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DESCRIPCION
KGF/FGF7 para uso en el tratamiento de la atrofia vaginal inducida por la quimioterapia
Campo de la invencion

La presente invencion se define en las reivindicaciones 1-11. En este documento se describe el uso del factor de
crecimiento de queratinocitos (KGF/FGF7) y de composiciones farmacéuticas de los mismos en el tratamiento de la
atrofia vaginal, disuria, dolor vaginal y/o sequedad vaginal inducida por un estado posmenopausico, por una inter-
vencion quirdrgica, por enfermedad y/o por tratamientos de quimioterapia o radioterapia.

Antecedentes de la invencion

La falta de estrégenos en la posmenopausia provoca alteraciones en el epitelio vaginal en mas del 50% de las muje-
res de edades comprendidas entre 50 y 60 afos [Pandit et al., 1997]. Estos trastornos se caracterizan por su croni-
cidad y recurrencia, a veces también estan acomparfiados de una disfuncion sexual consecuente, y su importancia
supera facilmente su gravedad real en la medida en que refuerzan el temor a un deterioro general [Rossin-Amar,
2000]. La falta de estrogenos provoca una atrofia progresiva de la vulva, lo que da como resultado una descomposi-
cion gradual de la mucosa, con una reduccion del 30-50% de los niveles de vascularizacion. La reduccion simulta-
nea del glucdgeno, en particular en las células del estrato intermedio, provoca un cambio en el ecosistema vaginal,
con un consiguiente aumento del riesgo de presencia de agentes patdgenos responsables de una vaginitis recurren-
te. Ademas, la atrofia vaginal también puede presentarse en mujeres premenopausicas que han sido sometidas a
una intervencioén quirdrgica debido a cancer endometrial, incluyendo cancer de pelvis o linfadenectomia paraadrtica
y son tratadas con braquiterapia vaginal adyuvante (VBT) con el fin de reducir el riesgo de recaidas locales y para
mejorar la tasa de supervivencia de las pacientes [Scholten 2005; Keys 2004; Lee 2006]. Todos estos tratamientos
pueden dar lugar a efectos adversos en un porcentaje variable de pacientes, que incluyen disuria, dolor vaginal,
atrofia de la mucosa vaginal y sequedad vaginal [Dickler 2010]. Estos sintomas pueden ser considerados como un
problema sanitario importante para una parte considerable de la poblaciéon femenina mundial, ya que frecuentemente
estan ligados a inflamacion, dispareunia y pérdida de placer sexual.

La pérdida de estrégenos se ha reconocido como la causa mas comun de los sintomas de la menopausia, causando
frecuentemente el tratamiento de los trastornos vulvo-vaginales posmenopausicos con una terapia de reemplazo
hormonal sistémico (HRT). Sin embargo, la implicacion de los estrogenos en la génesis y la progresion de tumores
del endometrio, ovario y mama, a pesar de que el aumento del riesgo de cancer depende del tipo de terapia de re-
emplazo hormonal, la duracion del uso, la masa corporal y el periodo entre la menopausia y el inicio de la terapia de
reemplazo hormonal, conduce a un escepticismo entre las mujeres, y también a una reticencia entre algunos médi-
cos para aconsejar la terapia adyuvante [Hendrix et al., 2005; Grodstein et al., 2004], que ha sido puesto en duda
seriamente. Hasta ahora, no se ha llegado a ninguin acuerdo con respecto a la terapia adecuada: la HRT se tiene
que administrar a las mujeres que padecen trastornos menopausicos con el fin de satisfacer sus necesidades indivi-
duales, teniendo en cuenta su perfil de riesgo individual y los objetivos terapéuticos generales.

Por estas razones, se han introducido formulaciones de estrégenos intravaginales con el fin de evitar una exposicion
sistémica a los estrégenos y se han preferido en mujeres que no tienen otros sintomas de la menopausia que re-
quieran un tratamiento sistémico [Johnston et al., 2004; Willhite y O'Connell, 2011]. Sin embargo, se ha demostrado
que el estradiol topico se absorbe significativamente y aparece en la circulacion general [Martin et al., 1979; Fu-
ruhjelm et al., 1980; Deutsch et al., 1981; Mandel et al., 1983; Ballag, 2005; Kendall et al., 2006; Kvorning y Jensen,
en: Publicacion presentada en: workshop internacional, Copenhague, 1986], lo que confirma una exposicidon a un
aumento del riesgo de cancer de mama y cancer de endometrio después de un tratamiento hormonal local [Notelo-
vitz et al., 2002; Rioux et al., 2000; Schiff et al., 1977]. De cara a esta consideracién, se han desarrollado prepara-
ciones no hormonales para el tratamiento de la atrofia vaginal [Kendall et al., 2006; Berger et al., 2008], tales como
isoflavonas obtenidas a partir de la soja. Sin embargo, el uso de formulaciones tdpicas basadas en isoflavonas de la
soja con el objetivo de prevenir los sintomas posmenopausicos, ha proporcionado unos resultados insuficientes en
términos de eficacia [Levis et al., 2011].

El receptor de estrégenos alfa (ERa, del inglés “oestrogen receptor alpha”) realiza su funciéon predominantemente a
través de la union a su ligando, estradiol 17 (E2), que induce cambios conformacionales que permiten el recluta-
miento de moléculas coactivadoras y la unién a elementos de respuesta a estrogenos (EREs) en el ADN, para con-
trolar la transcripcion de genes diana (ruta de sefializacion "clasica" del ER). En la ultima década, pruebas emergen-
tes han apoyado la importancia de una ruta de sefializacion alternativa de ERa (referida como una ruta "no clasica")
en la mediacion de las acciones de los estrégenos [Hall et al., 2001].

Esta ruta puede proporcionar efectos genotrépicos en las células diana y es independiente de la union entre ER y
ERE. La sefal genotrépica mediada por ERa implica otros factores de transcripcion, tales como la proteina activado-
ra 1 (AP1), la proteina de especificidad 1 (SP1) y NF-kB [Paech et al., 1997; Coleman y Smith, 2001; Porter et al.,
1996; Cerillo et al., 1998], que a su vez median en la regulacién de la transcripcion de sus genes diana. La sefial
genotrépica mediada por ERa incluye la activacion del receptor asociado a la membrana y la estimulacién de rutas
citoplasmaticas, tales como PI3K/AKT, ERK y la cascada de sefalizacion de p38 [Singh, 2001; Watters et al., 1997;
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Zhou et al., 1996]. Es interesante sefalar que los factores que determinan si la sefial mediada por ER se transmite a
través de la ruta clasica o a través de la ruta no clasica, siguen siendo practicamente desconocidos.

En los ultimos afios, se ha demostrado que varios factores de crecimiento tienen un papel en la proliferacion de las
células cancerosas de la mama, interaccionando con la ruta de los estrégenos, aunque los mecanismos y los efectos
de tal interaccion no estan todavia claros. Un cierto nimero de estudios han proporcionado sugerencias de una
interaccion entre la sefalizacion de ER y la sefializacion de EGF/EGFR. En particular, se ha planteado la hipétesis
de que el desarrollo de una resistencia al tamoxifeno en las células de cancer de mama puede estar correlacionado
con la activacion, mediada por ER, de EGFR, HER2/neu e IGFR.

El factor de crecimiento de queratinocitos (KGF/FGF7) (Secuencia de referencia del NCBI NM_002009.3, secuencia
de aminoacidos de GenBank: CAG46799.1), un miembro de la familia de factores de crecimiento de fibroblastos
(FGFs), tiene un papel fundamental en la regulacién de la proliferacion celular, la migracion y la diferenciacion duran-
te el desarrollo y como respuesta al dafio y la regeneracion de tejidos [Finch y Rubin, 2004]. Actiia mediante la unién
al receptor de la tirosina cinasa FGFR2-11Ib/KGFR, generado por medio de un corte y empalme alternativo del gen
de FGFR2 y se expresa predominantemente sobre las células epiteliales de diferentes 6rganos, teniendo un papel
clave en el control del crecimiento epitelial y la diferenciacion [Zhang et al., 2006]. La ruta de KGF/KGFR es esencial
para mantener la integridad y la funcion de las células epiteliales adultas debido al efecto citoprotector y regenerativo
de KGF. De hecho, la expresion de KGF esta fuertemente regulada al alza después de lesiones en diversos tejidos
epiteliales, tales como la piel, los rifiones, la vejiga, el pancreas, el estomago y el intestino [Werner et al., 1992; Mar-
chese et al., 1995; Brauchle et al., 1996; Werner, 1998]. Ademas, el KGF protege frente a las lesiones del epitelio
pulmonar y mejora la regeneracion distal de las vias respiratorias, la estimulacion de la proliferacién celular, la inhibi-
cion de la apoptosis y los radicales de oxigeno libres, y la movilizacion de las células progenitoras epiteliales [Gom-
perts et al., 2007].

Se ha demostrado que el tratamiento con KGF recombinante (palifermina) es capaz de proteger las células epitelia-
les contra una variedad de lesiones, incluyendo la lesion inducida por radiacion, y por lo tanto el KGF ha sido apro-
bado por la FDA para el tratamiento de la mucositis oral grave resultante de la radioterapia y/o quimioterapia del
cancer en pacientes con tumores hematolégicos o de cabeza o cuello [Spielberger et al., 2004; Beaven y Shea,
2007; Brizel et al., 2008; Barash et al., 2009].

Por otro lado, la administracion de KGF a ratones con vaginas en desarrollo durante el periodo neonatal, da lugar a
un crecimiento de estrogenos, independientemente del epitelio vaginal, lo que sugiere una posible relacion entre el
tratamiento con estrogenos y la activacion de la sefial de KGF/KGFR [Masui et al., 2004]. Ademas, los autores ya
han llevado a cabo el primer trasplante autélogo de tejido vaginal en una mujer que padece el sindrome de Mayer
Rokitansky Kuster Hauser (MRKHS) por medio de la utilizacion de tejido vaginal autélogo cultivado in vitro [Panici et
al., 2007], estableciendo por lo tanto el modelo ideal in vitro para analizar el efecto de los estrégenos y KGF sobre el
trofismo de la mucosa vaginal.

El documento de solicitud internacional WO 2006/083087 describe que el péptido N-terminal AIMP1 es capaz de
estimular la sintesis de colageno y/o la expresion de KGF. Sin embargo, la capacidad del péptido para pasar a tra-
vés de la capa epidérmica y la membrana plasmatica y de ser, por lo tanto, realmente eficaz en tratamientos cuta-
neos, no se ha demostrado. Como se conoce actualmente por las publicaciones, las sustancias proteicas no pasan a
través de la capa epidérmica en presencia de piel no dafiada.

Existe por tanto una necesidad de proporcionar un agente terapéutico capaz de tratar localmente los trastornos de la
menopausia, incluyendo la sequedad y la atrofia vaginal, que sustituya las terapias ya en uso (formulaciones a base
de estrégenos).

Descripcion de la invenciéon

Los autores han investigado la interaccion entre los precursores de estrogeno y KGFR con el fin de aclarar los me-
canismos que son la causa del efecto de los estrégenos que favorece el crecimiento y el papel potencial de los facto-
res de crecimiento en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para la atrofia de la mucosa. Ademas, los
autores han comparado la eficacia in vivo del tratamiento local con estrégenos, con la administracion topica de KGF,
demostrando que KGF se puede utilizar como terapia alternativa para la atrofia vaginal posmenopausica u otras
disfunciones, tales como las que tienen lugar en pacientes sometidos a radioterapia después de una intervencion
quirdrgica para el cancer de endometrio.

Se indica que la atrofia vaginal (vaginitis atréfica) se define como un adelgazamiento y una inflamacién de las pare-
des vaginales debido a una disminuciéon de los estrogenos. Menos estrogenos circulantes hacen que los tejidos
vaginales sean mas delgados, mas secos, menos elasticos y mas fragiles. Por otra parte, la funcion genital esta
estrechamente relacionada con la funcion del sistema urinario. De hecho, los sintomas de atrofia vaginal incluyen
sequedad vaginal, ardor vaginal, ardor con la miccién, urgencia para orinar, mas infecciones del tracto urinario, in-
continencia urinaria, un ligero sangrado después del coito, molestias durante el coito y acortamiento y endurecimien-
to del canal vaginal. Estos sintomas, que incluyen disuria y dolor vaginal estan estrecha y directamente relacionados
con un adelgazamiento de la mucosa vaginal. Por lo tanto, el efecto positivo de KGF sobre el trofismo del epitelio
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vaginal observado en la presente invencion, representa un tratamiento con éxito de estos sintomas, en particular
cuando son posteriores a una atrofia vaginal. Se ha encontrado inesperadamente que el KGF puede tratar con éxito
la atrofia vaginal. En particular, se observa el efecto técnico inesperado de KGF en el tratamiento de la atrofia vagi-
nal después de un uso topico y a dosis muy bajas (0,4 microgramos/ml y 1,2 microgramos/ml que se corresponden
respectivamente con 10 ng/25 ul y 30 ng/25 ul). Ademas, los autores demostraron que el efecto in vivo de KGF es
mejor que el de E2, ya que se puede obtener el mismo aumento del espesor del epitelio mediante el uso de KGF a
30 ng/25 ul y E2 a 1 ug/25 ul (véase la fig. 8B). Finalmente, demostraron que KGF no solo era capaz de contrarres-
tar la disminucion del espesor vaginal mediante una estimulacion de la proliferacion de las células epiteliales, sino
que también de restaurar la lubricacion del epitelio mediante una estimulacion de las células mucinosas (véase la fig.
9B).

La invencion se refiere por tanto al factor de crecimiento de queratinocitos (KGF/FGF7), a ortélogos y a fragmentos
de los mismos para uso en el tratamiento de afecciones seleccionadas entre la atrofia vaginal y/o la disuria relacio-
nada con la atrofia vaginal, y/o el dolor relacionado con la atrofia vaginal y/o la sequedad vaginal, en donde tales
afecciones estan inducidas por un tratamiento de quimioterapia en el que dicho ortélogos, derivados y fragmentos de
los mismos poseen las mismas propiedades terapéuticas que el factor de crecimiento de queratinocitos y en donde
la quimioterapia es un compuesto anticancerigeno que pertenece a la familia de los moduladores del receptor de
estrogeno selectivos.

La expresion "factor de crecimiento de queratinocitos" o "KGF/FGF7" o "KGF" significa la proteina KGF silvestre
completa (secuencia de referencia del NCBI: NM_002009.3 (SEQ ID No. 1):
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AGTTTTAATTGCTTCCAATGAGGTCAGCAAAGGTATTTATCGAAAAGCCCTGAATAARAAGGCTCACACAC
ACACACAAGCACACACGCGCTCACACACAGAGAGAAAATCCTTCTGCCTGTTGATTTATGGAAACAATTA
TGATTCTGCTGGAGAACTTTTCAGCTGAGAAATAGTTTGTAGCTACAGTAGAAAGGCTCAAGTTGCACCA
GGCAGACAACAGACATGGAATTCTTATATATCCAGCTGTTAGCAACAAAACAAAAGTCAAATAGCAAACA
GCGTCACAGCAACTGAACTTACTACGAACTGTTTTTATGAGGATTTATCAACAGAGTTATTTAAGGAGGA
ATCCTGTGTTGTTATCAGGAACTAAAAGGATAAGGCTAACAATTTGGAAAGAGCAACTACTCTTTCTTAA
ATCAATCTACAATTCACAGATAGGAAGAGGTCAATGACCTAGGAGTAACAATCAACTCAAGATTCATTTT
CATTATGTTATTCATGAACACCCGGAGCACTACACTATAATGCACAAATGGATACTGACATGGATCCTGC
CAACTTTGCTCTACAGATCATGCTTTCACATTATCTGTCTAGTGGGTACTATATCTTTAGCTTGCAATGA
CATGACTCCAGAGCAAATGGCTACAAATGTGAACTGTTCCAGCCCTGAGCGACACACAAGAAGTTATGAT
TACATGGAAGGAGGGGATATAAGAGTGAGAAGACTCTTCTGTCGAACACAGTGGTACCTGAGGATCGATA
AAAGAGGCAAAGTAAAAGGGACCCAAGAGATGAAGAATAATTACAATATCATGGAAATCAGGACAGTGGC
AGTTGGAATTGTGGCAATCAAAGGGGTGGAAAGTGAATTCTATCTTGCAATGAACAAGGAAGGAAAACTC
TATGCAAAGAAAGAATGCAATGAAGATTGTAACTTCAAAGAACTAATTCTGGARAAACCATTACAACACAT
ATGCATCAGCTAAATGGACACACAACGGAGGGGAAATGTTTGTTGCCTTAAATCAAAAGGGGATTCCTGT
AAGAGGAAAAARANNCGAAGAAAGAACAAAARACAGCCCACTTTCTTCCTATGGCAATAACTTAATTGCAT
ATGGTATATAAAGAACCAGTTCCAGCAGGGAGATTTCTTTAAGTGGACTGTTTTCTTTCTTCTCAAAATT
TTCTTTCCTTTTATTTTTTAGTAATCAAGARAGGCTGGAAAACTACTGARAARACTGATCAAGCTGGACTT
GTIGCATTTATGTTTGTTTTAAGACACTGCATTAAAGAAAGATTTGAAAAGTATACACAAAAATCAGATTT
AGTAACTAAAGGTTGTAAAAAATTGTAAAACTGGTTGTACAATCATGATGTTAGTAACAGTAATTTTTTT
CTTAAATTAATTTACCCTTAAGAGTATGTTAGATTTGATTATCTGATAATGATTATTTAAATATTCCTAT
CTGCTTATAAAATGGCTGCTATAATAATAATAATACAGATGTTGTTATATAAGGTATATCAGACCTACAG
GCTTCTGGCAGGATTTGTCAGATAATCAAGCCACACTAACTATGGAAAATGAGCAGCATTTTAAATGCTT

TCTAGTGAAAAATTATAATCTACTTAAACTCTAATCAGAAAAAARATTCTCAAAAAANACTATTATGAAAG
TCAATAAAATAGATAATTTAACAAAAGTACAGGATTAGAACATGCTTATACCTATAAATAAGAACAAAAT
TTCTAATGCTGCTCAAGTGGAAAGGGTATTGCTAAAAGGATGTTTCCAARAATCTTGTATATAAGATAGC

AACAGTGATTGATGATAATACTGTACTTCATCTTACTTGCCACAAAATAACATTTTATAAATCCTCAAAG
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TAAAATTGAGAAATCTTTAAGTTTTTTTCAAGTAACATAATCTATCTTTGTATAATTCATATTTGGGAAT
ATGGCTTTTAATAATGTTCTTCCCACAAATAATCATGCTTTTTTCCTATGGTTACAGCATTAAACTCTAT
TTTAAGTTGTTTTTGAACTITATTGTTTTGTTATTTAAGTTTATGTTATTTATAAAAARAANAACCTTAAT
AAGCTGTATCTGTITTCATATGCTTTTAATTTTAAAGGAATAACAAAACTGTCTGGCTCAACGGCAAGTTT
CCCTCCCTTTTCTGACTGACACTAAGTCTAGCACACAGCACTTIGGGCCAGCAAATCCTGGAAGGCAGACA
AARRTAAGAGCCTGAAGCAATGCTTACAATAGATGTCTCACACAGAACAATACAAATATGTAAAAAATCT
TTCACCACATATTCTTGCCAATTAATTGGATCATATAAGTAAAATCATTACAAATATAAGTATTTACAGG
ATTTTAAAGTTAGAATATATTTGAATGCATGGGTAGAAAATATCATATTTTAAAACTATGTATATTTAAA
TTTAGTAATTTTCTAATCTCTAGAAATCTCTGCTGTTCAAAAGGTGGCAGCACTGAAAGTTGTTTTCCTG
TTAGATGGCAAGAGCACAATGCCCAAAATAGAAGATGCAGTTAAGAATAAGGGGCCCTGAATGTCATGAA
GGCTTGAGGTCAGCCTACAGATAACAGGATTATTACAAGGATGAATTTCCACTTCAAAAGTCTTTCATTG
GCAGATCTTGGTAGCACTTTATATGTTCACCAATGGGAGGTCAATATTTATCTAATTTAAAAGGTATGCT
AACCACTGTGGTTTTAATTTCAAAATATTTGTCATTCAAGTCCCTTTACATAAATAGTATTTGGTAATAC
ATTTATAGATGAGAGTTATATGAAAAGGCTAGGTCAACAAAAACAATAGATTCATTTAATTTTCCTGTGG
TTGACCTATACGACCAGGATGTAGAAAACTAGAAAGAACTGCCCTTCCTCAGATATACTCTTGGGAGAGA
GCATGAATGGTATTCTIGAACTATCACCTGATTCAAGGACTTTGCTAGCTAGGTTTTGAGGTCAGGCTTCA
GTAACTGTAGTCTTGTGAGCATATTGAGGGCAGAGGAGGACTTAGTTTTTCATATGTGTTTCCTTAGTGC
CTAGCAGACTATCTGTITCATAATCAGTTTTCAGTGTGAATTCACTGAATGTTTATAGACAAAAGAAAATA
CACACTAAAACTAATCTTCATTTTAAAAGGGTAAAACATGACTATACAGAAATTTAAATAGAAATAGTGT
ATATACATATAAAATACAAGCTATGTTAGGACCAAATGCTCTTTGTCTATGGAGTTATACTTCCATCAAA
TTACATAGCAATGCTGAATTAGGCAAAACCAACATTTAGTGGTAAATCCATTCCTGGTAGTATAAGTCAC
CTAAAAAAGACTTCTAGAAATATGTACTTTAATTATTIGTTTTTCTCCTATTTTTAAATTTATTATGCAA
ATTTTAGAAAATAAAATTTGCTCTAGTTACACACCTTTAGAATTCTAGAATATTAAAACTGTAAGGGGCC
TCCATCCCTCTTACTCATTTGTAGTCTAGGAAATTGAGATTTTGATACACCTAAGGTCACGCAGCTGGGT
AGATATACAGCTGTCACAAGAGTCTAGATCAGTTAGCACATGCTTTCTACTCTTCGATTATTAGTATTAT
TAGCTAATGGTCTTTGGCATGTTTTTIGTTTTTTATTTCTGTTGAGATATAGCCTTTACATTTGTACACAA
ATGTGACTATGTCTITGGCAATGCACTTCATACACAATGACTAATCTATACTGTGATGATTTGACTCAAARA
GGAGAAAAGAAATTATGTAGTTTTCAATTCTGATTCCTATTCACCTTTTGTTTATGAATGGAAAGCTTTG
TGCAAAATATACATATAAGCAGAGTAAGCCTTTTAAAAATGTTCTTTGAAAGATAAAATTAAATACATGA

GTTTCTAACAATTAGA

Secuencia de aminoacidos de GenBank: CAG46799.1 (SEQ ID No. 2):

MHKWILTWILPTLLYRSCFHIICLVGTISLACNDMTPEQMATNVNCSSPERHTRSYDYMEGGDIRVRRLFCRTQWYLR
IDKRGKVKGTQEMKNNYNIMEIRTVAVGIVAIKGVESEFYLAMNKEGKLYAKKECNEDCNFKELILENHYNTYASAKW
THNGGEMFVALNQKGIPVRGKKTKKEQKTAHFLPMAIT

o de KGF humano recombinante (secuencia de aminoacidos de SwissProt: P21781 # (SEQ ID No. 3):

6
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MHKWILTWILPTLLYRSCFHIICLVGTISLACNDMTPEQMATNVNCSSPERHTRSYDYMEGGDIRVRRLEFCRTQWYLR
IDKRGKVKGTQEMKNNYNIMEIRTVAVGIVAIKGVESEFYLAMNKEGKLYAKKECNEDCNFKELILENHYNTYASAKW

THNGGEMEFVALNQKGIPVRGKKTKKEQKTAHFLPMAIT

el KGF humano recombinante palifermina (DrugBank: DB00039 (fragmentado desde el aa. 56 hasta el aa. 194 de
SEQ ID No. 3):

YDYMEGGDIRVRRLFCRTQWYLRIDKRGKVKGTQEMKNNYNIMEIRTVAVGIVAIKGVESEFYLAMNKEGKLYAKKEC
NEDCNFKELILENHYNTYASAKWTHNGGEMFVALNQKGI PVRGKKTKKEQKTAHFLPMAIT

o sus variantes alélicas u ortélogos, fragmentos, mutantes, derivados o analogos funcionales.

En la presente invencion, las variantes, fragmentos, derivados mutantes o analogos funcionales poseen la misma
actividad farmacoldgica que la proteina de KGF.

Preferiblemente, la variante de KGF o los ortélogos, derivados y fragmentos de la misma tienen al menos un residuo
sustituido por un residuo de aminoacidos diferente.

Las variantes de KGF de la presente invencion, obtenidas por tecnologias conocidas en la técnica, son proteinas
mutantes, que difieren en la secuencia de aminoacidos del KGF de tipo silvestre por la mutacién de uno o varios
aminoacidos individuales. En una realizacion muy preferida de la presente invencion, solamente se realiza una susti-
tucién de aminoacidos en la secuencia de la proteina natural. Sin embargo, se incluye en el objeto de la presente
invencion que la proteina natural se puede optimizar adicionalmente mediante la sustitucién de una pluralidad, por
ejemplo dos o0 mas, de las sustituciones de aminoacidos. Por tanto, las variantes pueden diferir de la secuencia de la
proteina de tipo silvestre por sustituciones de aminoacidos en 1-10, preferiblemente 1, 2, 3, 4, 5y 6 posiciones diana
de aminoacidos diferentes.

Por otra parte, los mutantes o las variantes de la invencién muestran la misma actividad farmacoldgica que la protei-
na KGF de tipo silvestre.

El término "mutacion” o "variante" tal y como se usa en el contexto de la presente invencion, se puede entender
como una sustitucion, delecion y/o adicion de un solo aa en la secuencia diana.

Preferiblemente, la mutacion de la secuencia diana en la presente invencion es una sustitucion. La sustitucion puede
tener lugar con un aminoacido diferente, codificado genéticamente o mediante aminoacidos no codificados genéti-
camente. Ejemplos de aminoacidos no codificados genéticamente son homocisteina, hidroxiprolina, ornitina, hidroxi-
lisina, citrulina, carnitina, etc.

En una realizacion preferida, el tratamiento comprende braquiterapia vaginal adyuvante.
En una realizacion preferida, el agente quimioterapéutico es tamoxifeno.

La invencioén se refiere ademas a una composicion farmacolégica que comprende excipientes farmacéuticamente
aceptables (o vehiculos) y un compuesto para uso en el tratamiento de afecciones de atrofia vaginal, disuria relacio-
nada con la atrofia vaginal, dolor relacionado con la atrofia vaginal y/o sequedad vaginal, en donde tales afecciones
estan inducidas por tratamientos de quimioterapia en donde dicho compuesto se selecciona a partir del grupo que
consiste en:

- el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF/FGF7), ortélogos y fragmentos de los mismos;
- un vector que comprende dicho polinucleétido y
- una célula hospedadora modificada genéticamente que expresa dicho polipéptido,

en donde dichos ortélogos, derivados y fragmentos de los mismos poseen las mismas propiedades terapéuticas que
el factor de crecimiento de queratinocitos y en donde la quimioterapia es un compuesto anticancerigeno que perte-
nece a la familia de inhibidores del receptor de estrogenos selectivo. Dicha composicién farmacoldgica esta destina-
da preferiblemente a la administracién tépica.

La composicién farmacolégica de acuerdo con la invencion comprende preferiblemente una cantidad farmacéutica-
mente eficaz de factor de crecimiento de queratinocitos.

En una realizacion preferida, el factor de crecimiento de queratinocitos tiene una concentracion de 0,1 a 100 pg/ml,
mas preferiblemente una concentracion de 0,1 a 10 ug/ml, ain mas preferiblemente de 5 pg/ml. La composicion
farmacologica de la invencion comprende también preferiblemente un agente gelificante. Dicho agente gelificante es
preferiblemente Pluronic F127.
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Las composiciones farmacolégicas de la invencion se pueden preparar mezclando el factor de crecimiento de quera-
tinocitos que tiene el grado de pureza deseado con vectores opcionales, excipientes o estabilizantes fisiolégicamen-
te aceptables (Remington Pharmaceutical Sciences edicion 162, Osol, A. Ed., 1980) en forma de formulaciones liofili-
zadas o soluciones acuosas. Vectores, excipientes o agentes estabilizantes aceptables no son toxicos para los re-
ceptores a las dosis y concentraciones utilizadas, y pueden incluir tampones, antioxidantes, conservantes, péptidos,
proteinas, polimeros hidrofilos, agentes quelantes tales como EDTA, azlcares, sales que forman contraiones tales
como sodio, complejos con metales (por ejemplo complejos de Zn-proteina) y/o tensioactivos no iénicos sometidos a
ensayo, tales como TWEEN®, Pluronics® o polietilenglicoles (PEG).

El tratamiento topico con KGF esta altamente especializado y es especifico para el tratamiento local de trastornos de
la menopausia y, por lo tanto, esta indicado con el fin de combatir sintomas tales como la sequedad y la atrofia vagi-
nal. Por lo tanto, KGF puede sustituir las terapias ya en uso, tales como formulaciones a base de estrégenos.

Las ventajas proporcionadas por el uso de KGF, como resultado de su origen proteico, se deben a la impenetrabili-
dad de la barrera epitelial y a la presencia fisiologica de su receptor especifico en la membrana, lo que permite desa-
rrollar su funcién sin pasar a través. De hecho, a diferencia de los estrogenos, KGF no pasa a la circulacién (de
forma transcutanea).

En una realizacion preferida de la composicion farmacoldgica de la invencion, KGF se administra con una dosis de
10-30 ng/dia, lo que garantiza que solo la proporcion introducida y liberada puede actuar localmente, sin una reac-
cion cruzada con otras rutas de sefalizacion.

La composicién farmacéutica descrita en este documento se puede emplear para aplicaciones de diagndstico o
terapéuticas.

La formulacion exacta, la ruta de administracion y la dosificacion pueden ser elegidas por cada médico de cara a las
afecciones del paciente. La administracion se puede lograr en una dosis Unica o en dosis repetidas a intervalos. La
cantidad y el intervalo de la dosificacion se pueden ajustar individualmente con el fin de proporcionar el efecto tera-
péutico, que se traduce en una mejoria de los sintomas o una prolongacién de la supervivencia de un paciente. La
cantidad real de composicion administrada dependera, por supuesto, del sujeto al que se esta tratando, del peso del
sujeto, de la gravedad del padecimiento, de la forma de administracion y del juicio del médico que indica el trata-
miento. Una dosificacion diaria adecuada estara entre 0,001 a 10 mg/kg, particularmente de 0,1 a 5 mg/kg. La admi-
nistracion se puede llevar a cabo por métodos conocidos, por ejemplo, mediante inyeccion, en particular mediante
una inyeccion intravenosa, intramuscular, transmucosa, subcutanea o intraperitoneal y/o mediante administracion
oral, topica, nasal, por inhalacién, aerosol y/o aplicacion rectal, etc. La administracion puede ser local o sistémica.
Ademas, las variantes de HMGB1 objeto de esta invencion se pueden inmovilizar de forma reversible y/o adsorber
sobre la superficie y/o dentro de dispositivos médicos o sistemas de liberacién/transporte de farmacos (microesfe-
ras). Los dispositivos médicos y las microesferas se pueden cargar de forma reversible con las variantes de esta
invencion, a través de su unidn, impregnacion y/o adsorcion sobre la superficie del dispositivo médico o de la micro-
esfera o sobre una capa que recubre su superficie. Cuando el dispositivo médico o la microesfera entran en contacto
con fluidos bioldgicos, la variante inmovilizada de forma reversible se libera.

Por tanto, el dispositivo médico y la microesfera actian como herramientas de liberacion de farmacos que eluyen la
molécula objeto de esta invencioén, de tal manera que se puede controlar su cinética de liberacién, asegurando una
liberacién controlada o sostenida, como es requerida por el tratamiento. Los métodos para el revestimien-
to/impregnacion de los dispositivos médicos y la carga de microesferas son bien conocidos por los expertos en estas
tecnologias. En la presente memoria se describe un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos 70% de identidad con la secuencia de SEQ ID No. 1. Dicho polipéptido se elige a partir del grupo que
consiste en un homologo, un derivado, un equivalente y un fragmento de un polipéptido.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "equivalente" se entendera que significa un péptido que tiene al
menos una de las actividades del presente polipéptido. "Homdlogo" se entendera como un polipéptido que muestra
ciertas modificaciones, en comparacion con el polipéptido natural. Estas modificaciones pueden ser una delecion, un
truncamiento, una extension, una fusion quimérica y/o una mutacion. Entre los polipéptidos equivalentes, se prefie-
ren los que muestran mas de un 80% de homologia.

"Derivado” se refiere a cualquier polipéptido, eventualmente mutado, truncado y/o extendido, que ha sido modificado
quimicamente o que contiene aminoacidos inusuales.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "polipéptido” se refiere a una cadena molecular de aminoacidos que
tiene propiedades terapéuticas para el tratamiento de afecciones de atrofia vaginal, disuria, dolor vaginal y/o seque-
dad vaginal inducidas por un estado posmenopausico, por una cirugia, por una patologia y/o por tratamientos de
quimioterapia o radioterapia. Este polipéptido, si es necesario, se puede modificar in vitro y/o in vivo, por ejemplo,
mediante glicosilacion, miristoilacion, amidacion, carboxilacion o fosforilacion, y se puede obtener, por ejemplo, me-
diante métodos sintéticos o recombinantes conocidos en la técnica.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "ortdlogos" se refiere a proteinas en especies diferentes a las protei-
nas de SEQ ID NO.1 en el Homo sapiens, que han evolucionado a partir de un gen ancestral comun mediante espe-
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ciacion. A modo de ejemplo de tales ortdlogos, se pueden citar las proteinas correspondientes a KGF en Mus
musculus, Rattus norvegicus Gallus gallus, Xenopus laevis 'y Danio rerio.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "derivados" se refiere a polipéptidos que tienen un porcentaje de
identidad de al menos del 75% con SEQ ID NO. 1, o un ortélogo de los mismos, preferiblemente de al menos 85%, a
modo de ejemplo de al menos 90%, y mas preferiblemente de al menos 95%.

Tal como se utiliza en esta memoria, "fragmentos" se refiere a polipéptidos que tienen una longitud de al menos 25
aminoacidos, preferiblemente de al menos 50 aminoacidos, a modo de ejemplo de al menos 75 o 85 aminoacidos, y
mas preferiblemente de al menos 100 aminoacidos. En esta memoria se describen fragmentos y derivados que
poseen propiedades terapéuticas para tratar afecciones de atrofia vaginal, disuria, dolor vaginal y/o sequedad vagi-
nal inducidas por un estado posmenopausico, por una cirugia, por una patologia y/o por tratamientos de quimiotera-
pia o radioterapia.

Tal como se utiliza en esta memoria, un "porcentaje de identidad" entre dos secuencias de aminoacidos, significa el
porcentaje de aminoacidos idénticos, entre las dos secuencias que se van a comparar, obtenido con el mejor ali-
neamiento de dichas secuencias, siendo este porcentaje puramente estadistico y extendiéndose aleatoriamente las
diferencias entre estas dos secuencias sobre las secuencias de aminoacidos. Tal como se utiliza en esta memoria,
"mejor alineamiento” o "alineamiento 6ptimo", significa la alineacién para la cual el porcentaje de identidad determi-
nado (véase mas adelante) es el mas alto. La comparacion de secuencias entre dos secuencias de aminoacidos se
realiza por lo general mediante una comparacion de las secuencias que se han alineado previamente de acuerdo
con la mejor alineacion; esta comparacion se realiza sobre segmentos de comparacion con el fin de identificar y
comparar las regiones locales de similitud. El mejor alineamiento de las secuencias para llevar a cabo la compara-
cion se puede realizar, ademas de manualmente, mediante el uso del algoritmo de homologia global desarrollado
por Smith y Waterman (Ad. App. Math., vol. 2, p: 482, 1981), empleando el algoritmo de homologia local desarrolla-
do por Neddleman y Wunsch (J. Mol. Biol., vol. 48, p: 443, 1970), utilizando el método de similitudes desarrollado por
Pearson y Lipman (Proc. Natl. Acd. Sci. USA, vol. 85, p: 2444, 1988), mediante el uso de programas informaticos
para ordenador usando tales algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST P, BLAST N, FASTA, TFASTA en el paquete de
programas informaticos de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wl EE.UU.),
utilizando algoritmos de alineacion multiples MUSCLE (Edgar, Robert C, Nucleic Acids Research, vol. 32, p: 1792,
2004). Para obtener la mejor alineacion local, se puede usar preferiblemente el programa informatico BLAST, con la
matriz BLOSUM 62, o la matriz PAM 30. El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se deter-
mina comparando estas dos secuencias alineadas de manera 6ptima, siendo capaces las secuencias de aminoaci-
dos de comprender adiciones o deleciones con respecto a la secuencia de referencia, con el fin de obtener la alinea-
cion optima entre estas dos secuencias. El porcentaje de identidad se calcula determinando el nimero de posiciones
idénticas entre estas dos secuencias, y dividiendo este nimero por el numero total de posiciones comparadas, y
multiplicando el resultado obtenido por 100 para obtener el porcentaje de identidad entre estas dos secuencias.

La expresion "farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades moleculares y a composiciones que son fisioldgi-
camente tolerables y no producen normalmente una reaccion adversa alérgica o similar, tal como molestias gastri-
cas, mareo y similares, cuando se administran a un ser humano. Preferiblemente, tal como se utiliza en esta memo-
ria, la expresion "farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal
0 un gobierno estatal o mencionado en la Farmacopea de Estados Unidos u otra farmacopea reconocida general-
mente para uso en animales, y mas particularmente en seres humanos. La expresion "excipiente o vehiculo" se
refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo con el que se administra el compuesto. Tales vehiculos far-
maceéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluyendo los que son originarios del petréleo,
origen animal, vegetal o sintético, tal como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y
similares. Soluciones salinas de agua o acuosas y soluciones de dextrosa y glicerol acuosas se emplean preferen-
temente como vehiculos, particularmente para soluciones inyectables. Los vehiculos farmacéuticos adecuados estan
descritos en "Remington’s Pharmaceutical Sciences" por E. W. Martin.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "polinucleétido” se refiere a ARN o ADN, preferiblemente a ADN.
Dicho ADN puede ser de cadena doble o de cadena sencilla.

Preferiblemente, el polinucledtido comprende la secuencia de SEQ ID No. 1. Preferiblemente, el polinucleétido com-
prende una secuencia que codifica la secuencia de KGF (SEQ ID No. 2, o SEQ ID No. 3 o del aa 56 al aa 194 de
SEQ ID No. 3).

El polinucleétido de la invencion también puede incluir la secuencia que codifica el polipéptido definido anteriormen-
te, una secuencia codificadora adicional tal como una secuencia lider o una secuencia de proproteina, y/o una se-
cuencia no codificadora adicional, tal como intrones o secuencias 5' y/o 3' de UTR.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "vector" se refiere a un vector de expresion, y puede estar, por ejem-
plo, en forma de un plasmido, una particula virica, un fago, etc. Tales vectores pueden incluir plasmidos bacterianos,
ADN de fago, baculovirus, plasmidos de levadura, vectores obtenidos a partir de combinaciones de plasmidos y ADN
de fago, ADN virico tal como de vaccinia, adenovirus, virus de la viruela aviar y la seudorrabia. Un gran numero de
vectores adecuados es conocido por los expertos en la técnica y estan disponibles comercialmente.
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Los siguientes vectores se proporcionan a modo de ejemplo. Bacterianos: pQE70, pQE60, pQE-9 (QIAGEN), pbs,
pDIO, phagescript, psiX174, pbluescript SK, pbsks, pNH8A, pNHi[betala, pNH18A, pNH46A (STRATAGENE),
ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5 (PHARMACIA). Eucariotas: pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1,
pSG (STRATAGENE), pSVK3, pBPV, pMSG, pSVL (PHARMACIA). Sin embargo, se puede emplear cualquier otro
vector siempre que sea replicable y viable en el hospedador. La secuencia de polinucleétidos, preferiblemente la
secuencia de ADN en el vector esta ligada funcionalmente a una o varias secuencias apropiadas de control de la
expresion (promotor) para dirigir la sintesis de ARNm. A modo de ejemplos representativos de tales promotores, se
pueden mencionar promotores procariotas o eucariotas, tales como CMV inmediato temprano, HSV timidina cinasa,
SV40 temprano y tardio, LTRs de retrovirus y metalotioneina | de ratéon. El vector de expresion también contiene un
sitio de unién al ribosoma para la iniciacion de la traduccion y un vector de transcripcion.

El vector también puede incluir secuencias apropiadas para amplificar la expresion.

Ademas, los vectores contienen preferiblemente uno o varios genes marcadores seleccionables para proporcionar
un rasgo fenotipico para la seleccion de células hospedadoras transformadas, tales como dihidro folato reductasa o
resistencia a neomicina para el cultivo de células eucariotas, o tales como la resistencia a la tetraciclina o la ampicili-
na en E. coli.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "célula hospedadora modificada genéticamente" se refiere a célu-
las hospedadoras que han sido transducidas, transformadas o transfectadas con el polinucleétido o con el vector
descrito anteriormente.

A modo de ejemplos representativos de células hospedadoras apropiadas, se pueden citar células bacterianas, tales
como E. coli, Streptomyces, Salmonella typhimurium, células fungicas tales como levadura, células de insecto tales
como Sf9, células animales tales como CHO o COS, células vegetales, etc. La seleccion de un hospedador apropia-
do se considera dentro del alcance de los expertos en la técnica a partir de las ensefianzas del presente documento.

Preferiblemente, dicha célula hospedadora es una célula animal, y mas preferiblemente una célula humana.

La introduccién del polinucleétido o del vector descrito anteriormente en la célula hospedadora se puede efectuar
mediante un método bien conocido por los expertos en la técnica, tal como transfeccién con fosfato de calcio, trans-
feccion mediada por DEAE-Dextrano o electroporacion.

La composicion de la invencidon puede comprender uno o varios aditivos (por ejemplo, agentes estabilizadores, con-
servantes). Véase, en general, Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, 62 ed. (varios compiladores, 1989-
1998, Marcel Dekker).

De acuerdo con la presente invencion, una "cantidad eficaz" de una composicién es una que es suficiente para con-
seguir un efecto bioldgico deseado, en este caso, el tratamiento de afecciones como atrofia vaginal, disuria, dolor
vaginal y/o sequedad vaginal, inducidas por un estado posmenopausico, por una cirugia, por una patologia y/o por
tratamientos de quimioterapia o radioterapia. Se entiende que la dosificacién eficaz dependera de la edad, el sexo, la
salud y el peso del receptor, el tipo de tratamiento concurrente, si lo hay, la frecuencia del tratamiento y la naturaleza
del efecto deseado. Los intervalos de dosis eficaces proporcionados no pretenden limitar la invencién y representan
intervalos de dosis preferidos. Sin embargo, la dosificacion preferida se puede adaptar al sujeto individual, tal y como
entiende y puede determinar un experto en la técnica, sin una experimentacion indebida. Dicho polipéptido, polinu-
cleétido, vector y célula hospedadora son como se han descrito previamente.

La presente invencion se describira por medio de ejemplos no limitativos, haciendo referencia a las siguientes figu-
ras:

Figura 1. Efecto del tratamiento con KGF y E2 sobre la proliferacion de KC. (A) Analisis de la inmunofluorescencia
con un anticuerpo policlonal directo contra Ki67 en KC no tratadas o tratadas con diferentes concentraciones de KGF
o E2 (0,5-20 ng/ml) durante 24 h. (B) Evaluacion de la proliferacion de las células después del tratamiento con KGF
y E2 (20 ng/ml) en dos poblaciones diferentes de KC, obtenidas a partir de biopsias tomadas de mujeres premeno-
pausicas 0 posmenopausicas, respectivamente. (C) Evaluacion del posible efecto sinérgico o aditivo de KGF y E2.
Las células KC se trataron con KGF, E2 o una combinacion de los mismos y se sometieron a inmunofluorescencia
con anticuerpo anti-Ki67. (D) Evaluacion del efecto proliferativo de KGF y E2 en presencia de tamoxifeno. Las KCs
se trataron con KGF, E2, tamoxifeno (Tam, 100 nM), KGF después Tam o E2 después Tam durante 24 h. Después
de 24 h, las células se fijaron y se tifieron con violeta cristal al 1% o se sometieron a inmunofluorescencia con anti-
cuerpo anti-Ki67. El porcentaje de células positivas para Ki67 se determiné contando el nimero de nucleos positivos
para Ki67, comparado con el nimero total de nlcleos en diez areas diferentes, seleccionadas al azar a partir de tres
experimentos diferentes. Las barras de error representan la desviacion estandar.

Figura 2. Efecto de KGF y E2 sobre la activacion de las rutas no genémicas de ER-alfa. (A) Las células MCF-7 se
trataron con KGF y E2 (20 ng/ml) durante 5 o 30 minutos, y el analisis con transferencia de tipo Western del estado
de la fosforilacion de ERK se llevé a cabo usando un anticuerpo monoclonal de ERK fosfoespecifico (pERK). Los
niveles totales de ERK se evaluaron mediante una "transferencia" con un anticuerpo especifico de ERK2. (B) El
analisis con transferencia de tipo Western del estado de la fosforilacion de MAPK p38 se llevd a cabo utilizando un
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anticuerpo monoclonal de p38 fosfoespecifico (pp38). Los niveles de p38 total se evaluaron mediante una "transfe-
rencia" con un anticuerpo especifico de p38. (C) El analisis con transferencia de tipo Western del estado de la fosfo-
rilacién de Akt se llevd a cabo utilizando un anticuerpo monoclonal de Akt fosfoespecifico (pAkt). Los niveles de Akt
total se evaluaron mediante una "transferencia" con un anticuerpo especifico de Akt. (D) El analisis con transferencia
de tipo Western del estado de la fosforilacion de ERalfa se llevé a cabo utilizando un anticuerpo monoclonal de
ERalfa fosfoespecifico (pERa). Los niveles de ERalfa total se evaluaron mediante una "transferencia" con un anti-
cuerpo especifico de ERalfa.

Figura 3. Evaluacion de la regulacion al alza mediada por E2 del KGFR. (A) Las células MCF-7 se trataron o no con
E2 (20 ng/ml) durante 24 h, y la cantidad de proteina KGFR se evalu6 por medio de una transferencia de tipo Wes-
tern utilizando un anticuerpo policlonal anti-bek ERK. La tubulina se utilizd6 como control de carga. (B) Los niveles de
expresion del ARNm de KGFR se determinaron usando PCR en tiempo real y se normalizaron para los niveles de
ARNm 18s. La cantidad de ARNm de KGFR en las células tratadas con E2, se expresd como un aumento en el nivel
de ARNm de KGFR, en comparacion con las células no tratadas.

Figura 4. Localizacion celular de ERalfa después del tratamiento con KGF o E2. (A) Fraccionamiento subcelular de
las células MCF-7. Las fracciones citoplasmaticas y nucleares se analizaron con anti-ERalfa, anti-B-tubulina como
control para el fraccionamiento citoplasmatico y anti-lamina B como marcador nuclear. (B) Inmunofluorescencia de
MCF-7 tratadas o no tratadas con KGF, E2 o una combinacién de los mismos durante 5 o 30 min. Las células se
trataron con anticuerpos anti-ERalfa primarios, seguidos de anticuerpos secundarios conjugados con FITC (verde).
Los microfilamentos de actina se evidenciaron con rojo de Texas conjugado con faloidina (rojo). Se muestran las
imagenes fusionadas.

Figura 5. Papel de KGF en la estimulacion de los efectos gendmicos de ERalfa. La estructura artificial ERE-LUC se
transfecto en las células MCF-7 tratadas o no tratadas con KGF o E2 durante 24 h, y se determind la actividad de la
luciferasa. La informacion relativa al ensayo informador de luciferasa se expres6é como un aumento en comparacion
con el control (células no tratadas) y representa el promedio de tres experimentos distintos después de la reaccion
conjunta para las diferencias en la eficiencia de la transfeccion por medio de la actividad de pRL-TK. Las barras de
error representan la desviacion estandar.

Figura 6. Estudios in vivo sobre un modelo de raton. (A) La cepa de ratéon CD1 utilizada en este estudio se someti6 a
ovariotomia con el fin de inducir atrofia vaginal y, por lo tanto, se traté localmente con 25 pl de hidrogel cargado con
KGF (10 o 30 ng/dia) o con E2 (30 ng/dia o 1 pg/dia). (B) Estudio reolégico sobre hidrogel de Pluronic F127. Una
solucion de F127 (cP = 20% p/v en H20) se calentd con una tasa de 2°C/min desde 10 hasta 40°C, y los valores de
G' (mddulo de elasticidad) y G" (mddulo de pérdida) se midieron durante este aumento de la temperatura y se regis-
traron en forma de grafico. (C) Diagrama esquematico de las moléculas modelo utilizadas para la prueba de libera-
cion in vitro con Pluronic F127. (D) Ensayo de liberacion con Pluronic F127. El hidrogel cargado con las moléculas
modelo se introdujo en una bolsa de membrana de dialisis y se incubé en 60 ml de agua destilada a 37°C con agita-
cion, con una tasa de 50 rpm. Los perfiles de liberacion de los hidrogeles cargados se expresaron en porcentajes de
salida acumulados a lo largo del tiempo.

Figura 7. Evaluacion del efecto in vivo de KGF y E2 sobre el epitelio vaginal. (A) Concentraciones séricas de E2 y
KGF en ratas tratadas, medidas utilizando los kits de ELISA convencionales para E2 y KGF. Los valores se expre-
san en pg/ml, con ND como promedio insignificante + desviacion estandar (menos de 10 pg/ml). (B) Las secciones
de tejido procedentes de la vagina de los ratones de control, ratones sometidos a ovariotomia tratados solo con el
vehiculo, y ratones tratados con dosis bajas y dosis altas de E2 o KGF, se tifieron con hematoxilina y eosina. La
mucosa vaginal de los grupos de control muestra un epitelio escamoso estratificado con estrato cérneo y presencia
de un estrato ltcido bien formado. Una induccion significativa de la estratificacion del epitelio vaginal e hiperquerato-
sis se observa en la vagina expuesta tanto a E2 como a KGF (ligeramente mas evidente en los grupos tratados con
dosis altas), pero no en el grupo tratado solo con el vehiculo, en el que la mucosidad vaginal mostraba una reduc-
cion significativa del espesor epitelial, en comparacion con el grupo de control (aumentos de 20x en comparacion
con el original).

Figura 8. Cuantificacion del efecto in vivo de KGF y E2 sobre el epitelio vaginal. (A) Las secciones de tejido proce-
dentes de la vagina de ratones de control, ratones sometidos a ovariotomia y tratados solo con el vehiculo, y ratones
tratados con dosis bajas y altas de E2 o KGF, se tifieron con hematoxilina y eosina. Se observé un epitelio vaginal
cornificado en las vaginas expuestas tanto a E2 como a KGF, pero no en el grupo tratado con el vehiculo (aumentos
de 40x en comparacion con el original). (B) El niUmero de capas epiteliales, el espesor del epitelio y la relacion entre
la superficie epitelial y la longitud de la membrana basal se calcularon para cada tratamiento. Resumiendo, se trata-
ron tres animales por cada grupo y se capturaron tres imagenes para cada animal. Los valores promedio se obtuvie-
ron a partir de cinco mediciones de cada imagen. Las barras verticales representan los errores estandar.

Figura 9. Evaluacion de la proliferacion basal del epitelio vaginal después del tratamiento con KGF y E2. (A) Seccio-
nes del epitelio vaginal se sometieron a inmunohistoquimica con un anticuerpo anti-PCNA con el fin de identificar la
proliferacion del estrato basal. Las secciones se tifieron mediante colorante de contraste con hematoxilina. Se mues-
tran secciones representativas de cada grupo de tratamiento (aumentos de 20x en comparacion con el original). (B)
Las secciones de tejido se sometieron a procedimientos de tinciéon con acido periddico de Schiff (PAS). Se muestran
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secciones de tejido representativas para cada grupo de tratamiento (aumentos de 10x en comparacion con el origi-
nal). Un area significativa en cada panel esta indicada por un cuadrado y una ampliaciéon de esta area se muestra en
el panel superpuesto (aumentos de 40x en comparacion con el original). Las flechas indican células positivas para
PAS.

Ejemplos
Materiales y métodos
Cultivos celulares y tratamientos

La linea celular de adenocarcinoma de mama humana MCF-7 positiva para receptores de estrégenos a, adquirida a
partir de la American Type Culture Collection (n°® HTB-22, ATCC-LGC Promochem, Teddington, Reino Unido), se
cultivd en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,; Invitrogen, Karlsruhe, Alemania), complementado con
10% de suero bovino fetal (FBS; Invitrogen) y antibidticos. Se establecieron cultivos primarios de queratanC|tos
sensibles a estrogenos humanos (KCs) a partir de biopsias de la mucosa del vestibulo vaginal de 1 cm? de espesor
total. Después de la disociacion enzimatica, los queratinocitos se sembraron en placas de cultivo recubiertas con
colageno IV (10 mg/ml), como se ha descrito anteriormente [Panici et al., 2007], y se mantuvieron en medio basal de
queratinocitos (KBM, Lonza) complementado con partes alicuotas de KGM (Lonza), con un cambio de medio dos
veces por semana. Para todos los experimentos con estradiol 17(3 (E2) y tamoxifeno, las células MCF-7 se cultivaron
en DMEM sin rojo de fenol con 10% de FBS tratado con dextrano/carbono (Invitrogen), y las KCs se transfirieron a
un medio con esteroides de concentracion reducida (KGM sin EGF y BPE). Tanto MCF-7 como KC fueron privadas
de suero durante 4 horas y después se trataron durante 48 h con KGF recombinante humano (Upstate Biotechno-
logy, Lake Placid, NY), E2 (Sigma-Aldrich, Milan, ltalia), tamoxifeno (Sigma-Aldrich, 100 nM) o combinaciones de los
mismos.

RT-PCR cuantitativa

Las células se recogieron y el ARN total se extrajo con el uso de reactivo TRIzol (Invitrogen). Se generé ADNc con
oligo (dT) a partir de 1 ug de ARN, usando el kit de transcriptasa inversa SuperScript Ill (Invitrogen). Después de la
transcripcion inversa, la abundancia de KGFR en las células MCF-7 tratadas y no tratadas con E2 se cuantificé me-
diante Q-RT-PCR. Para el KGFR, se desarrollaron ensayos TaqMan personalizados especificos (Applied Biosys-
tems de Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.) (KGFR "directo", 5-GGCTCTGTTCAATGTGACCGA-3' SEQ ID
NO 4; KGFR "inverso", 5-GTTGGCCTGCCCTATATAATTGGA-3' SEQ ID NO. 5. Sonda TagMan, 5'-
TTCCCCAGCATCCGCC-3' SEQ ID NO. 6), utilizados con una concentracion de 1x por pocillo. Se afiadié un total de
2 pl/pocillo de la placa a los pocillos de la muestra junto con una mezcla maestra de Tagman Universal PCR, con
una concentracion de 1x y agua hasta un volumen de 25 pl/pocillo. Los ensayos se realizaron por triplicado en un
aparato ABI 7500 en tiempo real (Applied Biosystems) usando las siguientes condiciones: 50°C durante 2 min, 95°C
durante 10 min, y luego 95°C durante 15 s y 60°C durante 1 min, repetido 40 veces. La cuantificacion relativa se
realiz6 usando ARNm 18s como control endégeno. Los datos se expresaron como un aumento del ARNm de KGFR
en comparacion con el control.

Microscopia de inmunofluorescencia

Las células, cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio, se trataron como se ha descrito anteriormente, después se
fijaron en 4% de paraformaldehido en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) durante 30 min a 25°C, seguido
de tratamiento con glicina 0,1 M en PBS durante 20 min a 25°C y con 0,1% de Triton X-100 en PBS durante 5 min
adicionales a 25°C para permitir la permeabilizacién. Para evaluar la proliferacién celular, las células se incubaron
con un anticuerpo policlonal anti-Ki67 de conejo (1:50 en PBS; Zymed Laboratories, San Francisco, CA), que identi-
fica las células en division. El anticuerpo primario se visualizé usando IgG de cabra anti-conejo conjugada con rojo
de Texas (1:100 en PBS; Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA). Los nucleos se visualizaron
usando diclorhidrato de 4',6-diamido-2-fenilindol (DAPI) (1:10000 en PBS; Sigma-Aldrich). Las sefiales fluorescentes
se analizaron recogiendo imagenes tefiidas, empleando una camara digital de color CCD con refrigeracion SPOT-2
(Diagnostic Instruments Incorporated, Sterling Heights, MI) y un programa informatico Axiovision (Carl Zeiss Inc.,
Oberkochen, Alemania).

El porcentaje de células positivas para Ki67 se evalué mediante un recuento, para cada tratamiento, de un total de
500 células, tomadas al azar a partir de diez campos microscopicos en tres experimentos diferentes, expresado
como valor medio + 95% de Cl y se registré en forma de grafico. Para los experimentos relativos a la localizacion de
ERaq, el citoesqueleto de actina se visualizé usando TRITC faloidina (1 100 en PBS) y ERa se visualizé usando un
anticuerpo monoclonal anti-ERa (Santa Cruz) (1:100 en PBS). Las imagenes tefiidas individuales y combinadas se
capturaron utilizando Zeiss Apotome y el programa informatico AxioVision (Carl Zeiss, Jena, Alemania) usando
lentes de 40x.

Ensayo de supervivencia celular

Para evaluar la citotoxicidad de las células tratadas con tamoxifeno, las células MCF-7 se trataron como se ha des-
crito anteriormente, se fijaron durante 10 min en una solucién de 10% de acido acético - 10% de metanol, se tifieron
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con cristal violeta (1% p/v) y se fotografiaron usando una camara digital Power Shot G5 (Canon, Inc., Tokio, Japon).
Analisis de transferencia de tipo Western

Las células MCF-7 no tratadas o tratadas con KGF o E2, se lisaron en tampdn RIPA. Las proteinas totales (50-150
Mg) se descompusieron en condiciones reductoras en 7%-10% de SDS-PAGE y se transfirieron a membranas Im-
mobilon-FL (Millipore, Billerica, MA). Las membranas se bloquearon en TBS que contenia 0,5% de Tween 20 (TBS-
T) y 5% de leche durante 1 hora a 25°C y después se lavaron dos veces durante 20 minutos en cada caso en TBS-
T. Las membranas se incubaron durante una noche a 4°C con el anticuerpo primario. Los anticuerpos primarios
utilizados eran los siguientes: antifosfo-p44/42 MAPK, antifosfo-Akt, anti-Akt, antifosfo-p38, anti-p38, antifosfo-ERa
(Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, EE.UU.), anti ERK2, anti-Bek (C-17), anti-ERa, anti-lamina B (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE.UU.), anti-tubulina (Sigma-Aldrich). Las membranas se incubaron a conti-
nuacién con anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (Sigma-Aldrich) durante 1
hora a 25°C. El anticuerpo unido se detecté mediante reactivos de deteccidon con quimioluminiscencia potenciada
(Pierce Biotechnology, Inc, Rockford, IL, EE.UU.), segun las instrucciones del fabricante. La tubulina se controlé con
el fin de normalizar. El andlisis densitométrico se realizé utilizando Quantity One Program (Bio-Rad Laboratories srl,
Segrate, MI, Italia).

Fraccionamiento subcelular

Las células se recogieron en PBS y se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos para obtener un sedimento, se
resuspendieron en tampon de lisis celular que contenia Hepes 10 mM pH 8, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM pH 8, 0,2%
de TritonX100, sacarosa 500 mM e inhibidores de la proteasa, se agitaron y se colocaron sobre hielo durante 15
min. Después de centrifugar a 13.000 rpm durante 10 min a 4°C, el material sobrenadante representaba la fraccion
citoplasmica. Después, el sedimento se lavé dos veces con un tampén de lavado de nucleos que contenia Hepes 10
mM pH 8, NaCl 50 mM, EDTA 0,1 mM pH 8 y 25% de glicerol. Se obtuvo la fraccion de proteina nuclear después de
centrifugar a 13000 rpm durante 10 min a 4°C e incubar el sedimento durante 15 min a 4°C con un tampén que con-
tenia Hepes 10 mM pH 8, NaCl 350 mM, EDTA 0,1 mM pH 8 y 25% de glicerol. La eficacia del fraccionamiento se
analizé6 mediante una inmunotransferencia empleando un anticuerpo anti-B-tubulina como marcador citoplasmico y
un anticuerpo anti-lamina B como marcador nuclear.

Transfeccion celular y ensayo informador de luciferasa

Las células MCF-7 se sembraron sobre placas de 24 pocillos con una densidad de células/pocillo de 2x15° y se
cotransfectaron con 1 pg de la estructura artificial 3x ERE TATA LUC, un plasmido que contenia el gen informador
para la luciferasa de luciérnaga bajo el control de tres secuencias de ADN a las que se une ER, denominadas ele-
mentos de respuesta a estrogenos (EREs) (Addgene), y con 300 ng de plasmido de control pRL-TK (luciferasa de
Renilla) para la normalizacion de la eficacia del proceso de transfeccion. Las transfecciones se realizaron usando
lipofectamina 2000 (Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. Después de 6 h, las células se trataron con
KGF o E2. Se determind la actividad de la luciferasa usando un sistema de ensayo de informador de luciferasa dual
(Promega), 24 h después del tratamiento, segun el protocolo del fabricante. Todas las transfecciones se realizaron
por triplicado.

Estudios reoldgicos de Pluronic F127

Pluronic F127 (PEO100-PPOg5-PEO100) (PM = 12600) (cat. P2443, Sigma Aldrich, Milan, Italia), un polimero sintético
anfifilico formado a partir de poli(éxido de etileno) y poli(6xido de propileno), cuando se disuelve en agua a altas
concentraciones (>15%), tiene la caracteristica de volverse liquido a temperaturas menores de 25°C y adquiere la
consistencia de un hidrogel a temperaturas mas altas. Para demostrar la transicién de solucion a gel que se produce
con el aumento de la temperatura, un estudio reoldgico de una solucion de F127 (cP = 20% p/v en H0) se llevo a
cabo, calentando la solucién con una tasa de 1°C/min desde 10 a 40°C y midiendo, durante ese aumento de la tem-
peratura, el valor de G' (mddulo de elasticidad) y el valor de G" (médulo de pérdida): estos parametros describen,
respectivamente, la capacidad para acumular y disipar la energia y describen la naturaleza elastica o viscosa de un
material. Especificamente, una sustancia en estado liquido se caracteriza por valores de G" mayores que los valores
de G'y, vice versa, una sustancia en forma de gel tiene valores de G" menores que los valores de G'.

Ensayo de liberacion in vitro de Pluronic F127

Para el ensayo de liberacion in vitro, se utilizaron dos moléculas como modelo: mioglobina, una proteina hidréfila con
PM comparable al de KGF, y prednisolona, una hormona lipofilica caracterizada por una estructura quimica similar a
la de E2. Se introdujeron 2 ml de hidrogel cargado que contenia 4 mg de mioglobina o prednisolona en una solucion
de 20% de Pluronic F127 p/v, en una bolsa de membrana de dialisis (MWCO 3500 Da), y la bolsa de dialisis sellada
en el extremo se incubd en 60 ml de medio de liberacion (agua destilada) a 37°C y se agit6é con una tasa de 50 rpm.
Las condiciones de saturacion se evitaron por medio de una sustitucion frecuente del agua de nuevo aporte. A inter-
valos predeterminados, se retiraron partes alicuotas de 0,5 ml de medio de liberacién y se sustituyeron por un volu-
men igual de solucién de nuevo aporte. El comportamiento de liberacion in vitro del hidrogel cargado con mioglobina
se comparo con el del hidrogel cargado con prednisolona. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Los perfi-
les de liberacion se expresaron en porcentajes de liberacion acumulada a lo largo del tiempo.
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Animales

La cepa de raton CD1 se utilizo en este estudio (Charles Rivers). Los ratones se mantuvieron en un alojamiento
convencional para animales de laboratorio con iluminacién controlada (12 h/dia) y temperatura (25 + 1°C) y se les
proporcioné comida y agua a voluntad. Todos los protocolos experimentales relativos a los animales estaban de
acuerdo con las directrices de la Universidad Sapienza para el cuidado y el uso de animales de laboratorio y fueron
aprobados por el Comité de Etica de la institucién mencionada anteriormente. Cuarenta ratones hembra se sometie-
ron a ovariotomia con el fin de inducir una atrofia vaginal y se les administré una dieta de Altromin C1000 sin fitoes-
trégenos (Altromin, Lage, Alemania) durante el periodo de duracion de los experimentos. Después de 30 dias, los
ratones fueron tratados a nivel local, introduciendo diariamente en el canal vaginal 25 ul de hidrogel cargado con
KGF (10 o 30 ng/dia) o con E2 (30 ng/dia o 1 pg/dia). Un grupo de control se traté solo con hidrogel. Después de 60
dias de tratamiento, los ratones fueron sacrificados y las vaginas se explantaron inmediatamente, se fijaron en for-
malina y se procesaron para un analisis histologico.

Histologia

Las secciones en serie de la mucosidad vaginal obtenidas a partir de cuatro grupos de ratones, se tifleron con hema-
toxilina/eosina, se colocaron permanentemente bajo una placa de vidrio y se analizaron histolégicamente. El grosor y
los estratos de las células epiteliales de la vagina se determinaron después en tres animales para cada grupo, en
tres imagenes para cada animal (aumentos de 10x). Los valores medios se obtuvieron a partir de cinco mediciones
de cada imagen. Con el fin de cuantificar el espesor del epitelio vaginal, se midi6 la distancia vertical entre la superfi-
cie inferior de las células en el estrato basal y la superficie apical de las células en el estrato superficial con la ayuda
de NIH Image J v 1.56 (National Institutes of Health, Bethesda, MD), y se indicd6 como el grosor. Para estimar el
numero de capas epiteliales vaginales, la capa de células que cubria cinco células basales contiguas se conté en la
muestra.

Inmunohistoquimica

Se analizaron secciones en serie de la mucosidad vaginal, obtenidas a partir de los cuatro grupos de ratones para
estudiar la expresion de PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen, un marcador de la proliferacion celular) por medio
de inmunohistoquimica. Las secciones se elaboraron utilizando la técnica del complejo avidina-biotina-peroxidasa
(DAKO, Glostrup, Dinamarca) y se incubaron con anticuerpo monoclonal de ratéon anti-A-rata-PCNA (clon P10,
1:4000) (Abcam, Cambridge, Reino Unido), el cual reconoce las células proliferantes.

Ensayo inmunoenzimatico ligado a enzima (ELISA)

Las concentraciones de E2 y KGF en el suero de los ratones tratados, se midieron usando un kit de ELISA conven-
cional (R & D Systems, Minneapolis, MN, EE.UU.). La sensibilidad del ensayo ELISA era = 10 pg/mL. Se emplearon
preparaciones convencionales de E2 o KGF como controles internos. Los valores se presentan como media + des-
viacion estandar.

Analisis estadistico

Cada serie de experimentos se repitid al menos por triplicado, y se calcularon los valores de la desviacion estandar.
Se utilizé la prueba t de Student para el andlisis estadistico, y los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos.

Resultados
Comparacion de la eficacia de KGF y E2 en la induccién de la proliferacion in vitro del epitelio vaginal

Con el fin de verificar la posibilidad de utilizar KGF como un medio terapéutico alternativo en comparacién con la
administracion de estrégenos, los autores compararon primero el efecto de KGF y E2 sobre un epitelio vaginal re-
construido in vitro a partir de una biopsia del vestibulo vaginal. La posibilidad de reconstruir tiras de mucosidad vagi-
nal in vitro proviene de la experiencia, consolidada ahora por los autores, en reconstruir una neovagina autéloga en
pacientes que padecen el sindrome de Mayer Rokitansky Kuster Hauser (MRKHS) (Panici et al., 2007). Para el es-
tudio, se inscribieron 20 pacientes premenopausicas y 16 pacientes posmenopausicas que habian sido sometidas a
cirugia debido a enfermedades no relacionadas, a partir de las cuales los autores fueron capaces de tomar mues-
tras, después de un consentimiento fundamentado previo, de las biopsias de la mucosa vaginal, a partir de las cua-
les se obtuvieron cultivos de células primarias. Para cada paciente, los autores sometieron el cultivo de la mucosidad
vaginal obtenido in vitro a un tratamiento con diversas dosis de E2, KGF o una combinacion de los dos, con el objeti-
vo de comparar sus efectos en términos de proliferacion celular (evaluada mediante técnicas de inmunofluorescen-
cia), determinacion del porcentaje de células positivas para el antigeno Ki67, un marcador de células en divisiéon. La
capacidad proliferativa de KGF y la de E2 se compararon mediante la produccién de una curva de dosis-respuesta
(Figura 1A). Los resultados obtenidos indicaron una eficacia ligeramente mayor, en términos de proliferacion celular,
de E2 (incremento de 1,2 veces), en comparacion con el KGF, pero solo a dosis bajas (0,5 ng/ml). A las dosis utili-
zadas comunmente en la bibliografia (20 ng/ml para KGF y 2,7 ng/ml para E2), el efecto proliferativo de KGF era
absolutamente comparable al de la hormona. Los datos obtenidos a partir de los dos grupos de pacientes (premeno-
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pausicas y posmenopausicas) se analizaron por separado para determinar cualquier diferencia en la eficacia del
tratamiento con E2 o KGF. A pesar de una diferencia en los niveles basales de proliferacion (mayores en las células
de pacientes jovenes y mas bajos en las de pacientes posmenopausicas), los resultados indican que en ambas
poblaciones, el KGF era capaz de estimular la proliferacion del epitelio vaginal de una manera comparable a la del
estradiol (Figura 1B).

En otra serie de experimentos, se analizé el efecto combinado de ambos factores, KGF y E2, pero no se demostré
ningun efecto sinérgico o aditivo (Figura 1C).

Al mismo tiempo, las células de la mucosa vaginal de ambos grupos se sometieron a un pretratamiento con tamoxi-
feno con el fin de verificar el efecto de este farmaco quimioterapéutico sobre la proliferacién inducida por KGF o los
estrogenos. Los datos obtenidos, tanto a través de inmunofluorescencia con anti-Ki67 como a través de una tincion
de las células vivas con cristal violeta, demostraron que mientras que el efecto proliferativo de E2 esta inhibido por la
presencia de tamoxifeno, KGF es capaz de estimular la proliferacién celular, incluso en presencia de tamoxifeno
(Figura 1D). Una evidencia de este tipo sugiere que KGF podria ser eficaz en el tratamiento de trastornos posmeno-
pausicos incluso en pacientes oncoldgicos sometidos a quimioterapia con tamoxifeno con el fin de tratar tumores
sensibles al estrogeno, lo que implica en esos pacientes una ineficacia del tratamiento local con estrégenos.

Analisis de la interaccion entre la transduccion de la sefial activada por E2 y KGF

Indicaciones de la existencia de una interaccion entre la ruta de sefializacion del receptor de estrogenos y la de la
receptor de tirosina cinasa ya se obtuvieron para EGF/EGFR y para IGF-IR. Por tanto, los autores han analizado en
un modelo celular representado por la linea celular de carcinoma de mama MCF-7 que expresa tanto KGFR como el
receptor de estrogenos ER alfa, la interaccion potencial entre la ruta de sefalizacion activada por los estrégenos y la
ruta de sefalizacion mediada por la union de KGF/KGFR. Se sabe que los estrogenos son reguladores del creci-
miento y la diferenciacion en una amplia gama de tejidos diana, incluyendo los érganos reproductivos, la glandula
mamaria, el sistema nervioso, el sistema cardiovascular y el sistema esquelético. Estos también estan implicados en
muchos procesos patoldgicos, en particular, tumores de mama y tumores endometriales. Los efectos bioldgicos de
los estrogenos estan mediados principalmente por la unién y la activacion de ERaq, ER beta y el receptor GPER. ERa
y ERDb regulan la transcripcion, interactuando con los elementos de respuesta a estrogenos (EREs) localizados den-
tro del promotor de los genes diana. Ademas de esta ruta definida como "gendmica" o ruta clasica, ha habido una
creciente prueba en los Ultimos afios de que las respuestas biolégicas frente a los estrogenos pueden estar media-
das por sefiales iniciadas a nivel de membrana, lo que desencadena una transduccion intracelular rapida, activando
la ruta de sefalizacion tal como la de MAPK o PI3K/Akt. Tales sefales se denominan rutas "no genémicas" del ER.
En particular, esta ruta es responsable de los efectos rapidos inducidos por estrégenos, incluyendo la transactivacion
del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y la estimulacion de la transcripcion del gen de IGF-IR.

Para comprobar el nivel de activacion de las rutas de sefalizacion implicadas en la ruta no gendmica en relacion con
E2 y KGF, los autores investigaron la activacion de MAPK ERK1 y 2 en células MCF-7, en donde demostraron la
activacion coherente y constante de MAPK inducida por KGF después de 5 y 30 minutos de tratamiento. Por el con-
trario, después del tratamiento con E2, se observé un aumento menos consistente de los niveles de fosforilacion de
ERK1 y 2, limitado a 5 min de tratamiento, mientras que la activacion de ERK 1 y 2 se redujo considerablemente con
tiempos mas largos (30 min, Figura 2A). Por tanto, los autores procedieron a analizar la activacion de otra ruta de
estrégenos no genomica - la de p38. También en este caso, parece que ambos tratamientos eran capaces de fosfo-
rilar la proteina p38 (Figura 2B). A continuacion, los autores llevaron a cabo experimentos dirigidos a una mejora de
la activacion de la ruta PI3K/Akt después del tratamiento con KGF o E2, con el fin de verificar si esta ruta también se
activa con ambos factores y por lo tanto puede representar un punto de contacto adicional entre la ruta de los estro-
genos y la de KGFR. Para este fin, se analizo la fosforilacion de Akt. Los resultados obtenidos demostraron un efec-
to similar de KGF y E2 en la activacion de Akt (Figura 2C). Esto confirma que la interaccion entre las dos rutas se
produce aguas arriba de la activacion de estas tres rutas de sefializacion y parece sugerir una colaboracion entre las
dos sefiales en la membrana plasmatica.

Los analisis de la activacion independiente de ligando, del receptor de estrogenos después del tratamiento con KGF,
por medio de una transferencia de tipo Western con anticuerpos especificos capaces de reconocer la forma activa
del receptor (fosforilado en Ser118), también han demostrado que KGF es capaz de inducir, al igual que E2, la fosfo-
rilaciéon de ER alfa, lo que confirma un papel directo de KGF en la ruta no gendmica de los estrégenos (Figura 2D).

Al mismo tiempo, como el estudio de la ruta de transduccién de la sefial, un analisis de los niveles de expresion del
receptor KGFR en las células MCF-7 tratadas con E2, también se llevé a cabo. Los resultados obtenidos por medio
de una transferencia de tipo Western indican claramente un aumento de la proteina KGFR determinada a partir del
tratamiento con E2 (Figura 3A). El analisis del ARNm celular llevado a cabo por medio de PCR en tiempo real mues-
tra también una regulacién al alza de la expresion de KGFR después del tratamiento con E2 (incremento de 2,2
veces) (Figura 3B), el cual, dado el papel de KGF/KGFR en la activacion de la ruta no genémica de ER, podria re-
presentar un mecanismo importante para incrementar el efecto de los estrégenos sobre el tejido epitelial.

La ruta gendmica, por el contrario asegura que ERalfa, una vez activado por su ligando E2, se traslada al nucleo, en
donde se estimula la transcripcion de sus genes diana por medio de la unién a secuencias ERE. Para verificar si

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2657949 T3

KGF también estimula la ruta gendmica de los estrégenos, los autores llevaron a cabo experimentos de fracciona-
miento nucleocitoplasmico sobre lisados de células MCF-7 tratadas con E2 o KGF en diversos tiempos, seguidos de
transferencia de tipo Western con anticuerpos anti-ER en ambas fracciones. La pureza de las dos fracciones se
comprobé utilizando como control una proteina expresada exclusivamente en el citoplasma (tubulina) y una proteina
expresada en el nucleo (lamina B). Los resultados demostraron que, en ausencia de tratamiento, ER se distribuye de
manera uniforme en las dos fracciones, mientras que después del tratamiento con E2, incluso después de 5 minutos,
hay una redistribucién notable de ER en el nucleo, con una reduccion considerable de su cantidad en la fraccion
citoplasmica. El tratamiento con KGF por el contrario, con las mismas dosis y en los mismos tiempos, no parece ser
capaz de inducir ninguna redistribucion significativa del receptor en el nicleo (Figura 4A). Para entender mejor estos
resultados y verificar la localizacion efectiva del ER después del tratamiento con KGF, se llevaron a cabo experimen-
tos de inmunofluorescencia con un anticuerpo especifico. El analisis se llevé a cabo por medio de microscopia de
fluorescencia con el médulo Apotome, con el fin de obtener secciones opticas y con el fin de identificar la localiza-
cion de sefiales adicionales. En particular, el analisis, llevado a cabo marcando el citoesqueleto celular con faloidina-
TRITC, el nucleo con DAPI y el ER con un anticuerpo especifico seguido de un anticuerpo secundario FITC, ha
hecho posible demostrar el movimiento de ER en el nucleo después de un tratamiento con E2 (confirmando los da-
tos de fraccionamiento nucleocitoplasmico), pero también identificar una localizacién inesperada de ER sobre la
membrana plasmatica después del tratamiento con KGF (Figura 4B).

Se postula un contacto directo entre KGFR y ER en la membrana plasmatica, mediado por KGF. Por lo tanto, KGF
actuaria para conducir ER hacia la ruta no genémica.

Para confirmar que KGF actia exclusivamente por medio de la ruta no gendmica, los autores llevaron a cabo un
ensayo de transactivacion in vitro con un plasmido que contenia una secuencia de tres elementos de respuesta a
estrogenos (EREs), secuencias de ADN a las que se une ER, presentes en los genes activados por el tratamiento
con estrégenos y unidos al gen de la luciferasa. Este conjunto de experimentos muestra que solo E2, y no KGF, es
capaz de determinar la activacion de una construcciéon de este tipo, lo que confirma la ausencia de estimulacion de
la ruta genémica de los estrégenos por parte de KGF (Figura 5).

Todas las indicaciones obtenidas con respecto a los modelos in vitro han apoyado por lo tanto la hipotesis inicial de
un uso de KGF como alternativa a la terapia hormonal. De hecho, KGF es tan activo como E2 en la estimulacién de
la proliferacion del epitelio vaginal y, ademas, no pierde su eficacia en el caso de un tratamiento conjunto con ta-
moxifeno. Finalmente no estimula la ruta gendmica de los estrégenos, que es la principal causa de los efectos sis-
témicos del tratamiento con E2, principalmente el aumento de la incidencia de tumores de mama y de endometrio.

Analisis del efecto de E2 y KGF en un modelo animal de ratones sometidos a ovariotomia

Los resultados obtenidos in vitro se transfirieron entonces in vivo mediante un estudio realizado en un modelo ani-
mal, en el que se evalud el efecto de la administracion local de KGF sobre la atrofia vaginal. El protocolo, que contd
con la aprobacion del Ministerio de Trabajo, Salud y Politica Social, Dep. de Salud Publica y Veterinaria, Nutricion y
Seguridad de Dietas, Direccion General de Salud Animal y Medicacion Veterinaria, después de la presentacion del
proyecto de investigacion para el uso de animales en experimentos de conformidad con el Decreto Legislativo
116/02, se llevd a cabo en una cepa CD1 base de ratones de sexo femenino. Con este fin, 10 ratones hembra sin
tratar de dos meses de edad, en edad fértil, se compararon con 40 ratones hembra de la misma cepa y a una edad
en la que se habian sometido a una ovariotomia (Figura 6A).

Treinta dias después de la ovariotomia, se midieron los valores de E2 circulante para verificar que habian disminuido
en gran medida en los 40 ratones ovariotomizados. Todos los animales incluidos en el estudio fueron alimentados
con una dieta especial desprovista de estrogenos (Altromin C1000 especial, dieta exenta de fitoestrogenos). Los
ratones sometidos a una ovariotomia se dividieron entonces en grupos de 8: un grupo no recibié ningun tratamiento;
un grupo recibio solo el vehiculo; un grupo recibié el vehiculo + 30 ng/dia de E2; un grupo recibié el vehiculo + 1
pg/dia de E2; un grupo recibié el vehiculo + 10 ng/dia de KGF; y un grupo recibi6 el vehiculo + 30 ng/dia de KGF.

Evaluacion de la eficacia del vehiculo utilizado

Con el objetivo de obtener un tnico vehiculo que permita la liberacion de KGF y de E2, la matriz seleccionada para
el estudio fue Pluronic F127, un polimero de bloques sintético anfifilico, formado a partir de 2 bloques de poli(6xido
de etileno) (PEO) separados por un bloque de 6xido de propileno (PPO). Este polimero parecia adaptarse perfecta-
mente al objetivo ya que es capaz de liberar dos sustancias diferentes: una proteina hidrofila (KGF) y una hormona
lipdfila (E2). El polimero, que ya se utiliza ampliamente en el campo biomédico (curacion de heridas, ingenieria de
tejidos, anti-adhesivo en un contexto quirdrgico) gracias a su biocompatibilidad, solubilizado en agua a concentracio-
nes elevadas (c = 15% p/v), tiene la densidad de un liquido a baja temperatura, por lo que es posible diluir homogé-
neamente las sustancias que se utilizan en los tratamientos, pero asume la densidad de un hidrogel a mayores tem-
peraturas (T> 25°C), lo que permite una aplicacion local. Antes de utilizar esta sustancia, los autores llevaron a
cabo un estudio comparativo para comprobar que el efecto de transporte de E2 y KFG, asi como sus cinéticas de
liberacion en un tratamiento in vivo en las vaginas de ratones, era comparable.

Para demostrar la transicion solucidon-gel que se produce con el aumento de la temperatura, los autores realizaron
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un estudio reolégico de una solucion de Pluronic F127 (20% peso/volumen en H20), calentando la solucién con una
tasa de 2°C/min de 10 a 40°C y midiendo, durante este aumento de la temperatura, el valor de G' (moédulo de elasti-
cidad) y el valor de G" (mddulo de pérdida): estos parametros describen, respectivamente, la capacidad de acumular
y disipar la energia y, por lo tanto, la naturaleza elastica o viscosa de un material. Especificamente, una sustancia en
estado liquido se caracteriza por valores de G" mayores que los valores de G' y, viceversa, una sustancia en estado
de gel tiene valores de G" inferiores a los valores de G' (Figura 6B). La muestra de F127 al 20% es una solucion a
una T de menos de 25°C; entre 25 y 28°C hay una transicién del material, el cual poco a poco se vuelve mas elasti-
co, antes de convertirse en un hidrogel a una temperatura mayor que 28°C. Por tanto, es posible almacenar la solu-
cion de polimero en un refrigerador, tomar muestras comodamente utilizando una pipeta y a continuacion, aplicarla
in situ, en donde se convierte inmediatamente en un gel a la temperatura corporal.

Para comparar las cinéticas de liberacion de ambas moléculas (KGF y E2), se utilizaron dos moléculas modelo:
mioglobina (MGB), una proteina hidréfila de PM comparable al KGF (PMMGB = 16700, PMKGF = 19000) y pre-
dnisolona, una hormona lipdfila caracterizada por una estructura quimica similar al estradiol (Figura 6C). Los hidro-
geles cargados se prepararon mediante una solubilizaciéon a baja temperatura, en un vial de 5 ml, de una cantidad
exacta de molécula modelo (aproximadamente 4-5 mg) en 2 ml de solucion de F127 al 20% p/v; a continuacion, la
solucion se llevo al estado de hidrogel colocando el vial herméticamente cerrado a 37°C. El vial, cerrado en la parte
superior con una malla perforada, se introdujo después en el medio de liberacion (60 ml de H,O bidestilada, T =
37°C) y se mantuvo con agitacion constante y suave. La liberacion se produjo por lo tanto, por medio de una difusion
desde la superficie superior del gel al medio de disolucién. Periddicamente, se retiraron partes alicuotas del medio
(V =2 ml) y se sustituyeron por un volumen igual de H,O. Los datos de la liberacion tuvieron en cuenta estos efectos
de la dilucién. La liberacion fue casi idéntica para las dos moléculas diferentes; esto se indica por el hecho de que
Pluronic permite la misma tipologia de liberacion para moléculas lipdfilas que para moléculas hidréfilas (Figura 6D).
La liberacién de las moléculas modelo también era casi total al cabo de un periodo de 24 horas.

Después de un tratamiento diario durante 60 dias, los animales fueron sacrificados con el fin de evaluar el trofismo
del epitelio vaginal después del tratamiento. Al final del tratamiento, se tomaron muestras de sangre de todos los
animales con el fin de evaluar los niveles séricos de E2 y KGF. La determinacion mediante un ensayo ELISA hizo
posible verificar que KGF, que no pasaba a través de la barrera de la membrana celular, no se liberaba en el torrente
sanguineo, en contraposicion a E2, que alcanzaba el torrente sanguineo incluso después de un tratamiento con
dosis bajas (Figura 7A).

Los animales fueron sacrificados y las vaginas se retiraron y se fijaron inmediatamente en formalina y se procesaron
para la histologia. El epitelio vaginal de los ratones tratados se analiz6 histolégicamente por medio de hematoxili-
na/eosina y se compar6 con el epitelio del grupo de ratones que no se habia sometido a ovariotomia (Figuras 7B y
8A). Los criterios adoptados con el fin de determinar el trofismo de la mucosa vaginal eran el espesor (evidenciado
mediante el recuento del nimero de capas epiteliales presentes y midiendo el espesor del epitelio en um y también
por medio de la relacién entre el area de la capa epitelial y la longitud de la membrana basal) (Figura 8B) y la capa-
cidad proliferativa de los queratinocitos (determinada por medio de analisis de la expresion de PCNA, un marcador
de la proliferacion celular) (Figura 9).

En conclusion, KGF es muy eficaz tanto in vitro como in vivo en la estimulacion de la proliferacion del epitelio vagi-
nal. Por tanto, los autores creen que KGF representa una nueva estrategia terapéutica posible en el tratamiento de
la atrofia vaginal posmenopausica que todavia proporciona un nivel de eficacia igual al de los tratamientos hormona-
les actualmente en uso, pero con menores riesgos asociados con tales tratamientos.
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ggggccctga

atgaatttcc
caatgggagg
caaaatattt
gagagttata
ttgacctata
ttgggagaga
ggttttgagg

cttagttttt

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060



catatgtgtt
tcactgaatg
gtaaaacatg
ctatgttagg
atgctgaatt
ctaaaaaaga
tattatgcaa
tattaaaact
tttgatacac
agttagcaca
gtttttgttt
gtcttggcaa
ggagaaaaga
gaaagctttg

agataaaatt

<210> 2

<211> 194
<212> PRT
<213>

<400> 2

Met His
1

Ser Cys

Lys

Phe

tccttagtge
tttatagaca
actatacaga
accaaatgct
aggcaaaacc
cttctagaaa
attttagaaa
gtaaggggcc
ctaaggtcac
tgctttcetac
tttatttctg
tgcacttcat
aattatgtag
tgcaaaatat

aaatacatga

Homo sapiens

Trp Ile

His Ile

20

Thr
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ctagcagact
aaagaaaata
aatttaaata
ctttgtctat
aacatttagt
tatgtacttt
ataaaatttg
tccatcecte
gcagctgggt
tcttecgatta
ttgagatata
acacaatgac
ttttcaattc
acatataagc

gtttctaaca

Leu Thr

Ile Cys

Trp

Leu

atctgttcat
cacactaaaa
gaaatagtgt
ggagttatac
ggtaaatcca
aattatttgt
ctctagttac
ttactcattt
agatatacag
ttagtattat
gcctttacat
taatctatac
tgattcctat
agagtaagcc

attaga

Ile Leu

10

Val
25

Gly

Thr

Pro

Thr

aatcagtttt
ctaatcttca
atatacatat
ttccatcaaa
ttcectggtag
ttttctecta
acacctttag
gtagtctagg
ctgtcacaag
tagctaatgg
ttgtacacaa
tgtgatgatt
tcaccttttg

ttttaaaaat

Thr Leu

Ile Ser

cagtgtgaat
ttttaaaagg
aaaatacaag
ttacatagca
tataagtcac
tttttaaatt
aattctagaa
aaattgagat
agtctagatc
tectttggecat
atgtgactat
tgactcaaaa
tttatgaatg

gttctttgaa

Leu Tyr

15

Leu Ala

30

Arg

Cys

Met
35

Asn Asp

Glu
50

Pro Arg

Arg Val

65

Arg

Lys Arg Gly

Ile Met Glu

His

Arg

Lys

Ile

Pro

Thr

Leu

Val

85

Arg

Glu

Arg

Phe

70

Lys

Thr

Gln

Ser

55

Cys

Gly

Val

Met

40

Tyr

Arg

Thr

Ala

Ala

Asp

Thr

Gln

vVal

Tyr

Gln

Glu
90

Gly

22

Asn

Met

Trp

75

Met

Ile

val

Glu

60

Tyr

Lys

val

Asn

45

Gly

Leu

Asn

Ala

Cys

Gly

Arg

Asn

Ile

Ser

Asp

Ile

Tyr

95

Lys

Ser

Ile

Asp

80

Asn

Gly

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3936



ES 2657949 T3

100 105 110

Val Glu Ser Glu Phe Tyr Leu Ala Met Asn Lys Glu Gly Lys Leu Tyr
115 120 125

Ala Lys Lys Glu Cys Asn Glu Asp Cys Asn Phe Lys Glu Leu Ile Leu
130 135 140

Glu Asn His Tyr Asn Thr Tyr Ala Ser Ala Lys Trp Thr His Asn Gly
145 150 155 160

Gly Glu Met Phe Val Ala Leu Asn Gln Lys Gly Ile Pro Val Arg Gly
165 170 175

Lys Lys Thr Lys Lys Glu Gln Lys Thr Ala His Phe Leu Pro Met Ala
180 185 190

Ile Thr

<210> 3

<211> 194

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Met His Lys Trp Ile Leu Thr Trp Ile Leu Pro Thr Leu Leu Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Cys Phe His Tle Ile Cys Leu Val Gly Thr Ile Ser Leu Ala Cys
20 25 30

Asn Asp Met Thr Pro Glu Gln Met Ala Thr Asn Val Asn Cys Ser Ser
35 40 45

Pro Glu Arg His Thr Arg Ser Tyr Asp Tyr Met Glu Gly Gly Asp Ile
50 55 60

Arg Val Arg Arg Leu Phe Cys Arg Thr Gln Trp Tyr Leu Arg Ile Asp
65 70 75 80

Lys Arg Gly Lys Val Lys Gly Thr Gln Glu Met Lys Asn Asn Tyr Asn
85 90 95

Ile Met Glu Ile Arg Thr Val Ala Val Gly Ile Val Ala Ile Lys Gly
100 105 110

Val Glu Ser Glu Phe Tyr Leu Ala Met Asn Lys Glu Gly Lys Leu Tyr

23



10

15

20

25

Ala Lys
130

Glu Asn
145

Gly Glu

Lys Lys

115

Lys

His

Met

Thr

Glu Cys Asn

Tyr Asn Thr
150

Phe Val Ala

165

Lys Lys Glu

180

Ile Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

4
21

ADN

Secuencia artificial

cebador sintético

4

ggctctgttc aatgtgaccg a

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

24

ADN

Secuencia artificial

cebador sintético

5

gttggcctgce cctatataat tgga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

6

16

ADN

Secuencia artificial

cebador sintético

6

ttccccagca tecgee

21

Glu

135

Tyr

Leu

Gln

16

ES 2657949 T3

120

Asp Cys Asn

Ala Ser Ala

Asn Gln Lys

170

Lys Thr Ala
185

24

24

Phe Lys
140

Lys Trp
155

Gly Ile

His Phe

125

Glu Leu

Thr His

Pro Val

Leu Pro
190

ITle Leu

Asn Gly
160

Arg Gly
175

Met Ala
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REIVINDICACIONES

1. El factor de crecimiento de queratinocitos (KGF/FGF7), ortélogos y fragmentos de los mismos para uso en el tra-
tamiento de afecciones seleccionadas a partir de la atrofia vaginal y/o disuria relacionada con la atrofia vaginal, y/o
dolor relacionado con la atrofia vaginal y/o sequedad vaginal en donde tales afecciones estan inducidas por un tra-
tamiento de quimioterapia en donde dicho ortélogos y fragmentos de los mismos poseen las mismas propiedades
terapéuticas que el factor de crecimiento de queratinocitos y en donde la quimioterapia es un compuesto anticance-
rigeno que pertenece a la familia de inhibidores del receptor de estrégenos selectivos.

2. El factor de crecimiento de queratinocitos, ortélogos y fragmentos de los mismos para uso segun la reivindicacion
1, en donde el factor de crecimiento de queratinocitos estimula la proliferacion del epitelio vaginal.

3. El factor de crecimiento de queratinocitos, ortdlogos y fragmentos de los mismos para uso segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-2, en donde el tratamiento comprende una braquiterapia vaginal adyuvante.

4. El factor de crecimiento de queratinocitos, ortélogos y fragmentos de los mismos para uso segun cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en donde la quimioterapia es tamoxifeno.

5. Una composicion farmacoldgica que comprende excipientes farmacéuticamente aceptables y un compuesto para
uso en el tratamiento de afecciones seleccionadas entre atrofia vaginal, disuria relacionada con la atrofia vaginal,
dolor relacionado con la atrofia vaginal y/o sequedad vaginal, en donde tales afecciones estan inducidas por un
tratamiento de quimioterapia, en donde dicho compuesto se selecciona a partir del grupo que consiste en:

- el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF/FGF7), ortélogos y fragmentos de los mismos;
- un vector de expresion que comprende dicho polinucleétido y
- una célula hospedadora modificada genéticamente que expresa dicho factor de crecimiento de queratinocitos,

en donde dichos ortdlogos y fragmentos de los mismos poseen las mismas propiedades terapéuticas que el factor
de crecimiento de queratinocitos y en donde la quimioterapia es un compuesto anticancerigeno que pertenece a la
familia de inhibidores del receptor de estrogenos selectivos.

6. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 5, para administracion topica.

7. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicaciéon 5 o 6, en donde el factor de crecimiento de quera-
tinocitos esta en una concentracion de 0,1 a 100 pg/ml.

8. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 7, en donde el factor de crecimiento de queratinoci-
tos esta en una concentracion de 0,1 a 10 yg/ml.

9. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 8, en donde el factor de crecimiento de queratinoci-
tos esta en una concentracion de 5 pg/mil.

10. La composicion farmacéutica para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 5-9, que comprende adicional-
mente un agente gelificante.

11. La composicidon farmacéutica para uso segun la reivindicacion 10, en la que el agente gelificante es Pluronic
F127.
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