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DESCRIPCION

Cafeina para el tratamiento de la distrofia mioténica tipo 1y tipo 2

Campo de la invencién

[0001] La presente invencién se refiere al campo de las enfermedades raras, en particular, la invencion se refiere a la
distrofia miotdnica. Mas particularmente, la presente invencién se refiere a cafeina y composiciones que comprenden la
misma para uso en el tratamiento de |a distrofia miotonica tipo 1 y tipo 2.

Antecedentes de la invencion

[0002] La distrofia mioténica (DM) es la forma mas comun de distrofia muscular en adultos e incluye dos enfermedades
clinicamente similares, aunque se originan a partir de mutaciones genéticas distintas. La DM1 (enfermedad de Steinert)
corresponde a la mayoria de los casos de DM y deriva de una expansion de la repeticion de trinucleétidos CTG
(tipicamente méas de 50 unidades) en la regién 3' no traducida (UTR) del gen DMPK, mientras que DM2 se origina de
grandes expansiones del tetranucledtido CCTG en el primer intrén del gen CNBP. Ambas son enfermedades raras, con
una prevalencia combinada global estimada en 12,5 por 100.000, aunque se ha sugerido que podria ser tres veces
mayor (Suominen, T. et al. Population frequency of myotonic dystrophy: higher than expected frequency of myotonic
dystrophy type 2 (DM2) mutation in Finland. Eur J Hum Genet. 19(7):776-82, 2011).

[0003] La gravedad de la enfermedad y la edad de inicio estan relacionadas de manera critica con el tamafno de la
expansion. Mientras que en el inicio clasico del adulto el niumero aproximado de repeticiones es de 50 a <500, el inicio
en la adolescencia es de 500 a <1000, el inicio en la infancia es de 1000 a <1500, y el inicio congénito es igual o
superior a 1500. Debido a estas diferencias, actualmente no esta claro si la patogenia de la DM1 congénita (CDM) es
similar a la DM1 adulta. De hecho, factores desconocidos explican las caracteristicas tUnicas de CDM, como que no hay
un modelo animal de DM1 que produzca un fenotipo tipico de CDM (Campbell, et al. Congenital Myotonic Dystrophy J.
Neurol. Neurophysiol. S7-001, XP055186364, 2012).

[0004] Las células que transportan pocas repeticiones CTG muestran un equilibrio funcional entre dos reguladores de
corte y empalme (“splicing”) antagénicos: muscleblind tipo 1 (MBNL1) y miembro de la familia 1 del tipo CUGBP/Elav
(CELF1). El equilibrio entre MBNL1 y CELF1 controla el establecimiento de perfiles de corte y empalme para adultos
para un subconjunto de los transcritos regulados por el desarrollo. La expansion de la repeticién CTG expresada en una
celula de DM1 forma una estructura en tallo-bucle imperfecta de doble cadena que tiene dos consecuencias
patogénicas principales: secuestro de MBNL1 por foci de RNA e hiperfosforilacién, estabilizacién y redistribucion
subcelular de CELF1 mediada por proteina quinasa C (PKC) y AKT. Como resultado del agotamiento de MBNL1 y la
sobreregulacion de CELF1, se altera el equilibrio entre estos dos reguladores de corte y empalme y el empalme
alternativo de una serie de transcritos regulados por el desarrollo vuelve a un patrén fetal. La expresion anormal de
isoformas de corte y empalme en musculo esquelético, corazén y cerebro adulto probablemente contribuye a los
sintomas de la enfermedad DM1. Mientras que MBNL1 parece critico en fenotipos esquelético y cardiaco, se ha
sugerido que el secuestro del pardlogo MBNL2 origina sintomas cerebrales y MBNL3 puede inhibir la diferenciaciéon
muscular. Ademas de una regulaciéon de empalme alternativo defectuosa, se ha observado que los déficits de traduccion
de proteinas, la traduccion de ATG no associada a repeticion (traduccién RAN) y la transcripcion bidireccional del gen
DMPK, la expresion alterada de microARNs, deficiencias de transcripcion de genes, y la interferencia de ARN, entre
otros, contribuyen a alteraciones moleculares tipicas de DM en diferentes modelos celulares y animales de la
enfermedad.

[0005] Una baja expresion de MBNL o una sobreexpresion de CELF1, o una combinacion de ambas situaciones como
existe en humanos con DM1 se manifiesta en una enfermedad multisistémica debido a las modificaciones de los
factores de corte y empalme del ARN.

[0006] La DM1 es una enfermedad multisistémica que afecta principalmente al musculo esquelético (miotonia, debilidad
muscular y degeneracidn), el corazén y el sistema nervioso central (Gomes-Pereira, M. et al. Myotonic dystrophy mouse
models: towards rational therapy development. Trends Mol Med. 17(9):506-17 (2011)). La gran variabilidad de los
sintomas de DM1y la edad de aparicion resultan en tres formas clinicas principales de la enfermedad: aparicion tardia,
aparicion clasica en adulto y DM1 congénita. La DM1 puede aparecer en pacientes de cualquier edad, mientras que la
DM2 se presenta tipicamente en adultos. Tanto los pacientes con DM1 como con DM2 también pueden considerarse
como una persona que lleva la mutacion CTG o CCTG expandida, respectivamente.

[0007] La miotonia (relajacion muscular tardia después de la contraccion inicial) y la pérdida progresiva de los musculos
distales son caracteristicas destacadas de la DM1 en el musculo esquelético. La forma congénita mas grave de DM1 se
caracteriza por hipotonia muscular general y dificultad respiratoria al nacer, asi como retraso en el desarrollo motor.
[0008] Una gran proporcion de los pacientes con DM1 sufren trastornos de la conduccion cardiaca, detectados por
electrocardiograma (ECG), y anomalias histologicas cardiacas. Las cardiopatias progresivas pueden evolucionar a un
bloqueo atrioventricular completo o arritmias ventriculares y muerte subita en casi el 30% de los pacientes. En particular,
los problemas asociados con el sistema cardiopulmonar representan el 70% de las muertes debidas a DM1.

[0009] Las manifestaciones del SNC son altamente debilitantes y apoyan la opinion de que la DM1 también es un
trastorno cerebral. La disfuncién neuropsicolégica en DM1 se acompafna de anomalias histolégicas, asi como cambios
estructurales cerebrales y alteraciones en el metabolismo.
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[0010] El impacto de la DM1 afecta ain mas a una variedad de tejidos y da como resultado cataratas preseniles,
tolerancia anormal a la glucosa e hiperinsulinismo, disfuncién gastrointestinal y atrofia testicular. Ver Gomes-Pereira, M.
et al. Myotonic dystrophy mouse models: towards rational therapy development. Trends Mol Med. 17(9):506-17 (2011).
[0011] Segun la Fundacién Myotonic Dystrophy Foundation (http://myotonic.org), la sintomatologia de la distrofia
Mioténica puede expersarse a través de los siguientes sintomas:

1. Misculo esquelético: miotonia, desgaste progresivo y debilidad, dolor, hipotonia general en la DM1 congénita

2. Corazoén: defectos de la conduccion cardiaca, intervalos PR prolongados, bloqueo auriculoventricular de primer grado,
arritmias

3. Sistema nervioso central: hipersomnolencia, deterioro cognitivo, disfuncion ejecutiva, déficits de memoria visual-
espacial, cambios neuropsicoldgicos, retraso mental en la DM1 congénita

4. Musculo liso: complicaciones gastrointestinales, problemas para tragar, dolor abdominal, motilidad anormal,
malabsorcion, estrenimiento / diarrea, incontinencia anal

5. Sistema respiratorio: problemas respiratorios en los recién nacidos, infecciones pulmonares frecuentes, aspiracion de
alimentos o liquidos en vias respiratorias, incapacidad para respirar suficiente oxigeno, apnea del suefio

6. Sistema hormonal: hiperinsulinismo (diabetes), calvicie prefrontal masculina

7. Sistema inmunolégico: hipogammaglobulinemia

8. Visién: cataratas subcapsulares iridiscentes prematuras y cataratas multicoloreadas, dafo a la retina, parpados
caidos (ptosis)

9. Sistema reproductivo: atrofia testicular, testiculos pequefos, fertilidad reducida, bajo conteo de espermatozoides, bajo
nivel de testosterona, mayor riesgo de aborto involuntario y muerte fetal, menopausia temprana, problemas con el
embarazo y el parto, complicaciones en el recién nacido, méas severo con cada generacion ("anticipacion”)

10. Piel: mayor riesgo de tumor benigno de la piel (pilomatrixoma)

[0012] Las estrategias terapéuticas actuales se basan en farmacos candidatos que se unen a repeticiones CUG,
liberando de esta manera proteinas MBNL para regular el corte y empalme de sus dianas pre-mRNA. Se ha demostrado
que un aumento en la proteina MBNL1 libre reduce |la gravedad de los sintomas en modelos animales de DM1, mientras
que en contraste, se observa una disminucion de la proteina MBNL1 libre con expansiones més largas, que se
correlacionan con mayor severidad de la enfermed. El papel patogénico del gen MBNL1 esta aiin mas comprobado por
el hecho de que las variantes del gen MBNL1 modifican la gravedad de DM1 (Vincent Huin et al. MBNL1 gene variants
as modifiers of disease severity in myotonic dystrophy type 1. J Neurol (2013) 260:998-1003). Del mismo modo, se ha
demostrado que las proteinas MBNL quedan secuestrados en la DM2, por lo tanto, estrategias dirigidas a aumentar los
niveles de estado estable de estas proteinas tiene el potencial de convertirse en tratamientos para la DM2. Por tanto, la
estrategia de consenso para revertir las anomalias de empalme observadas en DM1 se basa en una reduccién en los
foci nucleares y la reduccidn concomitante en el secuestro nuclear de proteinas MBNL. Warf y colaboradores (Warf, M.,
Nakamori, M., Matthys, C. Thornton, C. y Berglund, J. (2009) Pentamidine reverses the splicing defects associated with
myotonic dystrophy. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 106, 18551-
18556. Coonrod, L., et al. (2013) Reducing levels of toxic RNA with small molecules. ACS Chem Biol. 8(11):2528-37)
demostraron que la pentamidina facilita un rescate parcial de la patologia de DM1.

[0013] Desde entonces, se han descrito otras terapias, tales como compuestos de oligonucleétidos antisentido (véase,
EP 2 560 001A2, US 2011/0269665 A1), analogos de pentamidina (véase, A., Haley, M., Thornton, C. et al. (2013)
Reducing levels of toxic RNA with small molecules. ACS chemical biology, 8, 25628-2537; Parkesh, R., Childs-Disney, J.,
Nakamori, M., Kumar, A., Wang, E., Wang, T., Hoskins, J., Tran, T., Housman, D., Thornton, C. et al. (2012) Design of a
Bioactive Small Molecule That Targets the Myotonic Dystrophy Type 1 RNA via an RNA Motif-Ligand Database and
Chemical Similarity Searching. Journal of the American Chemical Society, 134, 4731-4742), péptidos (véase, EP 2 554
180 A1, Gareiss, P., Sobczak, K., McNaughton, B., Palde, P., Thornton, C. y Miller, B. (2008) Dynamic combinatorial
selection of molecules capable of inhibiting the (CUG) repeat RNA-MBNL1 interaction in vitro: discovery of lead
compounds targeting myotonic dystrophy (DM1). Journal of the American Chemical Society, 130, 16254-16261; Garcia-
Lopez, A., Llamusi, B., Orzaez, M., Perez-Paya, E. y Artero, R. (2011) In vivo discovery of a peptide that prevents CUG-
RNA hairpin formation and reverses RNA toxicity in myotonic dystrophy models. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 108, 11866-11871), o candidatos a farmacos quimicos (véase, US 8.754.084
B2, EP 2 742 974 A1, US 8.741.572 B1, US 2014/0051709 A1, Jahromi, A.H., Nguyen, L., Fu, Y., Miller, K.A., Baranger,
AM. y Zimmerman, S.C. (2013) A novel CUG(exp). MBNL1 inhibitor with therapeutic potential for myotonic dystrophy
type 1. ACS chemical biology, 8, 1037-1043; Wong, C.H., Nguyen, L., Peh, J., Luu, L.M., Sanchez, J.S., Richardson,
S.L., Tuccinardi, T., Tsoi, H., Chan, W.Y., Chan, H.Y. et al. (2014) Targeting Toxic RNAs that Cause Myotonic Dystrophy
Type 1 (DMT1) with a Bisamidinium Inhibitor. Journal of the American Chemical Society, 136, 6355-6361; Childs-Disney,
J., Stepniak-Konieczna, E., Tran, T., Yildirim, I., Park, H., Chen, C., Hoskins, J., Southall, N., Marugan, J., Patnaik, S. et
al. (2013) Induction and reversal of myotonic dystrophy type 1 pre-mRNA splicing defects by small molecules. Nature
communications, 4, 2044; Hoskins, JW., Ofori, L.O., Chen, C.Z., Kumar, A., Sobczak, K., Nakamori, M., Southall, N.,
Patnaik, S., Marugan, J.J., Zheng, W. et al. (2014) Lomofungin and dilomofungin: inhibitors of MBNL1-CUG RNA binding
with distinct cellular effects. Nucleic acids research, 42, 6591-6602).

[0014] Se ha reportado que el medicamento genérico cardiovascular mexiletine, desarrollado inicialmente para tratar las
anomalias del ritmo cardiaco, posee cierto potencial para tratar la rigidez muscular y otros sintomas de las miotonias no
distréficas (NDM, por sus siglas en inglés). El bloqueo del canal de sodio inducido por mexiletina redujo la miotonia en
estudios pequenos (Stantland, JM, et al. Mexiletine for symptoms and signs of myotonia in nondystrophic myotonia: a
randomized controlled trial, JAMA. 2012, 308(13), 1357-1365).
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[0015] Queudeville M et al. "Kongenitale myotone Dystrophie mit Zwerchfellparese”, Monatsschrift Kinderheilkunde,
2012, vol. 160, No. 12, pp. 1236-1238, revela que la teofilina es capaz de mejorar la contractilidad del diafragma en nino
que sufre de distrofia mioténica (DM).
[0016] Syr Lee et al. "Survival of a 30-week baby with congenital myotonic dystrophy initially ventilated for 55 days”,
Journal of Paediatrics and Child Health, 1999, Vol. 35, No. 3, pp. 313-314, describen el uso de teofilina para mejorar el
esfuerzo respiratorio de un nino que sufre de DM.
[0018] Keller C et al. "Congenital myotonic dystrophy requiring prolonged endotracheal and noninvasive assisted
ventilation: not a uniformly fatal condition", Pediatrics, 1998, Vol. 101, No. 4, pp. 704-706, describen revela que la
cafeina es capaz de mejorar el esfuerzo respiratorio de un nifio que sufre de MD.
[0019] Por tanto, a pesar de que la DM1 fue descrita por primera vez en 1909, actualmente no existe cura o tratamiento
especifico para la distrofia miotonica. Todos los tratamientos aplicados son paliativos y contribuyen a controlar el
desarrollo de un subgrupo de todo el gran grupo de sintomas, y el foco clinico es el manejo de las complicaciones de la
enfermedad, pero en ningun caso para el tratamiento de la enfermedad de una manera definitiva.
[0020] Por lo tanto, existe una necesidad de compuestos y composiciones que puedan tratar la distrofia miotonica, en
particular la distrofia mioténica tipo 1 y tipo 2, de una manera mas efectiva.
[0021] Los presentes inventores han encontrado que sorprendentemente la cafeina es un candidato firme para el
tratamiento definitivo de la DM, porque su mecanismo de accién actia sobre la etiologia genética de la enfermedad en
si, en oposicion a lo descrito anteriormente para compuestos que se comportan actuando sobre un objetivo particular de
la sintomatologia de las principales complicaciones relacionadas.
[0022] La cafeina es el miembro mas conocido de una familia de farmacos conocidos como metilxantinas. Las
metilxantinas se encuentran naturalmente en varias especies de plantas pertenecientes a 28 géneros y mas de 17
familias, pero sus fuentes mas comunes son café, té y chocolate. La cafeina se afade tipicamente a los refrescos y es
un ingrediente en muchas especialidades farmacéuticas publicitarias y productos de venta libre como analgésicos,
remedios para el resfriado, remedios para el dolor de cabeza, pildoras estimulantes y bebidas energéticas. La cafeina
actua estimulando el sistema nervioso central, dieresis, efectos cardiovasculares y metabolicos, relajacion bronquial y
aumento de la secrecion de &cidos gastricos. Recientemente, se ha informado que la cafeina tiene efectos positivos en
la reduccién de la enfermedad de las enfermedades de Parkinson y Alzheimer (Drugs and Behavior: An Introduction to
Behavioral Pharmacology, 7th Ed. William A. McKim, Stephanie D. Hancock, Peachpit Press (2013); Franco, R. et al.
Health benefits of Methylxanthines in Cacao and Chocolate, Nutrients, 2013, 5, 4159-4173).
[0023] A pesar del gran numero de aplicaciones de la cafeina antes mencionadas, a nuestro conocimiento no existe en
el estado de la técnica ninguna descripcion del uso de la cafeina para el objetivo reivindicado en este documento.
[0024] El documento WO03/020977 se refiere a un método para identificar una sustancia capaz de modular el numero
de repeticiones de nucleétidos en una célula mostrando la inestabilidad de repeticidon de nucledtidos expandida. Esta
expansion de secuencias de nucledtidos inestables es un defecto genético primario asociado con DM1. Este documento
afirma que la cafeina no es capaz de unirse a repeticiones CUG y aumenta el nimero de foci y por lo tanto no es un
candidato adecuado como farmaco para el tratamiento de la distrofia mioténica tipo 1 (DM1). Gomes-Pereira (Gomes-
Pereira et al. 2004, Nuc. Acids Research, 2004, 32 (9), 2865-2872) describe un estudio para identificar productos que
pueden reducir las tasas de repeticion de secuencias CAG-CTG, y que la supresion de expansion somatica se esperaria
que fuera terapéutica, o incluso curativa en caso de reversion completa. Este documento declara que las altas dosis de
cafeina, cerca de 2 mM, aumentaron la tasa de expansion en aproximadamente 63%. En consecuencia, el estado del
arte claramente desalentaria sobre el uso de la cafeina como candidato para una estrategia terapéutica anti-DM.
[0025] Ademas, el uso de productos sin cafeina incluso se recomienda para pacientes con DM (University of Maryland,
Medical Center; https://Jumm.edu/health/medical/altmed/condition/muscular-dystrophy).
[0026] No obstante, los presentes inventores han centrado la investigacion sobre la base de que sobreexpresar
proteinas de tipo muscleblind, particularmente MBNL1, tiene el potencial de ser terapéutico para esta enfermedad
(véase, Kanadia RN et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1 agosto 2006; 103 (31): 11748-53 y Chamberlain, CM et al
Human Molecular Genetics, 2012, 21 (21), 4645-4654). Los inventores han encontrado sorprendentemente que, a
diferencia de cualquier otro compuesto derivado de xantina, la cafeina es capaz de aumentar la transcripciéon del
promotor MBNL1 humano bajo el control de un potenciador de Drosophila muscleblind (mbl) especifico de muisculo en
moscas transgénicas, aumentando la expresion de un reportero de proteina verde fluorescente mejorada (eGFP). Es
importante destacar que la cafeina también fue capaz de aumentar la cantidad de MBNL1 libre en mioblastos DM1
humanos.
[0027] Se ha demostrado que un aumento de la proteina MBNL1 libre reduce la gravedad de los sintomas en los
modelos animales de DM1, mientras que por el contrario, se observa una disminucion de la proteina MBNL1 libre con
expansiones mas largas, lo que se correlaciona con la enfermedad mas grave. El papel patogénico del gen MBNL1 se
fundamenta ademas en el hecho de que las variantes del gen MBNL 1 modifican la gravedad de DM1 (Vincent Huin et al.
MBNL1 gene variants as modifiers of disease severity in myotonic dystrophy type 1. J Neurol (2013) 260: 998-1003). Del
mismo modo, se ha demostrado que las proteinas MBNL son secuestradas en DM2, por lo tanto, las estrategias
destinadas a aumentar los niveles de estado estacionario de estas proteinas tienen el potencial de convertirse en
tratamientos para la DM2.
[0028] La cafeina, y las xantinas en general, son conocidos por actuar principalmente como blogueadores de los
receptores de adenosina, comunmente utilizados por sus efectos como estimulantes suaves y como broncodilatadores,
particularmente en el tratamiento de los sintomas de asma. En contraste con otros estimulantes mas potentes como las
aminas simpaticomiméticas, acttan principalmente para oponerse a la accién de la adenosina inductora del sueno, y
aumentar la vigilancia en el sistema nervioso central. También estimulan el centro respiratorio, y se utilizan para el
tratamiento de la apnea infantil y la apnea del prematuro (AOP). AOP es un problema comun que afecta a los bebés
4
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prematuros, probablemente debida a un sistema respiratorio inmaduro. El tratamiento con metilxantinas es un pilar del
tratamiento de la apnea central mediante la estimulacién del sistema nervioso central y la funcion muscular respiratoria.
La causa mas comun de apnea especialmente en los recién nacidos es la prematuridad, a la que los farmacos mas
comunes que se utilizan para tratar la apnea son los metilxantinas (Henderson-Smart et al Prophylactic methylxanthine
for prevention of apnoea in preterm infants. Cochrane Database Syst Rev. 2010 Dec 8;(12):CD000432. doi:
10.1002/14651858.CD000432.pub2); cafeina (Buk et al, Cafeina Citrate for the Treatment of Apnea of Prematurity,
Pediatr Pharm. 2008;14(6)), Teofilina (Scanlon et al. Cafeina or Teofilina for neonatal apnoea? Arch Dis Child. 1992 Apr;
67(4 Spec No): 425-428) y aminofilina (Larsen et al. Aminofilina versus Cafeina citrate for apnea and bradycardia
prophylaxis in premature neonates. Acta Paediatr. 1995 Apr;84(4):360-4).

[0029] Las xantinas metiladas (metilxantinas), incluyen cafeina, aminofilina, IBMX, paraxantina, pentoxifilina,
teobromina, y teofilina.

[0030] Por lo tanto, de acuerdo con el hallazgo sorprendente por los presentes inventores, la cafeina se considera un
serio candidato para el tratamiento de la distrofia miotdnica tipo 1 (DM1) y la distrofia mioténica tipo 2 (DM2).

Descripcion resumida de la invencion

[0031] Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a la cafeina para su uso en la reduccion de la severidad de
los sintomas de la distrofia mioténica tipo 1 o tipo 2 en un sujeto que sufre de la distrofia miotonica tipo 1 o tipo 2
mediante el aumento de la cantidad de proteina libre MBNL, donde dichos sintomas incluyen aquellos que afectan al
corazén, sistema nervioso central, musculatura lisa, sistema hormonal, sistema inmunoldgico, la visién, el sistema
reproductivo y la piel.

[0032] Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a composiciones que comprenden cafeina para su uso
en la reduccion de la severidad de los sintomas de la distrofia mioténica tipo 1 o tipo 2 en un sujeto que sufre de la
distrofia miotdnica tipo 1 o tipo 2 mediante el aumento de la cantidad de proteina libore MBNL, donde dichos sintomas
incluyen aquellos que afectan al corazdn, sistema nervioso central, musculatura lisa, sistema hormonal, sistema
inmunoldgico, la vision, el sistema reproductivo y la piel.

Breve descripcion de los dibujos

[0033]

La figura 1 representa el porcentaje de supervivencia de los fibroblastos normales expuestos a concentraciones
crecientes de cafeina en el medio celular. Incluso a la concentracién mas alta el porcentaje de células vivas fue mayor
que el 50%, por lo que la cafeina es bien tolerada por los fibroblastos humanos. Los datos provienen de tres
experimentos independientes. Las barras de error son s.e.m.

La figura 2 muestra que la cafeina no se une al ARN de repeticion CUG en los ensayos de polarizacion de
fluorescencia. El grafico de barras muestra las mediciones de polarizacion en relacion al control solo, en tres
experimentos independientes con cuatro repeticiones técnicas para cada uno. La pentamidina se utilizo como control
positivo. Las barras de error son s.e.m.

La figura 3 representa la cuantificacion de la expresion de eGFP de yw (control negativo), moscas homocigotas (control
de respuesta a la dosis de genes) y heterocigotas que llevan el constructo ME:hsaP1-eGFP, normalizada a la cantidad
total de proteina, tomando cafeina o sacarosa (diluyente). *Indica P <0,05. Los datos se generaron a partir de tres
réplicas biolégicas en unidades arbitrarias de fluorescencia. Las barras de error son s.e.m.

La Figura 4 representa la cuantificacion de la expresion Mbl en células DM1. Los gréficos de barras muestran la media +
SEM de intensidad de la tincion Mbl en los nicleos de los mioblastos DM1 que habian sido tratadas con diferentes
concentraciones de cafeina (de 0,1 microM a 172 microM) o disolvente (DMSQ) durante un dia. La linea roja horizontal
marca el valor de referencia de las células de control tratadas unicamente con DMSO.

La Figura 5 representa la cuantificacion de la expresién de Mbl en células DM1. Los gréaficos de barras muestran la
media + SEM del niumero de agregados de Mbl en foci ribonucleares de mioblastos DM1 que habian sido tratados con
diferentes concentraciones de cafeina (de 0,1 microM a 172 microM) o disolvente (DMSQO) durante un dia (A). La linea
roja horizontal marca el valor de referencia de las células de control tratadas Unicamente con DMSO. Cuando se usa
pentamidina como control positivo, el incremento de agregados de Mbl en foci ribonucleares se obtiene a todas las
concentraciones de cafeina {(de 0,1 microM a 172 microM) (B).

La Figura 6 representa imagenes de microscopio confocal de mioblastos normales y con DM1 que muestran la
expresion de la proteina MBNL1 (canal verde, los nicleos celulares se contratifieron con DAPI en el canal azul). En
mioblastos normales se detecta MBNL1 preferentemente en el nucleo celular, aunque también se encuentra en el
citoplasma. En mioblastos de DM1, los mioblastos se incubaron con DMSO, como control, la MBNL1 es secuestrada
caracteristicamente en foci ribonucleares. La adicion de 125 uM de cafeina al medio celular durante dos dias aumenté
la cantidad de MBNL1 que podria ser detectada tanto en el citoplasma como en los foci ribonucleares.
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La Figura 7 muestra numero promedio de foci ribonucleares por célula en fibroblastos con DM1 expuestos a las
concentraciones indicadas de cafeina en los medios de cultivo. Los resultados muestran que la cafeina aumento el
numero de foci por célula. ** Indica el valor de p <0,001. Los datos provienen de tres experimentos independientes con
tres repeticiones técnicas de cada uno. La barra de DMSO muestra el valor de referencia para los fibroblastos de DM1
expuestos solo a diluyente. Las barras de error son s.e.m.

La Figura 8 representa los ensayos funcionales para evaluar el efecto de la cafeina en el rendimiento del aparato
locomotor en moscas modelo de DM1. Las barras muestran la media + se de moscas DM1 alimentadas con los medios
nutritivos estandar con DMSO (negro) o cafeina para una concentracion final de 1,72 mM (blanco). La velocidad de
escalada mejora significativamente en las moscas modelo alimentadas con cafeina en comparacion con las moscas
modelo alimentadas con el disolvente DMSO.

La Figura 9 representa el porcentaje de supervivencia de fibroblastos DM1 después de la administracion de diferentes
concentraciones de compuestos en los medios nutritivos. Los valores de supervivencia se normalizan a los fibroblastos
DM1 no tratados que tienen 100% de supervivencia. En todos los casos, los compuestos se disolvieron en DMSO, a
continuacién, las células tratadas Unicamente con DMSO se consideran los controles mas apropiados para la
comparacion. Grafico de barras que muestra las medias + SEM de tres experimentos independientes.

Descripcion detallada de la invencién

[0034] La presente invencion se refiere a un compuesto que es cafeina

0 CHy
/
o)\rﬁ N

CHs

para utilizar en la reduccién de la severidad de los sintomas de la distrofia mioténica tipo 1 o tipo 2 en un sujeto que
sufre de la distrofia mioténica tipo 1 o tipo 2 mediante el aumento de la cantidad de proteina libre MBNL, dichos
sintomas que incluyen las que afectan al corazon, sistema nervioso central, musculatura lisa, sistema hormonal, sistema
inmunoldgico, la vision, el sistema reproductivo y la piel.
[0035] En una realizacién particular, dicho compuesto esta en forma de tautémero, solvato, hidrato, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.
[0036] Tal como se utiliza anterior y posteriormente, las siguientes definiciones se aplican a menos que se indique lo
contrario.
[0037] La presente invencion también pretende incluir todos los isétopos de atomos que aparecen en los presentes
compuestos. Los is6topos incluyen aquellos atomos que tienen el mismo nimero atémico pero diferentes nimeros de
masa. A modo de ejemplo general y sin limitacion, los isétopos de hidrégeno incluyen tritio y deuterio. Los isétopos de
carbono incluyen C-13 y C-14.
[0038] EI término "tautomero" o "forma tautomérica" se refiere al isémero estructural de diferentes energias que son
interconvertibles a través de una barrera de baja energia. Por ejemplo, los tautémeros de protén (también conocidos
como tautémeros prototropicos) incluyen la interconversion a través de la migracién de un protén, tales como
isomerizaciones ceto-enol e imina-enamina. Los tautémeros de valencia incluyen interconversiones por reorganizacion
de algunos de los electrones de enlace.
[0039] La presente descripcion también incluye los profarmacos que conducen a cafeina.
[0040] EI término "profarmaco" tal como se utiliza en todo este texto significa los derivados farmacolégicamente
aceptables, tales como ésteres, amidas y fosfatos, tales que el producto de biotransformacion resultante in vivo del
derivado es el farmaco activo tal como se define en el presente documento (cafeina). La referencia por Goodman y
Gilman (The Pharmacological Basis of Therapeutics, 8% ed, McGraw-Hill, Int. Ed. 1992, "Biotransformation of Drugs",
pag. 13-15) que describe profarmacos en general se incorpora en la presente. Los profarmacos tienen preferiblemente
una solubilidad acuosa excelente, una mayor biodisponibilidad y se metabolizan faciimente en los inhibidores activos in
vivo. Los profarmacos de cafeina se pueden preparar modificando grupos funcionales presentes en el compuesto de tal
manera que las modificaciones se escinden, ya sea por manipulacién rutinaria o in vivo, del compuesto parental.
[0041] Para uso terapéutico, las sales de cafeina son aquellas en las que el contraion es farmacéuticamente aceptable.
"Farmacéuticamente aceptable" tal como se utiliza en el presente documento significa que el extracto, la fraccion del
mismo, 0 compuesto del mismo o composiciéon es adecuada para la administracion a un sujeto para lograr los
tratamientos descritos en el presente documento, sin efectos secundarios indebidamente perjudiciales a la luz de la
gravedad de la enfermedad y la necesidad del tratamiento. Sin embargo, las sales de acidos y bases gue no son
farmacéuticamente aceptables también pueden utilizarse, por ejemplo, en la preparacion o purificacion de un compuesto
6



20

25

ES 2722 898 T3

farmacéuticamente aceptable. Todas las sales, ya sean farmacéuticamente aceptables o no, estan incluidas dentro del
ambito de la presente invencion.

[0042] EI &cido farmacéuticamente aceptable y sales de adicion de base tal como se han mencionado anteriormente
pretenden comprender las formas de acido no téxico y de sal de adicion de bases terapéuticamente activos que la
cafeina es capaz de formar. Las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables se pueden obtener
convenientemente tratando la forma de base con un acido apropiado. Los &cidos apropiados comprenden, por ejemplo,
acidos inorganicos tales como hidracidos halogenados, por ejemplo, acido clorhidrico o &cido bromhidrico, sulfirico,
nitrico, fosforico y acidos similares; o acidos orgéanicos, tales como, por ejemplo, acético, propanoico, hidroxiacético,
lactico, piravico, oxalico (es decir etanodioico), malénico, succinico (es decir, acido butanodioico), maleico, fumarico,
malico (es decir, acido hidroxibutanodioico), tartarico, citrico, metanosulfénico, etanosulfénico, bencenosulfénico, p-
toluenosulfénico, ciclamico, salicilico, p-aminosalicilico, pamoico y acidos similares.

[0043] A la inversa, dichas formas de sal pueden convertirse mediante tratamiento con una base apropiada en la forma
de base libre.

[0044] La presente invencion también se refiere a un compuesto para utilizar segun el grupo de reivindicaciones que se
incluye en una composicion.

[0045] En una realizacion particular de dicha composicion, el compuesto cafeina esta en forma de tautémero, solvato,
hidrato, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0046] En otra realizacion de dicha composicion, la composicién comprende ademas al menos una xantina o derivado
de la misma, en la que dicho derivado se selecciona del grupo que consiste en teofilina, teobromina, aminofilina,
xantina, hipoxantina, 1,7-dimetilxantina, 3-isobutil-1-metilxantina, 3-metilxantina, 3-etil-1-propilxantina, 3-alil-1-etil-8-
hidroxixantina, 3,8-dimetil-2-tioxantina, 1-etil-3-isobutilxantina,
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[0047] Preferiblemente, dicho derivado es teofilina, teobromina, aminofilina, hipoxantina, 1,7-dimetilxantina, 3-isobutil-1-
metilxantina, 3-etil-1-propilxantina o 3-alil-1-etil-8-hidroxixantina.

[0048] La presente invencion también se refiere a un método de tratamiento de la distrofia mioténica del tipo 1 y tipo 2
en un sujeto que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto que es
cafeina o un tautémero, solvato, hidrato, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Preferiblemente, el sujeto
es un sujeto humano. Ademas, la presente invencion también se refiere a un método de tratamiento de la distrofia
mioténica del tipo 1 o tipo 2 en un sujeto que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente
eficaz de una composiciéon que comprende cafeina o un tautdomero, solvato, hidrato, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo. La frase "cantidad terapéuticamente eficaz" significa la cantidad de una sustancia tal que produce
un cierto efecto local o sistémico deseado en una relacion beneficio/riesgo razonable aplicable a cualquier tratamiento.
La cantidad terapéuticamente eficaz de dicha sustancia variar4 dependiendo de la condicién del sujeto y la enfermedad
que se esta tratando, el peso y la edad del sujeto, la gravedad de la condicién de la enfermedad, la forma de
administracion y similares, que se pueden determinar facilmente por un experto en la materia. Por ejemplo, ciertas
composiciones de la presente descripcion se pueden administrar en una cantidad suficiente para producir una relacion
beneficio/riesgo razonable aplicable a dicho tratamiento.

[0049] La dosis letal de cafeina en humanos se ha estimado entre 3 y 8 g (aproximadamente entre 30 y 80 tazas de
café) (Drugs and Behavior: An Introduction to Behavioral Pharmacology, 7th Ed. William A. McKim, Stephanie D.
Hancock, Peachpit Press (2013)).

[0050] Tal como se utiliza en el presente documento, un paciente o sujeto que padecera distrofia mioténica del tipo 1 6 2
se define como una persona que porta cualquiera de las mutaciones genéticas indicadas en la seccion de antecedentes,
incluso cuando la enfermedad no se ha desarrollado.

[0051] En otra realizacién preferida, la composicién para utilizar segln la presente invencién se formula como una
composicién farmacéutica, alimento, ingrediente alimenticio o suplemento alimenticio, composicion nutracéutica, aditivo
para un producto natural o esta presente en el extracto de un producto natural. Preferiblemente, dicha composicién esta
en forma de un solido o liquido. Mas preferiblemente, dicha composicion esta presente en un producto lacteo, una
bebida o cereales.

[0052] Una composicién de un "alimento” o "ingrediente o suplemento alimenticio" tal como se describe anteriorment,
puede tener, en principio, cualquier forma adecuada para el consumo por el hombre o los animales. En una realizacion,
la composicion esta en forma de un polvo seco que puede ser suspendido, dispersado, emulsionado o disuelto en un
liquido acuoso tal como agua, café, té, leche, yogur, caldo o zumo de frutas y bebidas alcohdlicas. Para este fin, el polvo
puede proporcionarse en forma de dosificacién unitaria. En una realizacion preferida alternativa se comprime la
composicion en forma de un polvo seco. Para este fin, se puede proporcionar de manera muy adecuada una
composicion para un suplemento alimenticio segun la invencion con excipientes, tales como celulosa microcristalina
(MCC) y manitol, aglutinantes, tales como hidroxipropilcelulosa (HPC), y lubricantes, tales como acido esteérico u otros
excipientes. Una composicion de un alimento o suplemento alimenticio tal como se ha descrito anteriormente también se
puede proporcionar en forma de una preparacion liquida en la que los solidos estan suspendidos, dispersados o
emulsionados en un liquido acuoso. Dicha composicion se puede mezclar directamente a través de un alimento o, por
ejemplo, se pueden extruir y processar en granos u otras formas. En una realizacion alternativa, un alimento o
suplemento alimenticio pueden tomar la forma de un alimento sdélido, semisdlido o liguido, tal como los cereales, un pan,
una barra, una galleta, un bocadillo o una bebida, o para untar, salsa, mantequilla, margarina, productos lacteos, y
similares. Preferiblemente, la composicion esté incluida en un producto lacteo, como por ejemplo una mantequilla o
margarina, natillas, yogur, queso, para untar, bebida, o pudin u otro postre.

[0053] Los nutracéuticos se pueden definir como los productos naturales que se utilizan para complementar la dieta
mediante el aumento de la ingesta dietética total de nutrientes importantes. Esta definicion incluye suplementos
nutricionales, tales como vitaminas, minerales, extractos de hierbas, antioxidantes, aminoacidos, y los suplementos de
proteinas. Los productos nutracéuticos encajan en la categoria de productos de nueva creacion de "suplementos
dietéticos" segun lo establecido por la FDA en la Ley de Suplementos Dietéticos de 1994. Esta ley definio
especificamente que los suplementos dietéticos incluyen: vitaminas, minerales, hierbas u otros productos botanicos,
antioxidantes, aminoacidos, u otras sustancias dietéticas utilizadas para complementar la dieta mediante el aumento de
la ingesta diaria total. Una "composicion nutracéutica” se define en este documento como una composicién alimenticia
fortalecida con ingredientes capaces de producir beneficios para la salud. Dicha composicion en el contexto de la
presente invencion también puede indicarse como alimentos para regimenes especiales; alimentos médicos; y
suplementos dietéticos. Por ejemplo, el alimento o suplemento pueden ayudar a prevenir o reducir los sintomas
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asociados con una condicion inflamatoria, tal como las alergias (por ejemplo, alergia al polen) y similares. Como con la
composicion farmacéutica, la cantidad de principio activo en el alimento o aditivo alimenticio dependera de varios
factores. El producto alimenticio generalmente comprendera una concentracion que es suficiente para proporcionar a un
consumidor una cantidad eficaz de ingrediente activo tras el consumo de forma regular (por ejemplo, diariamente) del
producto alimenticio. Se entenderd por los expertos en la materia que la cantidad ¢ptima y el espaciamiento de las dosis
individuales para alcanzar los efectos terapéuticos de la composicion farmacéutica, alimento o suplemento alimenticio
descritos en este documento pueden determinarse facilmente por un experto en la materia.

[0054] Tal como se mencioné anteriormente, los compuestos 0 composiciones descritos en este documento también
pueden estar presentes en los productos naturales. Por ejemplo, es bien sabido que la cafeina se encuentra en
cantidades variantes en las semillas, hojas y frutas de algunas plantas. Por ejemplo, se extrae de la semilla de la planta
del café y las hojas de té (tea bush), asi como de varios alimentos y bebidas que contienen productos derivados de la
nuez de cola. Otras fuentes incluyen yerba mate, bayas de guarana, guayusa, llex vomitoria.

[0055] En otra realizacion preferida, el compuesto o composicion descritos en este documento se administran por via
oral, rectal, nasal, topica, vaginal, parenteral, transdérmica, intraperitoneal, intrapulmonar e intranasal.

[0056] En ofra realizacion preferida, el compuesto o composicion segun la invencién se administra a un paciente que
tiene una forma no congénita de DM.

[0057] Los intervalos de dosis de las composiciones farmacéuticas se pueden ajustar segin sea necesario para el
tratamiento de pacientes individuales y de acuerdo con la afeccién especifica tratada. Como es bien conocido en el
estado de la técnica, las dosis Unicas de cafeina de hasta 200 mg (alrededor de 3 mg / kg de peso corporal para un
adulto de 70 kg) no dan lugar a preocupaciones de seguridad (Ver EFSA Journal 2015; 13 (5): 4102). El consumo de
cafeina habitual hasta 400 mg por dia no da lugar a problemas de seguridad para mujeres adultas no embarazadas. El
Panel considera que la ingesta de cafeina de ninguna preocupacion derivada para el consumo agudo de cafeina por
adultos (3 mg kg de peso corporal por dia /) puede servir como base para derivar dosis tnicas de cafeina y dosis diarias
de cafeina que no suponen ninguna preocupacion por estos subgrupos de poblacion.

[0058] Se puede utilizar cualquiera de un conjunto de formulaciones farmacéuticas adecuadas como vehiculo para la
administracion de las composiciones de la presente invencion y quizés una variedad de vias de administracion estén
disponibles. El modo particular seleccionado dependera, naturalmente, de la formulacién particular seleccionada, de la
gravedad de la enfermedad, trastorno o afeccién que se esta tratando y de la dosificacién requerida para la eficacia
terapéutica. Los métodos de esta invencion, en general, pueden practicarse utilizando cualquier modo de administracion
que sea medicamente aceptable, lo que significa cualquier modo que produzca niveles eficaces de los compuestos
activos sin causar efectos adversos clinicamente inaceptables. Dichos modos de administracion incluyen la via oral,
rectal, topica, nasal, transdérmica o parenteral y similares. Por consiguiente, las formulaciones de la invencion incluyen
aquellas adecuadas para la administracion oral, rectal, topica, bucal, sublingual, parenteral (por ejemplo, subcutanea,
intramuscular, intradérmica, por inhalacién o intravenosa) y transdérmica, aunque la via mas adecuada en cualquier
caso dado dependera de la naturaleza y gravedad de la afeccién que se esté tratando y de la naturaleza del producto
activo particular utilizado.

[0059] Las formulaciones adecuadas para la administracion oral pueden presentarse en unidades discretas, tales como
capsulas, pildoras, pastillas para chupar, gotas, o comprimidos, conteniendo cada uno una cantidad predeterminada del
compuesto activo; como un polvo o granulos; como una solucion o una suspension en un liquido acuoso o0 no acuoso; o
como una emulsién aceite-en-agua o agua-en-aceite. Dichas formulaciones se pueden preparar mediante cualquier
método adecuado de farmacia que incluye la etapa asociar el compuesto activo y un portador adecuado (que puede
contener uno o mas ingredientes accesorios tal como se senald anteriormente).

[0060] En general, las formulaciones de la invencién se preparan mezclando uniforme e intimamente el compuesto
activo con un portador liquido o solido finamente dividido, o ambos, y a continuacioén, si es necesario, conformando la
mezcla resultante. Por ejemplo, un comprimido puede prepararse mediante compresion o moldeo de un polvo o
granulos que contienen el compuesto activo, opcionalmente con uno o mas ingredientes accesorios. Los comprimidos
se pueden preparar comprimiendo, en una maquina adecuada, el compuesto en una forma de fluido libre, tal como un
polvo o grénulos opcionalmente mezclados con un aglutinante, lubricante, diluyente inerte, y/o agente(s)
tensioactivo/dispersante. Los comprimidos moldeados pueden fabricarse moldeando, en una méquina adecuada, el
compuesto en polvo humedecido con un aglutinante liquido inerte.

[0061] Las formulaciones de la presente invencion adecuadas para administracion parenteral comprenden
convenientemente preparaciones acuosas estériles del compuesto activo, cuyas preparaciones son preferiblemente
isotonicas con la sangre del receptor pretendido. Estas preparaciones pueden administrarse mediante inyeccion
subcutanea, intravenosa, intramuscular, inhalacién o inyeccion intradérmica. Dichas preparaciones pueden prepararse
convenientemente mezclando el compuesto con agua o un tampoén de glicina y haciendo que la solucién resultante sea
estéril e isotonica con la sangre.

[0062] Las formulaciones de las mezclas de la invencion son particularmente adecuadas para la aplicacién topica para
la piel y preferiblemente toman la forma de un ungiiento, crema, locién, pasta, gel, pulverizador, aerosol, o aceite. Los
portadores que pueden usarse incluyen vaselina, lanolina, polietilenglicoles, alcoholes, potenciadores transdérmicos, y
combinaciones de dos o mas de los mismos.

[0063] Las formulaciones adecuadas para administracion transdérmica se pueden presentar también como vendajes
medicados o parches discretos adaptados para permanecer en contacto intimo con la epidermis del receptor durante un
periodo prolongado de tiempo. Las formulaciones adecuadas para administracion transdérmica pueden suministrarse
también mediante iontoforesis (paso de una pequena corriente eléctrica para "inyectar" iones eléctricamente cargados
en la piel; también denominada administracion electromotriz del farmaco (EMDA)) a través de la piel.
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[0064] La presente invencion se ilustrara adicionalmente a continuacion mediante la referencia a los siguientes
ejemplos.

EJEMPLOS

La cafeina no es téxica para las células fibroblastos humanos

[0065] Se hace referencia a la figura 1.

Materiales y Métodos

[0066] Se cultivaron células de fibroblastos en DMEM con 4,5 g/L de glucosa, 1% de penicilina y estreptomicina (P/S) y
suero bovino fetal al 10% (FBS) (Sigma). Las células se dividieron en partes alicuotas en placas de 96 pocillos con 1,0 x
10* células por pocillo y se incubaron durante 24 h. Se anadié cafeina (Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 75
uM, 125 uM, 250 uM y 500 uM en DMEM vy las células se incubaron durante 24 h. Para medir |a viabilidad celular, se
afnadio sal de tetrazolio MTS a cada pocillo y se incubo durante 4 h a 37°C en una camara humidificada con 5% de CO2.
La conversién de MTS en formazan soluble (realizada por enzimas deshidrogenasa de las células metabdlicamente
activas) se midi6 mediante absorbancia a 490 nm (CellTiter 96® Aqueous Non-Radioactive Cell Profileration Assay,
Promega). Los datos se transformaron a porcentaje de supervivencia relativa a las células no expuestas a cafeina, que
establecieron el 100% de viabilidad.

La cafeina no se puede unir a expansiones de CUG en experimentos de espectroscopia de polarizacion de
fluorescencia

[0067] Se evalud en experimentos de espectroscopia de polarizacion de fluorescencia en los que la sonda de ARN de
CUG fluorescente (marcado con carboxifluoresceina (6-FAM)) se incubd con concentraciones crecientes de cafeina.
Aungue las moléculas de 6-FAM-ARN no producen fluorescencia en ningln eje de polarizacion particular, la union a una
molécula ralentiza el movimiento de rotacion de la molécula y aumenta los valores de polarizacion.

[0068] Resultados para la cafeina: la cafeina no incrementé los valores de polarizacion de 6-FAM-ARN CUG incluso a
concentraciones dos veces las empleadas con el control positivo pentamidina, lo cual sugiere que |a cafeina era incapaz
de unirse a las repeticiones de CUG vy, por tanto, no puede evitar el secuestro de las proteinas MBNL en los foci
ribonucleares.

[0069] Véase la figura 2.

Materiales y métodos

Ensayos de fluorescencia de polarizacion:

[0070] Se incubé ARN CUG (23 repeticiones de CUG; 68-FAM-CUGz3) marcado con carboxifluoresceina a 6 nM con
cafeina a diferentes concentraciones en tampoén de unién (50 mM Tris-HCI pH 7,0, NaCl 250 mM, 50 uM ZnClz, glicerol
al 10%, 1 mM DTT) en hielo durante 20 min en la oscuridad. La polarizaciéon se midié en una Lector Multimarcaje
EnVision® utilizando como filtro de excitacion FP480 y, como filtro de emisién FP535.

La cafeina aumenta la proteina Muscleblind libre
« Evidencias a partir de Drosophila:

[0071] Anteriormente hemos caracterizado la regulacion transcripcional del gen muscleblind en Drosophila (Bargiela et
al. Two enhancers control transcription of Drosophila muscleblind in the embryonic somatic musculature and in the
central nervous system. 2014 Mar 25;9(3):e93125) e identificado una region genémica reguladora definida capaz de
impulsar la expresion de muscleblind en todos los musculos somaticos (region potenciadora “ME") y un promotor
minimo del ortdlogo de MBNL1 humano (hsaP7). En particular, ME situada en direccién 5" del promotor de MBNL1
enddgeno y del reportero de la proteina verde fluorescente mejorada (eGFP) expresaba eGFP a lo largo de la
musculatura somatica de Drosophila en moscas transgénicas (moscas ME:hsaP1-eGFP).

[0072] Se utilizaron moscas heterocigotas para el constructo ME:hsaP1-eGFP en una busqueda mediante cribado
quimico de compuestos capaces de modificar la expresion del reportero y por lo tanto, potencialmente, la transcripcion
del locus de muscleblind. Se encontrd que la cafeina aumentaba significativamente la expresion del reportero de eGFP.
Por lo tanto, se deduce que la cafeina tiene |la capacidad de aumentar |a transcripcion del gen muscleblind endégeno.
[0073] Vease la figura 3.

Materiales y Métodos

[0074] Las moscas ME:hsaP1-EGFP se cruzaron con yw para obtener descendencia heterocigota. Se utilizaron moscas
heterocigotas de 2 dias de vida para las pruebas in vivo de los compuestos, utilizando moscas yw y homocigotas como
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controles de base y expresion de reportero aumentada, respectivamente. Se disolvieron 25 mg/ml de cafeina (Sigma
Aldrich) en alimento estandar de mosca (concentracion final del diluyente de sacarosa en los alimentos, 10%). Se
utilizaron cinco moscas por tubo en cada prueba y el experimento se llevé a cabo durante 8 horas a 25°C. Las moscas
con el mismo genotipo pero tomando sacarosa al 10% en la comida estandar sirvieron como controles. Se realizaron
tres réplicas biologicas por grupo. Para medir la eGFP, tres moscas se homogeneizaron y se midio la eGFP utilizando
un lector de placas Tecan. La cantidad total de proteina se cuantificd utilizando el kit de ensayo de proteina BCA
(Pierce) y se utilizo para normalizar las mediciones de eGFP.

* La cafeina aumenta la intensidad de expresién de Mbl en los nucleos

[0075] Este parametro mide la intensidad media de la tincién de Mbl por pixel, sélo en pixeles en el interior de los
nucleos, que estan marcadas por DAPI. El aumento de la intensidad Mbl en los nucleos denota un incremento en la
expresion de Mbl.

[0076] Véase la figura 4.

* La cafeina aumenta Mbl agregados focos ribonucleares

[0077] Este parametro mide el nimero de foci ribonucleares contienen Mbl. Un mayor nimero de agregados de Mbl
significa un aumento de la expresion de Mbl. Una disminucién del nimero de Mbl en foci podria significar; (1) un
descenso general de la expresién de Mbl o (2) una disminucion de la captura de Mbl en foci, cuando se acompafia de un
aumento de la intensidad de Mbl en los nticleos.

[0078] Véase figura 5 (A) y 5 (B).

¢ La cafeina aumenta MBNL1 en mioblastos con DM1 humanos

[0079] Para investigar si la cafeina tenia un efecto en los niveles de expresién de MBNL1 en células humanas se
immunodetecté MBNL1 en mioblastos normales y con control de DM1, y en mioblastos con DM1 cultivados en cafeina
125 y 250 uM. A ambas concentraciones, la expresion de MBNL1 aumentoé en el citoplasma y en el nicleo de la célula
en comparacion con los mioblastos con DM1 expuestos solo a DMSO (disolvente de cafeina). El aumento observado de
la expresion de MBNL1 podria originarse de varias maneras: liberacion de foci ribonucleares, aumento de la
transcripcién o una mayor estabilidad de la proteina. Sin embargo, el nimero de foci que contienen MBNL1 en las
células tratadas con cafeina fue cualitativamente mayor que en las células tratadas con DMSQO, lo cual no es consistente
con un modelo de la liberacion de las expansiones de CUG. Por lo tanto, la cafeina aumenta la expresion de MBNL1.
Dado que los niveles de MBNL1 en mioblastos con DM1 son limitantes, un aumento en sus niveles, incluso si aumentan
los foci ribonucleares, es potencialmente terapéutico.

[0080] Véase la figura 6.

[0081] Véase la figura?.

Materiales y Métodos

Condiciones de cultivo celular

[0082] El modelo celular de la enfermedad (proporcionado por el laboratorio de D. Furling, Institute of Myologie, Paris)
consistié en fibroblastos de piel inmortalizados (hnTERT) normales y con DM1 (1300 repeticiones CTG) que expresan
MyoD condicional. Las células de fibroblastos se cultivaron en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con 4,5 g/l
de glucosa, 1% de penicilina y estreptomicina (P/S) y suero bovino fetal al 10% (FBS) (Sigma). Los fibroblastos se
transdiferenciaran en mioblastos mediante la induccion de la expresion de MyoD. Las células se sembraron en medio de
diferenciacion muscular (MDM) preparado con DMEM, 4,5 g/l de glucosa con 1% de P/S, 2% de suero de caballo, 1%
de apo-transferrina (10 mg/ml), 0,1% de insulina (10 mg/ml) y 0,02% de doxiciclina (10 mg/ml) durante 48 h. Para el
andlisis de compuestos, los fibroblastos se dividieron en partes alicuotas en placas de 24 pocillos con 3,5 x 10 células
por pocillo y se diferenciaron como antes. La cafeina (Sigma-Aldrich) se anadié a una concentracién final de 125 uM y
250 uM en medio MDM y las células se incubaron durante 48 h.

Inmunodeteccion de MBNL 1

[0083] Las células se fijaron en paraformaldehido (PFA) al 4% durante 10 min a temperatura ambiente, seguido de
varios lavados en PBS 1x. Las células se permeabilizaron a continuacion con Triton al 0,3% en PBS (PBT), se
bloguearon (PBT al 1% en suero de burro) durante 30 min a temperatura ambiente, y se incubaron con anticuerpo
primario (anti-MBNL1 de ratén 1:500; Sigma) a 4°C durante la noche. Después de varios lavados con PBT, las células
se incubaron durante 45 min con el anticuerpo secundario conjugado con biotina (Sigma) a una dilucién de 1:200. Las
ceélulas se incubaron a continuacion con una solucién de ABC (kit ABC, VECTASTAIN) durante 30 min a temperatura
ambiente, seguido de lavados con PBT y la incubacion con estreptavidina-FITC (1:1000) durante 20 min. Las muestras
se montaron finalmente en Vectashield (Vector) con DAPI 2 ug/ml.

Deteccion de foci
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[0084] Hibridacién in situ con ARN de repeticion CUG. Las células se fijaron en paraformaldehido al 4% (PFA) durante
10 min a temperatura ambiente, seguido de varios lavados en PBS 1x. Las células fijadas se incubaron en tampén de
pre-hibridacion (SSC 2x, 30% de formamida desionizada) durante 10 min a temperatura ambiente, se hibridaron con una
sonda marcada con Cy3-(CAG)--Cy3 diluida 1:100 en tampdn de hibridacion (formamida al 40%, 2x SSC, BSA al 0,2%,
sulfato de dextrano al 10%, 2 mM de complejo de vanadilo, 10% de tRNA (10 mg/ml), esperma de arenque al 10%)
durante 2 horas a 37°C, se lavaron dos veces en tampoén de prehibridacién durante 15 min a 45°C, se lavaron en PBS
1x durante 15 min a temperatura ambiente y se montaron en Vectashield (Vector) con DAPI 2 ug/ml. Las imagenes
fueron tomadas usando un microscopio de fluorescencia Leica DM2500 y los foci se contaron manuaimente a partir de
al menos 50 células por compuesto.

[0085] Véase la figura 7.

La cafeina mejora el movimiento de los musculos de la pierna en Drosophila

[0086] Estudio funcional in vivo: Ensayo de Escalada

[0087] Para evaluar |a velocidad de escalada, después de emerger, las moscas se transfirieron a tubos con cafeina 1,72
mM o el disolvente DMSO 1% en medios nutritivo estéandar. Grupos de diez varones de 5 dias de edad se transfirieron a
viales de 1,5 cm de didmetro y 25 cm de altura, después de un periodo de 24 horas sin anestesia. La altura alcanzada
desde la parte inferior del vial por cada vuelo en un periodo de 10 s se grabé con una camara. Para cada genotipo, se
probaron aproximadamente 30 moscas. Los resultados muestran la velocidad media en mm / s. Se utilizé una prueba t
para evaluar la diferencia estadistica entre los dos grupos de moscas, alimentados con o sin compuesto.

[0088] Se hace referencia a la figura 8.

[0089] Aqui mostramos el sorprendente hallazgo de que la cafeina promueve mayores niveles de MBNL1 en mioblastos
DM1 humanos (Fig. 4) y estimula la expresion de un reportero del gen homélogo de Drosophila melanogaster en
animales transgénicos (Fig.3). Ademas, la cafeina no se uen a repeticiones CUG de ARN de acuerdo con ensayos de
espectroscopia de polarizacion (Fig. 2), aumenta el nimero medio de foci por mioblastos en un modelo celular de la
enfermedad (Fig. 6) y aumenta Mbl tanto en los nucleos (Fig. 4) como en los foci ribonucleares (Fig. 5). Las pruebas
funcionales permiten la evaluacién de rescate atrofia muscular alcanzado por el compuesto. La mejora de los resultados
en estas pruebas requieren aumento de la masa muscular, fuerza y coordinacién. En el caso de la cafeina, a 1,72 mM
este compuesto era capaz de rescatar la escalada (Fig. 8). Por ultimo, la cafeina es particularmente bien tolerada por
los fibroblastos humanos en condiciones de cultivo celular (Fig. 1).

[0090] Tomados en conjunto, estos datos son consistentes con que la cafeina es capaz de promover la expresion de
MBNL1 en células humanas, en lugar de liberar MBNL1 de foci de CUG, tal como se describié anteriormente para otras
moléculas pequenas. Debido a que existe una amplia evidencia de que la actividad MBNL1 es limitante en las
enfermedades DM1 y DM2 debido al secuestro por CUG y las expansiones de la repeticion de CCUG, que las
estrategias destinadas a aumentar la cantidad de MBNL1 libre son terapéuticas en modelos celulares y animales de
experimentacion, y que la sobreexpresion de MBNL1 esta bien tolerada en el musculo esquelético y es compatible con
la vida, se propone que la cafeina se pueda utilizar para el tratamiento de DM1 y DM2 en los pacientes.

Composiciones que comprenden cafeina y al menos una xantina o derivados de los mismos no son téxicos
para las células de fibroblastos humanos

[0091] Para evaluar la toxicidad de compuestos en células de cultivo, se anadieron diferentes concentraciones de
compuestos (de 0,1 a 100 microM) a los medios estandar en fibroblastos de DM1 y se estudié la supervivencia
utilizando el protocolo de ensayo de proliferacion celular acuoso no radioactivo CellTiter 96; ensayo colorimétrico que
determina células viables.

[0092] Dado que el porcentaje de supervivencia fue siempre por encima de 50% en comparacion con células no
tratadas y por encima de 75% en comparaciéon con células tratadas con DMSO, se continuaron usando todas las
concentraciones en los siguientes ensayos de actividad, ya que su toxicidad era muy baja. Por lo tanto, tomado en su
conjunto la cafeina y sus composiciones que comprenden al menos una xantina no son toxicos para los fibroblastos
humanos.

[0093] Veéase figura 1y figura 9.

Las composiciones que comprenden cafeina y al menos una xantina o derivado de las mismas aumentan
MBNL1 en mioblastos humanos de DM1

[0094] Para investigar si las composiciones que comprenden cafeina y al menos una xantina tenian un efecto en los
niveles de expresion de MBNL1 en células humanas, se inmunodetecté MBNL1 en mioblastos normales y en mioblastos
control de DM1, y en mioblastos de DM1 cultivados en un rango de combinaciones que comprenden cafeina (véase la
Tabla 1). La expresion de MBNL1 aumenta en el citoplasma y en el nicleo de la célula en comparacion con los
mioblastos de DM1 expuestos solamente a DMSO (utilizado como disolvente y control negativo).
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Tabla 1
Muestra | Componente 1 Componente 2 Componente 3 Pr:: ?::;3;6"
1 Cafeina Teofilina - 2:1
2 Cafeina Teofilina - 14
3 Cafeina Teofilina - 1:2
4 Cafeina Teobromina - 2:1
5 Cafeina Teobromina - 1:1
6 Cafeina Teobromina - 1:2
7 Cafeina Aminofilina - 2:1
8 Cafeina Aminofilina - 1:4
9 Cafeina Aminofilina - 1:2
10 Cafeina Teofilina Teobromina 13121
11 Cafeina Teofilina Teobromina 2:1:2
12 Cafeina Teofilina Teobromina 1:1:2
1 Cafeina 1,7-Dimetilxantina - 11
3 Cafeina 1,7-Dimetilxantina - 1:2
14 Cafeina 1,7-Dimetilxantina - 2:1
15 Cafeina 3-Isobutil-1-metilxantina - 1:1
16 Cafeina 3-Isobutil-1-metilxantina . 1:2
18 Cafeina 3-Isobutil-1-metilxantina - 2:1
19 Cafeina 3-Metilxantina - 1
20 Cafeina 3-Metilxantina - 1.2
21 Cafeina 3-Metilxantina - 2:1
22 Cafeina 3-Etil-1-propilxantina - 1:1
23 Cafeina 3-Etil-1-propilxantina - 1:2
24 Cafeina 3-Etil-1-propilxantina - 211
25 Cafeina 1,7-Dimetilxantina 3-Isobutil-1-metilxantina 1:1
26 Cafeina 1,7-Dimetilxantina 3-Isobutil-1-metilxantina 2:1:2
27 Cafeina 1,7-Dimetilxantina 3-Isobutil-1-metilxantina 1:4:2
28 Cafeina 3-Isobutil-1-metilxantina 3-Metilxantina 1:1:1
28 Cafeina 3-Isobutil-1-metilxantina 3-Metilxantina 2:1:2
30 Cafeina 3-Isobutil-1-metilxantina 3-Metilxantina 11:2
31 Cafeina 3-Isobutil-1-metilxantina 3-Etil-1-propilxantina 1:1:1
32 Cafeina 3-Isobutil-1-metilxantina 3-Etil-1-propilxantina 2:1:2
33 Cafelna 3-Isobutil-1-metilxantina 3-Etil-1-propilxantina 1:1:2
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REIVINDICACIONES

o) Chy
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CH;
para utilizar en la reduccién de la severidad de los sintomas de la distrofia miotonica tipo 1 o tipo 2 en un sujeto que
sufre de distrofia miotonica tipo 1 o tipo 2 mediante el aumento de la cantidad de proteina libre MBNL, dichos sintomas

incluyen aquellos que afectan al corazén, sistema nervioso central, musculatura lisa, sistema hormonal, sistema
inmunolégico, la vision, el sistema reproductivo y la piel.

1. Compuesto que es cafeina

2. Compuesto para utilizar, segln la reivindicacion 1, que estd en forma de tautdomero, solvato, hidrato, o una sal
farmaceuticamente aceptable del mismo.

3. Compuesto para utilizar, segun la reivindicacién 1 o 2, que esta incluido en una composicion.
4. Compuesto para utilizar, segun la reivindicaciéon 3, donde dicha composicion ademas comprendre al menos una
xantina o un derivado de la misma, en la que dicho derivado se selecciona del grupo que consiste en teofilina,

teobromina, aminofilina, hipoxantina, 1,7-dimetilxantina, 3-isobutil-1-metilxantina, 3-metilxantina, 3-etil-1-propilxantina, 3-
alil-1-etil-8-hidroxixantina, 3,8-dimetil-2-tioxantina, 1-etil-3-isobutilxantina,
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5. Compuesto para utilizar, segln la reivindicaciéon 4, donde dicho compuesto es teofilina, teobromina, aminofilina,
hipoxantina, 1,7-dimetilxantina, 3-isobutil-1-metilxantina, 3-etil-1-propilxantina o 3-alil-1-etil-8-hidroxixantina.

6. Compuesto para utilizar, segln cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, que se formula como una composicion
farmacéutica, alimento, ingrediente alimenticio o suplemento alimenticio, composicion nutracéutica, aditivo para un
producto natural o esta presente en el extracto de un producto natural.

7. Compuesto para utilizar, segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en la que dicha composicion esta en forma
de un solido o liquido.

8. Compuesto para utilizar, segln cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, en la que dicha composicién esta presente
en un producto lacteo, una bebida o cereales.

9. Compuesto para utilizar, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que se administran por via oral, rectal,
nasal, topica, vaginal, parenteral, transdérmica, intraperitoneal, intrapulmonar e intranasal.
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Figura 1
Cafeina
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Figura 2
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Figura 5
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Figura 6

Figura 7
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Figura 8

Ensayo de escalada
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