utilizado la tubulina como control de
carga de la técnica. Tras esto, las membranas se revelaron con el método de
quimioluminiscencia potenciada (ECL) siguiendo las instrucciones del fabricante

(Amersham).

Extraccion de ARN y reaccion inversa de la polimerasa (PCR)
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El ARN total se extrajo a partir de tejido y de células por el método del reactivo TRI (Sigma)
y 4 yg de ARN se transcribieron a ADN complementario mediante el kit comercial High
Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Se us6 una sonda
para Klotho previamente desarrollada (Applied Biosystems). La PCR cuantitativa se realizé
en un termociclador ABI Prims 7500 (Applied Biosystems) de acuerdo con el protocolo del
fabricante y utilizando el método de Ct DeltaDELTA. Los niveles de expresion se muestran

como relaciones a GAPDH.

Ejemplo 2. Prevencion de la disminucion en la expresion de Klotho inducida por TWEAK en

las células tubulares renales.

Se cultivaron células tubulares renales segun lo descrito en el Ejemplo 1. TWEAK baja la
expresion de mRNA de Klotho en células tubulares cultivadas y siRNA de NFKbiz evita este

efecto (Figura 1).

A las 24 horas se observa una disminucion de proteina Klotho en células tubulares

cultivadas en presencia de TWEAK y siRNA de NFKbiz evita este efecto (Figura 2).
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REIVINDICACIONES
Uso de una composicion que comprende unas moléculas de ARN que tienen una
identidad de secuencia de al menos un 80% respecto a las secuencias identificadas por
las secuencias SEQ ID NO: 1, 2 y 3 para la fabricacién de un medicamento para prevenir
el envejecimiento prematuro en un humano.
Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado por que dicho envejecimiento prematuro
esta causado por un déficit de expresion de la hormona antienvejecimiento Klotho.
Uso de una composicion farmacéutica segun la reivindicaciéon 1 o 2, caracterizado por
que dicha identidad de secuencia es de al menos un 90%.
Uso de una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 3, caracterizado por que
dicha identidad de secuencia es de al menos un 95%.
Uso de una composicion segun la reivindicacion 4, caracterizado porque dichas
moléculas de ARN estan identificadas por las secuencias SEQ ID NO: 1,2y 3.
Una composicidon farmacéutica que comprende unas moléculas de ARN que tienen una
identidad de secuencia de al menos un 80% respecto a las secuencias identificadas por
las secuencias SEQ ID NO: 1,2y 3.
Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 6, caracterizada por que dicha
identidad de secuencia es de al menos un 90%.
Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 7, caracterizada por que dicha
identidad de secuencia es de al menos un 95%.
Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 8, caracterizada por que dichas
moléculas de ARN estan identificadas por las secuencias SEQ ID NO: 1,2y 3.
Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, caracterizada
por que comprende ademas excipientes farmacéuticamente aceptables.
Método de seleccion de compuestos utiles a partir de una libreria de compuestos en el
tratamiento del envejecimiento prematuro, que comprende:
(@) incubar células tubulares renales en presencia de uno de los compuestos
seleccionado de la libreria de compuestos,
(b) determinar si la expresion de NFKbiz en las células tubulares renales es menor a la
expresion de NFKbiz en una muestra control e
(c) identificar el compuesto seleccionado en la etapa (a) como compuesto util en el
tratamiento del envejecimiento prematuro cuando la expresién de NFKbiz en las células

tubulares renales sea menor a la expresion de NFKbiz en una muestra control.
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La presente solicitud de patente describe y reivindica el uso de unas moléculas de ARN que tienen una secuencia de
identidad del al menos un 80% respecto a las secuencias SEQ ID NO 1, 2 y 3 (SIRNA de NFKbiz) para la fabricacion de un
medicamento para prevenir el envejecimiento prematuro en un humano. Dicho envejecimiento prematuro esta causado por
un déficit de la hormona de envejecimiento Klotho. Ademas se reivindica un método de seleccién de compuestos para el
tratamiento del envejecimiento prematuro en funcién de la baja expresion de NFKbiz en células tubulares renales que en una
muestra de control, en presencia de estos compuestos.

NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA

No se ha encontrado en el estado de la técnica ningun documento que describa el uso y método de la solicitud, ni
documentos que, solos 0 en combinacién con otros, pudieran llevar al experto en la materia de forma evidente al objeto de la
invencion, por lo que las reivindicaciones 1 a 11 de la solicitud son nuevas y tienen actividad inventiva segun los articulos 6 y
8 de la Ley de Patentes

El documento DO1se considera el mas cercano del estado de la técnica. Se refiere a un método para el tratamiento del
envejecimiento en humanos mediante la regulacion, entre otros de inhibidores de NFkB (rev.1, 51, 60). Se trata de procesos
de envejecimiento relacionados con la inhibicién o reduccion de la inflamacién mediada por Interleuquina-6 en humanos.
Entre estos inhibidores de NFkB no se incluye NFKbiz. Por tanto este trabajo no indica el uso de ninguin siRNA de NFkbiz, ni
se refiere al envejecimiento prematuro relacionado con un déficit de Klotho por lo que este documento no afectaria a la
novedad ni a la actividad inventiva de la invencion.

El documento D02 se refiere al uso de RNA de interferencia para disminuir la expresion de MAIL (NFKbiz) (SEQ NO 5, 25 y
26). Estas secuencias no son analogas a las de la invencién y ademas su uso se enmarca en el diagnostico del cancer. Por
tanto este trabajo no afectaria a la novedad ni a la actividad inventiva de la invencion.

Los documentos D03 y D04 describen el estado de la técnica en relacion con el mecanismo de regulacion del
envejecimiento al que hace referencia la invencion.

El documento D03 relaciona el factor de transcripciéon NFkB con la regulacion a la baja de la hormona antienvejecimiento
Klotho. Se concluye que NFkB podria ser una diana que podria potencialmente limitar la inflamacion y las consecuencias
adversas de la inflamacién en el envejecimiento.

En D04 se sugiere que las citoquinas inflamatorias TWEAK y TNFalfa disminuyen la expresion de Klotho mediante la
activacion de NFkB.
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