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DESCRIPCION

Uso de al menos un inhibidor del receptor p75NTR, solo o en asociacion con al menos un activador del receptor TrkA,
o de al menos un activador del receptor TrkA, para el tratamiento de enfermedades inflamatorias cronicas

La presente invencion se refiere al uso de al menos un inhibidor del receptor p75NTR, solo o en asociacion con al
menos un activador del receptor TrkA, o al menos un activador del receptor TrkA, para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias crénicas. En particular, la invencion se refiere al uso de inhibidores (antagonistas) del receptor p75NTR
y/o de activadores (agonistas) del receptor TrkA, como, por ejemplo, el NGF, para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias cronicas de origen autoinmunitario o autoinflamatorio como, por ejemplo, artritis reumatoide, artritis
idiopatica juvenil, enfermedad de Crohn, psoriasis, esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico.

Las enfermedades inflamatorias crénicas son un grupo de enfermedades caracterizadas por una inflamacién crénica
gue conduce a dafios en los tejidos y pérdida de la funcién del tejido diana. Las causas de estas enfermedades no se
conocen en detalle. Las terapias actuales se basan en el uso de farmacos antiinflamatorios no esteroideos, farmacos
basados en cortisona e inmunosupresores. Los tratamientos son eficaces solo para un bajo porcentaje de pacientes y
estan cargados de efectos secundarios. Mas recientemente, la introduccion de algunos farmacos biologicos ha
mejorado los porcentajes de respuesta. Sin embargo, es evidente que un porcentaje notable de pacientes que padecen
enfermedades inflamatorias crénicas no muestra una respuesta clinica satisfactoria y también estos farmacos estan
cargados de efectos secundarios tanto a corto como a largo plazo.

A la luz de lo anterior, por lo tanto, es evidente la necesidad de proporcionar nuevas terapias para el tratamiento y la
prevencién de enfermedades inflamatorias crénicas adecuadas para superar las desventajas de la técnica conocida.

Durante los ultimos afios se informan muchos datos que demuestran el papel de los receptores tipo Toll (TLR, de sus
siglas in inglés) en la aparicion de enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias. La regulacién incorrecta de las vias
de sefalizacion asociadas a receptores tipo Toll da como resultado un aumento de la sintesis de citocinas y
quimiocinas inflamatorias que, en asociacion con alteraciones en los mecanismos antiinflamatorios endogenos, da
lugar a un proceso inflamatorio crénico (1). Entre las células que muestran un papel clave en el proceso inflamatorio
hay monocitos que expresan TLR en la membrana y que, debido a estos receptores, son adecuados para reconocer
"sefiales de peligro" exégenas (patdégenas) y enddgenas y activar las vias de sefializacion intracelulares que regulan
la sintesis de citocinas inflamatorias. El tipo y la cantidad de citocinas liberadas por los monocitos como resultado de
la "sefial de peligro" reconocida por los TLR determinan la calidad de la respuesta, lo que afecta la migracion, la
diferenciacion y el estado funcional de las células inmunitarias naturales, y regulan la presentacion del antigeno y el
linfocito T indiferenciado diferenciando el destino en varios linajes efectores o reguladores.

Por lo tanto, tanto la regulacién de la sintesis como el tipo de citocinas liberadas como respuesta a un estimulo
inflamatorio representan un mecanismo clave en la inflamacién que, si no se controla de manera oportuna, da como
resultado dafio tisular y el inicio de patologias inflamatorias crénicas.

Entre los factores liberados en el sitio de la inflamacion durante la respuesta inflamatoria existe el factor de crecimiento
nervioso (NGF, de sus siglas en inglés). La produccion basal del NGF que se produce en tejidos humanos aumenta
considerablemente en los tejidos inflamados como resultado de diversas enfermedades inflamatorias crénicas y/o
autoinmunitarias: las concentraciones elevadas del NGF parecen estar correlacionadas con el grado de inflamacion y
la actividad clinica en pacientes con enfermedades crénicas inflamatorias como, por ejemplo, esclerosis mdltiple (MS,
de sus siglas en inglés), artritis reumatoide (RA, de sus siglas en inglés), lupus eritematoso sistémico (SLE, de sus
siglas en inglés), enfermedad de Crohn (CD, de sus siglas en inglés), colitis, psoriasis, dermatitis atépica (para una
revision reciente véase la ref. 2).

El aumento local del NGF parece estar correlacionado con la aparicidn de citocinas inflamatorias. Estudios in vitro han
demostrado que las citocinas inflamatorias como Interleucina-1 8 (IL-1B), Interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a), inducen la sintesis del NGF en varios tipos de células como sinoviocitos, fibroblastos, células
endoteliales y gliales. También las células inmunitarias involucradas en la inmunidad natural tienen una sintesis basal
del NGF que aumenta después de la estimulacidn con citocinas o antigenos especificos (2). Estos datos, obtenidos
en su mayoria in vitro, demuestran que la induccion de la sintesis del NGF podria ser correlacionable con el grado del
fendmeno inflamatorio y ha conducido a la hipotesis de una actividad proinflamatoria de dicha neurotrofina.

Esta interpretacion aparentemente contrasta con la referencia a experimentos in vivo que demuestran que, para
enfermedades inflamatorias en modelos animales, la administracion exégena del NGF, después de la induccion de la
enfermedad, reduce la aparicion y la gravedad de los sintomas clinicos, asi como la inflamacién tisular en modelos
animales para esclerosis multiple, colitis e irradiacion UV.

La administracion intraventricular del NGF exégeno, una semana después de la induccion de la encefalomielitis
autoinmunitaria (EAE) retrasa la aparicion de la enfermedad en monos tities, reduciendo el nUmero y la gravedad de
las lesiones. En el cerebro de los animales tratados con el NGF, el nimero y el tamafio de los infiltrados inflamatorios
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se reducen, la desmielinizacién es minima, la produccién de IFN-y disminuye mientras que la de IL-10 aumenta (3).
Este efecto del NGF en la respuesta inflamatoria para EAE también se ha observado en modelos murinos obtenidos
con varios métodos para la induccién de la enfermedad y en donde las inyecciones intraperitoneales del NGF retrasan
la aparicién de la enfermedad, disminuyen los sintomas clinicos y aumentan la supervivencia de los animales (4,5).
Como una confirmacién ulterior de estos resultados, la neutralizacion del NGF obtenido con el tratamiento con
anticuerpos anti-NGF agrava los sintomas de EAE y aumenta el nimero de lesiones inflamatorias cerebrales (6).

La posibilidad de que el NGF pueda estar involucrado en la via antiinflamatoria in vivo también esta respaldada por
estudios en modelos murinos de inflamacién aguda como colitis inducida por acido trinitrobenceno sulfénico (TNBS) e
irradiacion de la piel utilizando UVB. Para la epidermis del raton, la radiacion UVB da como resultado un aumento del
NGF que alcanza el valor maximo después de 12 horas (7). Si el NGF enddgeno se neutraliza con anti-NGF, se induce
una respuesta de hipersensibilidad de contacto (respuestas de hipersensibilidad de contacto-CHS) que, por el
contrario, normalmente es inhibida por UVB. De manera similar, la administracion del NGF en ratones normales antes
del tratamiento de la piel con trinitroclorobenceno inhibe la respuesta CHS (8).

Se obtienen resultados similares en modelos de colitis en donde se muestra que la sintesis del NGF se mantiene
elevada hasta que la respuesta inflamatoria (9) no disminuye. La privacion del NGF, obtenida en estos modelos con
anticuerpos anti-NGF, empeora significativamente el fenémeno inflamatorio, que determina un empeoramiento de los
sintomas clinicos, un aumento del nimero de lesiones inflamatorias caracterizadas ademas por un infiltrado mas
grande de células inflamatorias (10).

En estos modelos de inflamacién aguda, la presencia del NGF, producida durante la respuesta inflamatoria, parece
ser necesaria para que la capacidad del organismo de controlar la respuesta inflamatoria se regule y los mecanismos
antiinflamatorios que limitan el dafio tisular se activen.

El mecanismo de accién del NGF y los efectos del bloqueo del receptor de NGF en las neuronas sensoriales periféricas
estan suficientemente caracterizados. De hecho, la neutralizacion del NGF con anticuerpos anti-NGF o el bloqueo del
receptor TrkA se han sugerido como posibles tratamientos farmacolédgicos para el tratamiento del dolor de origen
diverso. Por el contrario, se desconoce cudles son los mecanismos antiinflamatorios modulados por el NGF, de qué
manera esta neurotrofina actda para su regulacién, las razones que conducen a la produccion del NGF durante la
respuesta inflamatoria y el papel fisiolégico de la misma, es decir, es completamente desconocido cuales son los
efectos de la inhibicion del receptor del NGF en las células inmunitarias implicadas en la respuesta inflamatoria. De
hecho, ademas de las razones desconocidas por las cuales la produccion del NGF aumenta durante la inflamacion y
los mecanismos celulares y moleculares regulados por el NGF durante la respuesta inflamatoria, se desconoce si la
expresion de TrkA y p75NTR estd modulada durante la inflamacion y cuéles son las vias de sefializacion activadas
por estos dos receptores.

Las sefiales intracelulares de TrkA y p75NTR se han investigado casi exclusivamente en células neuronales. En las
células neuronales, la actividad del NGF esta mediada por la unién del mismo a dos receptores de membrana: TrkA'y
p75NTR. TrkA es una tirosina cinasa transmembrana de 140 kD que se fosforila en los restos de tirosina cuando se
une al NGF. Las principales vias de sefializacion intracelular activadas por TrkA son Ras, fosfatidilinositol-3-cinasa
(PI3-cinasa), fosfolipasa C-y1 (PLC-y1) y sus efectores posteriores, incluida la estimulacion a través de Ras de la
cascada de la proteina cinasa activada por mitdgenos (MAP), la estimulacién de la PI13-cinasa dependiente de Akt y
la formacién de IP-3 y diacil-glicerol inducida por PLC-y1, que, a su vez, determinan la movilizaciéon del calcio
intracelular (11). El otro receptor del NGF, p75NTR, es una glucoproteina de 75 kD que pertenece a la familia de los
receptores del TNF. Contrariamente a TrkA, p75NTR no tiene subunidades cataliticas intracelulares pero se une a
adaptadores como sortilin, NOGO, RhoGDI, Traf6, etc., activando asi las vias de sefalizacion intracelular. Entre las
vias de sefializacion activadas por p75NTR se encuentran: la cascada de sefializacion activada por la cinasa c-Jun,
la activacion de NF-kb (JNK), la activacion de la esfingomielinasa, la formacion de ceramida y la activacion de RhoA
(11). Las vias de sefializacion intracelulares activadas por el NGF a través de sus receptores se han estudiado
principalmente en células neuronales y hay muy pocos datos disponibles sobre cuales son las vias de sefializacion
activadas por TrkA y p75NTR. La mayoria de las células inmunitarias expresan TrkA (2) mientras que las dendriticas
parecen expresar principalmente p75NTR (12,13). La expresion de TrkA estd finamente regulada dentro de los
linfocitos y monocitos y aumenta después de la estimulacion con un estimulo inflamatorio (2). Los estudios realizados
en linfocitos han demostrado que la unién de NGF y TrkA induce la activacion de la ruta de la MAP-cinasa (14). Por
otro lado, hasta ahora no se sabe qué vias de sefializacion se activan por el NGF a través de TrkA y p75NTR en las
células inmunitarias y de qué manera la activacion de las mismas afecta la actividad de las células inmunitarias.

De hecho, esta informacion es importante para comprender los mecanismos a través de los cuales el NGF regula la
respuesta inflamatoria.

Hasta ahora, la mayoria de las actividades biolégicas del NGF descritas se consideran inducidas mediante la activacion
de TrkAy las vias de sefializacidén asociadas que regulan la activacion o inactivacion de los genes controlados por el
NGF. Hasta hace unos afos, se pensaba que la funcion de p75NTR, que es una proteina prototipo de la superfamilia
del receptor del TNF, era hacer una unidon mas especifica del NGF a TrkA y aumentar la afinidad del mismo, creando
receptores heterodiméricos de alta afinidad, es decir, p75NTR-TrkA. Por el contrario, estudios recientes con analisis
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bioquimicos estructurales han demostrado que TrkA y p75-NTR forman homodimeros y no heterodimeros con NGF
(15), por lo que la hip6tesis emergente es que las mismas son vias de sefializacion activadas independientemente
mediante la unién de NGF con cada uno de los dos receptores para convergir posteriormente y a través de moléculas
adaptadoras (16). La actividad biolégica del NGF depende, por lo tanto, de una convergencia de sefiales activadas
por cada receptor en lugar de interacciones directas de los dos receptores a nivel de la superficie extracelular.

Se sabe que en las neuronas TrkA y p75NTR controlan varias vias de sefializacion que conducen a diferentes
respuestas intracelulares. Por ejemplo, en el sistema nervioso durante el desarrollo, el NGF puede actuar como factor
trofico y apoptético dependiendo de la prevalencia de las vias de sefializacién activadas por TrkA (supervivencia) o
p75NTR (apoptosis). No hay muchos estudios fuera del sistema nervioso que demuestren las diferentes respuestas
qgue el NGF puede provocar a través de la estimulacion selectiva de uno u otro receptor y esta informacién esta
completamente ausente para las células inmunitarias y particularmente para los monocitos que desempefian un papel
clave en la inflamacion. El Unico estudio en donde se asume un papel particular para p75NTR es Micera et al., 2007,
en donde se demuestra que en los fibroblastos (células conectivas, no inmunitarias, de tejido), obtenidos de la
conjuntiva de pacientes alérgicos con queratoconjuntivitis, el bloqueo de p75NTR da como resultado un aumento de
la secrecién de proteinas del tejido conectivo (17).

Ademas, el estudio realizado por Barthel et al., 2009 muestra que tanto TrkA como p75NTR se expresan en exceso
en tejidos inflamados (39). Sin embargo, como TrkA y p75NTR se modulan durante la respuesta inflamatoria, las vias
de sefalizacién activadas y como estas pueden interferir con la activacion de TLR y la sintesis de citocinas
inflamatorias es toda informacién actualmente desconocida.

Contrariamente a la hipétesis prevaleciente de acuerdo con la cual el NGF es un factor inflamatorio, los inventores de
la presente invencion han basado sus estudios en consideraciones diametralmente opuestas. De hecho, los inventores
han asumido que el aumento de la sintesis del NGF, que caracteriza los sitios de inflamacion de los modelos animales
para la inflamacion aguda y los pacientes con inflamacion crénica o enfermedades autoinmunitarias, es un mecanismo
enddgeno activado para modular la respuesta inflamatoria y limitar los dafios en los tejidos. La hip6tesis de trabajo ha
sido, por lo tanto, que la expresion relativa de los dos receptores del NGF es el factor critico que determina el efecto
final del NGF en la respuesta inflamatoria. Como actualmente se conoce solo para las células nerviosas (11) y los
fibroblastos (17), dos receptores del NGF, es decir, TrkA y p75NTR, pueden regular diferentes vias de sefializacion y
dar lugar a efectos del NGF aparentemente opuestos (es decir, supervivencia/apoptosis). El objetivo general del
presente estudio ha sido, por lo tanto, adquirir nueva informacion sobre el papel del NGF y los receptores TrkA y
p75NTR en la inflamacién y como la inhibicién de cualquiera de los receptores puede modular la respuesta inflamatoria.

Los inventores de la presente invencion han encontrado ahora, por medio de estudios en monocitos humanos, que la
union del NGF a TrkA y p75NTR se activa independientemente entre si por vias de sefializacion y es adecuada para
modular las sefiales intracelulares de los TLR activados por estimulos inflamatorios, controlando, de hecho, la
produccién de citocinas inflamatorias. Los datos demuestran por primera vez que el NGF puede actuar en la misma
célula de maneras opuestas, dependiendo de la prevalencia de uno de los dos receptores. En particular, los inventores,
mediante estudios en monocitos, han demostrado que:

- el receptor TrkA tiene un papel antiinflamatorio;
- el receptor p75NTR tiene un papel proinflamatorio.

Los datos demuestran, ademas, que en pacientes afectados por artritis reumatoide o artritis idiopatica juvenil,
enfermedades inflamatorias crénicas tipicas, existe una relacion andmala de p75NTR/TrkA, siendo p75NTR mayor
favoreciendo asi la sefial proinflamatoria del NGF mediada por p75NTR. Dicha nueva informacion obtenida por
estudios sobre las vias intracelulares activadas por la unién del NGF a TrkA y p75NTR, sobre los efectos de la
activacion de cualquiera de los receptores del NGF, activacion de TLR y sintesis de citocinas permitio identificar al
receptor p75NTR como una nueva diana para la terapia de enfermedades inflamatorias crénicas.

Los datos obtenidos in vitro utilizando monocitos humanos y las condiciones de cultivo que modulan la expresion de
los receptores TrkA y p75NTR cambiando su relacion relativa, junto con el uso de anticuerpos neutralizantes,
inhibidores farmacolégicos p75NTR y algunos intermedios intracelulares, permitieron demostrar por primera vez que:

a) TrkA y p75NTR controlan diferentes vias intracelulares;

b) el NGF actlia a través de sus receptores para regular las vias de sefializacion activadas mediante TLR y modular
la sintesis de citocinas en los monocitos que son células que muestran un papel clave en la inflamacion y el vinculo
critico entre la inmunidad natural y la adaptativa;

c) el bloqueo de un receptor de hecho refuerza la actividad del NGF a través del otro receptor y, dado que las vias
de sefializacion controladas son diferentes para dichos dos receptores, la actividad del NGF en la sintesis de
citocinas resulta diametralmente opuesta;

d) la actividad del NGF mediado por p75 es proinflamatoria y el bloqueo de p75NTR con anticuerpos neutralizantes
o inhibidores farmacol6gicos da como resultado una reduccion de las citocinas inflamatorias y la prevalencia de
las vias antiinflamatorias que, por el contrario, estan moduladas por TrkA;
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e) las células mononucleadas de pacientes con artritis reumatoide (RA) y artritis idiopatica juvenil (JIA, de sus
siglas en inglés) tienen una relacion de expresién p75NTR/TrkA invertida que las células de individuos sanos, con
prevalencia de p75NTR en pacientes con inflamacion crénica, mientras que normalmente el principal receptor
expresado en sujetos sanos es TrkA;

f) los sinoviocitos de pacientes con RA mantienen esta mayor expresion de p75NTR asociada con una produccién
espontanea de citocinas inflamatorias que se reduce por la inhibicion del receptor p75NTR.

En conclusion, los datos existentes han sefialado un nuevo mecanismo patégeno que muestra una expresion anormal
de p75NTR en pacientes con inflamacién crénica que, asociado al aumento de la produccién del NGF, da como
resultado un desequilibrio de vias pro y antiinflamatorias (18) normalmente activadas durante la respuesta inflamatoria.
La mayor activacién de p75NTR determina una mejora de las vias de sefializacién proinflamatorias activadas por los
TLR (es decir, NF-kb) y una mayor produccién de citocinas inflamatorias. Por el contrario, en condiciones normales,
NGF sefializa a través de p75NTR, pero sobre todo a través de TrkA, cuya expresion es inducida enormemente por
los estimulos inflamatorios en células mononucleadas de sujetos sanos. Esta expresion alterada de p75NTR en
pacientes con inflamacién crénica podria contribuir a la regulacion incorrecta de las vias de sefializacién unidas a los
receptores tipo Toll, lo que da como resultado un aumento de la sintesis de citocinas y quimiocinas inflamatorias que,
en asociacién con alteraciones en mecanismos antiinflamatorios endégenos, podrian, por lo tanto, contribuir a la
inflamacién cronica.

La identificacion de este nuevo mecanismo patégeno y los datos obtenidos sobre los efectos de la inhibicién de
p75NTR en la produccién de citocinas inflamatorias en modelos in vitro y experimentos ex vivo sugieren que p75NTR
es una nueva diana terapéutica en la inflamacion crénica.

A la luz de los resultados descritos en el presente documento, los inhibidores (antagonistas) del receptor p75NTR y
los activadores (agonistas) del receptor TrkA representan moléculas Utiles para modular la respuesta inflamatoria en
enfermedades inflamatorias cronicas en donde la relacion receptor TrkA/p75 esta alterada.

Hasta ahora, los agonistas y antagonistas de los receptores del NGF estan concebidos para regular alteraciones
neuronales (terapia del dolor, neuropatias y similares) o la supervivencia de las neuronas (enfermedad de Alzheimer)
basandose en mecanismos conocidos y bien descritos que implican al NGF dentro de las neuronas. El articulo de
Petersen et al., 1998, por ejemplo, se refiere a un estudio in vitro realizado sobre neuronas sensoriales y sugiere un
papel del NGF en la activacién del dolor a través del receptor p75NTR. En particular, se trata de un estudio in vitro que
muestra que el NGF aumenta la expresion de los sitios de unién a la bradicinina en las neuronas a través de p75NTR,
siendo la bradicinina una de las sustancias enddégenas mas poderosas que producen dolor que se libera después de
una lesion tisular. Los autores prevén que la interferencia con los mecanismos de sefializacion NGF-p75NTR puede
revelar nuevas estrategias de tratamiento para los estados de dolor inflamatorio crénico.

Actualmente, dos anticuerpos monoclonales, NGF o TrkA, respectivamente neutralizantes, se encuentran en la
experimentacion clinica inicial para la terapia del dolor en neuropatias.

Ademas, en la literatura cientifica se describen algunos compuestos sintetizados y utilizados para inhibir la union de
NGF y p75NTR o TrkA en experimentos in vivo e in vitro (19-37). El uso de los mismos se concreta en enfermedades
neurodegenerativas. Actualmente se han descrito los siguientes compuestos:

- Anticuerpos monoclonales neutralizantes y anticuerpos quimeéricos o receptores solubles, como los ya utilizados
en experimentos llevados a cabo en el laboratorio y como el anticuerpo monoclonal humanizado MNAC13 contra
TrkA, ahora BXL1H5 (Bioxell); anticuerpo monoclonal que bloquea la unién de NGF-TrkA, tanezumab,
anteriormente conocido como RN624 (Pfizer); receptor soluble TrkAD5 (dominio de unién de TrkA-NGF soluble,
conocido anteriormente como REN 1820); anticuerpo monoclonal 5C3 TrkA agonista (37); anticuerpo monoclonal
neutralizante anti-p75NTR MEZ20.4; anticuerpos monoclonales MLR-1, MLR2, MLR3 que neutralizan p75NTR;
anticuerpo anti-p75NTR humano clon HB-8737, anticuerpo policlonal neutralizante anti-p75NTR (REX).

- compuestos monoméricos y diméricos ciclicos analogos a NGF que se unen a p75NTR, como NGF C30-35, o que
se unen a TrkA, como NGF C92-97, evitando la unién de NGF (19-23) o actuando como agonistas de TrkA como
D3 (25) o NGF recombinante mutado como NGF KKE/7-84-103 (26,27).

- el compuesto PD90780 que se une al NGF impidiendo la unién del mismo a p75NTR influyendo parcialmente
también en la unién con TrkA (28-30); amida gambdgica, molécula pequefia que imita la actividad del NGF y
representa un nuevo agonista de TrkA selectivo (31).

- los compuestos que pertenecen a la familia LM11A y entre estos LM11A-24 y LM11A-31 procedentes de la cafeina
y la isoleucina, respectivamente. Dichos compuestos consisten en moléculas pequefias no peptidicas que se unen
a p75NTR en el sitio de union especifico a NGF, inhibiendo selectivamente la capacidad de p75NTR para unirse a
NGF pero sin interferir de ninguna manera en la union de NGF y TrkA (33-36);

- moléculas no peptidicas de bajo peso molecular que comprenden 3-aza-biciclo [3,2,1] octano y derivados
monomeéricos y diméricos del mismo que se unen a TrkA pero no a p75NTR y que actian como agonistas de la
neurotrofina humana (Patente de Estados Unidos 7625892).
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Los datos informados anteriormente demuestran que los antagonistas de p75NTR, que son anticuerpos monoclonales
neutralizantes, quimeras o antagonistas como moléculas no peptidicas LM11A, solos o en asociacion con el NGF o
agonistas de TrkA, activan las vias intracelulares que inhiben la respuesta inflamatoria, lo que da como resultado una
reduccion de la produccion de citocinas inflamatorias y un aumento de la produccion de citocinas antiinflamatorias.

Se han obtenido resultados superpuestos mediante el bloqueo de p75NTR con varias sustancias utilizando diferentes
mecanismos de inhibicion:

a) anticuerpos neutralizantes, que a través de la union al receptor evitan la unién de NGF y p75NTR pero no
interfieren con la unién de NGF y TrkA

b) receptor p75NTR soluble (molécula recombinante quimérica que consiste en una secuencia de aminoacidos de
la region extracelular del receptor p75NTR humano fusionada a una regién Fc de una IgG humana) que se une al
sitio de unién especifico del NGF que reconoce el NGF de origen soluble con p75NTR que es diferente al TrkA.
c) moléculas del tipo LM11A-24 LM11A-28, LM11A-31, procedentes de la cafeina o isoleucina que son moléculas
no peptidilicas, miméticas del dominio del bucle 1 de la neurotrofina y, por lo tanto, ocupan el sitio de unién del
NGF a p75NTR evitando que el NGF interactiie con p75NTR que se une, por lo tanto, solo a TrkA.

Independientemente del tipo de inhibicion utilizada, los efectos del bloqueo de p75NTR, como se ilustra a continuacion,
dan como resultado siempre una reduccion de la sintesis de citocinas inflamatorias y un aumento de las citocinas
antiinflamatorias, y demuestran de manera inequivoca el potencial terapéutico del bloqueo de p75NTR.

Por lo tanto, es un objeto especifico de la presente invencién un compuesto (0 mas compuestos) seleccionado de
inhibidores del receptor p75NTR (0 antagonistas), solo 0 en asociacion con al menos un compuesto seleccionado de
activadores del receptor TrkA (o agonistas), 0 un compuesto seleccionado de activadores del receptor TrkA, para su
uso en el tratamiento antiinflamatorio de enfermedades inflamatorias crénicas de origen autoinflamatorio o
autoinmunitario, con exclusion de enfermedades de origen alérgico, en pacientes en los que la relacion de expresion
receptor TrkA/receptor p75NTR es inferior a 1 en tejidos inflamados o células de fluidos biolégicos; en donde los
compuestos inhibidores (antagonistas) del receptor p75NTR se pueden seleccionar del grupo que consiste en
anticuerpos policlonales y monoclonales, monoespecificos o biespecificos, de unidn a p75NTR, moléculas quiméricas
cuya estructura incluye p75NTR soluble, compuestos anélogos a NGF ciclicos monoméricos y diméricos de union a
p75NTR y en los que los activadores (agonistas) del receptor TrkA se pueden seleccionar del grupo que consiste en
anticuerpos policlonales y monoclonales de union a TrkA como el anticuerpo monoclonal 5C3 (49), compuestos
analogos a NGF ciclicos monoméricos y diméricos como NGF C92-97 o NGF recombinante mutado, por ejemplo,
bucle 1 mutado y, por lo tanto, no se une al receptor p75NTR, como NGFKE/7-84-103, péptido D3, amida gambdgica
y derivados de 3-aza-biciclo [3,2,1] octano (Documento US 7.625.892).

Los anticuerpos monoclonales de unién a p75NTR se pueden seleccionar del grupo que consiste en el anticuerpo
neutralizante monoclonal anti receptor p75 del factor de crecimiento nervioso humano, clon ME20.4 de Chemicon;
anticuerpos monoclonales MLR-1, MLR2, MLR3, anticuerpo anti-p75NTR humano clon HB-8737 (ATCC). El receptor
p75NTR soluble, que es una molécula quimérica que consiste en una secuencia de aminoacidos de la region
extracelular del receptor p75NTR humano fusionada con la regiéon Fc de una IgG humana, puede ser, por ejemplo,
quimera recombinante NGFR/TNFRSF16/Fc humana de R&D Systems.

El anticuerpo policlonal de unién a p75NTR puede ser, por ejemplo, un anticuerpo policlonal neutralizante anti-p75NTR
(REX) o anticuerpos policlonales de conejo 9651 y 9650 que reconocen el dominio extracelular de p75NTR. Los
compuestos analogos a NGF ciclicos monoméricos y diméricos de union a p75NTR se pueden seleccionar entre NGF
C30-35, compuesto PD90780, compuestos LM11A.

Los compuestos LM11A se pueden seleccionar del grupo que consiste en derivados de cafeina LM11A-24 o derivados
de isoleucina LM11A-31. Las enfermedades inflamatorias crénicas que se pueden tratar de acuerdo con la presente
invencion se seleccionan del grupo que consiste en artritis reumatoide, artritis idiopatica juvenil, enfermedades
inflamatorias cronicas intestinales (enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa) espondilitis anquilosante, psoriasis,
esclerosis multiple, lupus eritematoso, esclerodermia, sindrome de Sjogren. Las enfermedades de origen alérgico no
estan incluidas.

Es un objeto adicional de la presente invencién una combinacion de al menos un compuesto inhibidor del receptor
p75NTR con al menos un activador del receptor TrkA, tal como NGF, para el uso separado o secuencial en el
tratamiento antiinflamatorio de enfermedades inflamatorias crénicas de origen autoinflamatorio o autoinmunitario, con
exclusién de enfermedades de origen alérgico, en pacientes en los que la relacion de expresion receptor TrkA/receptor
p75NTR es inferior a 1 en tejidos inflamados o células de fluidos biolégicos; en donde los compuestos inhibidores
(antagonistas) del receptor p75NTR se pueden seleccionar del grupo que consiste en la union de p75NTR, anticuerpos
policlonales y monoclonales, monoespecificos o biespecificos, moléculas quiméricas cuya estructura incluye p75NTR
soluble, compuestos anélogos a NGF ciclicos monoméricos y diméricos de union a p75NTR y en los que los
activadores (agonistas) del receptor TrkA se pueden seleccionar del grupo que consiste en anticuerpos policlonales y
monoclonales de unién a TrkA, compuestos analogos a NGF ciclicos monoméricos o diméricos o NGF recombinantes
mutados.
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Las enfermedades inflamatorias crénicas que se pueden tratar de acuerdo con la presente invencion se seleccionan
del grupo que consiste en artritis reumatoide, artritis idiopatica juvenil, enfermedades inflamatorias crénicas intestinales
(enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa), espondilitis anquilosante, psoriasis, esclerosis miltiple, lupus eritematoso,
esclerodermia, sindrome de Sjogren.

Ademas, basandose en los datos experimentales obtenidos por los inventores de la presente invencion, es posible
suponer que, para pacientes afectados por enfermedades inflamatorias crénicas de origen autoinflamatorio o
autoinmunitario, con exclusién de enfermedades de origen alérgico, una relacion de expresion de receptores TrkA 'y
p75NTR inferior a 1 pueden predecir la respuesta al tratamiento con inhibidores de p75NTR solos o en asociacién con
agonistas de TrkA o terapias utilizadas actualmente. Por lo tanto, la evaluacion de dicha relacion podria emplearse
para un método de diagndstico in vitro con el fin de estimar la posibilidad de respuesta a la terapia. En particular, el
método podria basarse en la determinacion cuantitativa de los niveles de ARNm para p75NTR y TrkA estimados en
biopsias de tejidos inflamados como, por ejemplo, capsula sinovial, piel, rifién, intestino, o células obtenidas de fluidos
biolégicos, por ejemplo, sangre, orina, liquido sinovial, liquido cefalorraquideo, saliva.

Un objeto adicional de la presente invencién es un método de deteccion in vitro o ex vivo para estimar el efecto
antiinflamatorio de los inhibidores del receptor p75NTR en enfermedades inflamatorias crénicas de origen
autoinflamatorio o autoinmunitario, con exclusion de enfermedades de origen alérgico, directamente en muestras
biologicas, como, por ejemplo, tejidos aislados o células mononucleadas de un paciente, comprendiendo o
consistiendo dicho método las siguientes etapas: a) poner en contacto tejidos aislados o células mononucleadas de
un paciente afectado por una enfermedad inflamatoria crénica con dicho inhibidor (antagonista); b) medir los niveles
de citocinas proinflamatorias, como, por ejemplo, IL-1, IL-6 y TNF, liberadas espontdneamente o después de la
estimulacion con ligandos TLR, en donde dichas enfermedades inflamatorias crénicas se seleccionan del grupo que
consiste en artritis reumatoide, artritis idiopatica juvenil, enfermedades inflamatorias cronicas intestinales (enfermedad
de Crohn, colitis ulcerosa), espondilitis anquilosante, psoriasis, esclerosis multiple, lupus eritematoso, esclerodermia,
sindrome de Sjogren. El modelo utiliza monocitos o células mononucleadas de sangre periférica o sinoviocitos de la
capsula sinovial o fibroblastos de células epiteliales de la piel o intestinales y evalGa la posible disminucion de la
produccién de citocinas inflamatorias y la induccion de citocinas antiinflamatorias antes y después del tratamiento de
las células con inhibidores de p75NTR y/o activadores de TrkA.

La presente invencion se describird ahora de una manera ilustrativa de acuerdo con las realizaciones preferidas de la
misma, con referencia particular a los dibujos adjuntos en donde:

Figura 1: los monocitos humanos estimulados con ligandos TLR4 (A) y TLR2 (B) aumentan la expresion de TrkA
durante las siguientes horas, mientras que la expresion de p75NTR es mas estable a lo largo del tiempo.

Figura 2: los monocitos de sangre periférica (t0) purificados expresan tanto TrkA como p75NTR, expresandose
TrkA en cantidades mayores. Después de 24 horas sin estimulacién (Us), la expresiéon de TrkA y p75, segun lo
estimado mediante PCR en tiempo real, disminuye mientras que la estimulacion de TLR con LPS induce un
aumento significativo de la expresién de TrkA (LPS).

Figura 3: Transferencia de Western de TrkA después de 24 y 48 horas de estimulacion con ligandos TLR. Mientras
gue en condiciones no estimulantes (Us) hay una expresion muy baja de TrkA, después de la activacion de TLR4
y TLR2 con LPS y LTA o PMA, respectivamente, se observa un aumento de TrkA después de 24 horas y duradero
también después de 48 horas.

Figura 4: fosforilacién de los receptores TrkA en monocitos después de la union del NGF. En los monocitos
estimulados con LPS, la adicion del NGF exdgeno induce una autofosforilacion del receptor que es inhibida
eficazmente por los anticuerpos anti-TrkA.

Figura 5: La adicién del inhibidor que evita que el NGF se una a la unién de p75NTR no cambia el nivel de
fosforilacion de TrkA inducida por la adicion (administracion) del NGF a monocitos activados por LPS. Aunque
p75NTR no puede unirse al NGF, la capacidad del NGF para fosforilar TrkA no se ve afectada.

Figura 6: Expresion de receptores del NGF después de 24 horas de cultivo. Los niveles de expresion de TrkA y
p75NTR se analizan solo en monocitos purificados (t0), después de 24 horas de incubacién en medios sin
estimulos o medios con NGF.

Figura 7: En las células tratadas con NGF durante 16 horas y con una mayor expresion de p75NTR, la estimulacion
con LPS induce una mayor fosforilacién de IkB que las células tratadas solo con LPS. Las células no estimuladas
(us) no muestran fosforilacion de IkB.

Figura 8: EI NGF influye en las vias intracelulares TLR activadas. Cuando TrkA se expresa en mayor cantidad, en
las células estimuladas con LPS o LTA, la adicién del NGF aumenta la activacion de la fosforilacion de AKT (A) y
también afecta a la inhibicion de la fosforilacion de GSK3 (B). Ademas de esta activacion de las vias
antiinflamatorias, el NGF afecta en consecuencia a la fosforilacién de kB, lo que la reduce (C) y, por lo tanto,
también reduce la translocacién de NF-kb en el nucleo (D-E). En las figuras D-E, la fluorescencia verde es
especifica para NF-kb p65, el color azul representa el nucleo y el color blanco indica el NF-kb p65 traducido en el
nucleo.

Figura 9: EI NGF reduce la produccién de citocinas inflamatorias en monocitos que expresan niveles elevados de
TrkA. En células activadas con LPS o LTA que induce un aumento de la expresion de TrkA, la adicion del NGF
disminuye la produccion de IL-6 (A), IL-1 b (B) e IL-8 (C) en los monocitos. En células no estimuladas (US), el NGF
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no induce la sintesis de citocinas como tal. El efecto de inhibicion del mismo sobre la liberacion de citocinas
inflamatorias es dependiente de la dosis (D).

Figura 10: El NGF aumenta la produccién de citocinas antiinflamatorias en monocitos que expresan niveles
elevados de TrkA. En células activadas con LPS o LTA que induce un aumento de la expresion de TrkA, la adicion
del NGF aumenta la sintesis de IL-10 (A), IL-1ra (B) en monocitos.

Figura 11: EI NGF aumenta la produccion de citocinas inflamatorias en monocitos que expresan niveles elevados
de p75NTR. En células activadas con LPS, LTA o PAM en monocitos que tienen una expresién elevada de p75
NTR, la adicion del NGF aumenta la produccion de IL-6 (A), IL-1 b (B) en monocitos. En células no estimuladas
(US), el NGF no induce la sintesis de citocinas como tal.

Figura 12: La inhibicion de TrkA bloquea la actividad antiinflamatoria del NGF. En las células activadas por LPS, la
inhibicion de TrkA, tanto con anticuerpos neutralizantes (aTrkA) como con el receptor soluble (chTrkA), da como
resultado una disminucién de la fosforilacion de AKT y la inhibicién de la fosforilacion de GSK3 (Fig. 12a), aumento
de la fosforilacion de IkB (Fig. 12b), translocacién nuclear de NF-kb (Fig. 12c), produccién de IL-6 (Fig. 12D) y
reduccion de IL-10 (Fig. 12E). En la Figura C, la fluorescencia verde es especifica para NF-kb p65, el color azul
representa el nlcleo y el color blanco indica el NF-kb p65 translocado en el nucleo.

Figura 13: La inhibicién de p75NTR reduce la via inflamatoria inducida por TLR. El anticuerpo monoclonal (ap75)
o la quimera p75NTR (chp75) o las moléculas miméticas LM11A (i24, i28, i31) disminuyen la sintesis de IL-6 en
monocitos activados con LPS (Fig. 13 ab), aumentan la sintesis de IL-10 (Fig. 13c). Esta regulacién se produce a
través de la activacion de la via PI3K/AKT y la inhibicion de la fosforilacion de GSK3 (Figura 13d).

Figura 14: Expresion de TrkA en pacientes afectados por inflamacion crénica. La expresion de p75NTR esta muy
aumentada en las células mononucleares obtenidas de liquidos sinoviales (JIA Syn-MNC) y en sangre periférica
(JIA-PBMC) de pacientes afectados por artritis idiopatica juvenil, mientras que la expresién de TrkA se reduce
significativamente en comparacion con los controles sanos (ctrl) (Fig. 14a). Un aumento aln mas evidente de
p75NTR y una disminucion de TrkA caracterizan el liquido sinovial de los pacientes afectados por artritis
reumatoide (TrkA RA; p75 RA)(Fig. 14b).

Figura 15: Los sinoviocitos humanos de pacientes que padecen artritis reumatoide ex vivo reducen la produccion
de citocinas inflamatorias después del tratamiento con inhibidores de p75NTR. La expresion de p75NTR es alta 'y
mayor que TrkA en los sinoviocitos obtenidos del liquido sinovial de pacientes afectados por artritis reumatoide
(Fig. 15a). La adicion in vitro del inhibidor de p75NTR reduce la sintesis espontanea de IL-6 en células de pacientes
(Fig. 15b).

La figura 16 muestra la férmula del compuesto PD90780. La figura 17 muestra las formulas de los compuestos
LM11A-7, LM11A-28, LM11A-31, LM11A-24, LM11A-36 y D3.

Ejemplo 1: Estudio de la relacion entre la expresion de los receptores p75NTR y TrkA y la enfermedad inflamatoria
cronica

METODOS
Cultivos celulares

En este estudio se han utilizado monocitos humanos obtenidos a partir de capas leucocitarias después de la
separacion en gradiente Ficoll-Hypaque (Pharmacia, Upsala, Suecia), la separacion en gradiente discontinuo Percoll
(Pharmacia, Uppsala, Suecia) como describe Sallusto y Lanzavecchia (1994) y la seleccion inmunomagnética negativa
sucesiva (Miltenyi Biotec, Alemania). La pureza celular se estima mediante analisis FACS y la fraccién de monocitos
positivos para CD14 fue > 95 %. Las células se colocaron en placas a una concentracion de 2x10%/ml en placas de
Falcon de 96 o0 12 pocillos y se cultivaron a 37 °C en atmésfera humeda al 5 % de CO2 y medio de cultivo consistente
en RPMI 1640 (Biowhittaker, Walkersville, MD) que contenia penicilina 50 unidades/ml, estreptomicina 50 pg/ml, L-
glutamina 2 mM (todas de Gibco-BRL Life Technology, Gaithersburg MD) y suero bovino fetal (FBS) inactivado al 5 %
(HyClone Labs, Logan, Utah). Para estudiar los efectos del NGF cuando prevalece la expresion de TrkA o p75NTR
sobre la activacion de los receptores tipo Toll y la sintesis de citocinas inflamatorias en monocitos, se identifican dos
condiciones de cultivo que permiten modificar la expresion de los receptores de NGF. Bajo la condicion de cultivo A,
se produce un aumento de la expresion de TrkA y se produce un efecto antiinflamatorio del NGF en presencia de
estimulos inflamatorios y activacion del TLR. Por otro lado, bajo la condicién de cultivo B, se produce un aumento de
la expresion de p75NTR, y en presencia de estimulos inflamatorios y activacion de TLR se observa un efecto
proinflamatorio del NGF.

Condicién A): los monocitos purificados humanos se estimularon con ligandos de TLR (LPS 10 ng/ml, LTA 2 pg/ml,
AM 100 ng/ml) y al mismo tiempo se afiade NGF a concentraciones de 0,1 a 100 ng/ml. Tras la estimulacion, el
medio condicionado y las células se recolectan en diferentes tiempos de estimulacion de 3 horas a 5 dias.

Condicién B): los monocitos purificados humanos se incuban previamente con 0,1, 1, 10 y 100 ng/ml de NGF
durante 16 horas y se estimulan sucesivamente con los siguientes ligandos de TLR: LPS 10 ng/ml, LTA 2 pg/ml,
PAM 100 ng/ml. El medio condicionado y las células se recolectan en diferentes tiempos de estimulacién de 3
horas a 5 dias. En los experimentos de inhibicion del receptor, se utilizan anticuerpos neutralizantes del receptor
TrkA o p75NTR a diferentes concentraciones de 0,3 a 5 mg/ml; moléculas quiméricas que consisten en el dominio
extracelular del receptor humano TrkA o p75NTR fusionado a una regién Fc de una IgG humana que actiia como
receptor soluble en diferentes concentraciones de 0,1 a 5 pg/ml; se utilizaron moléculas miméticas de LM11A que
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se unen a p75NTR en el sitio de unién del bucle 1 del NGF con una mayor afinidad y en diferentes concentraciones
de 0,1 a 100 nM.

Medicion de citocinas mediante ELISA

Los medios condicionados se recogieron 18 horas después de la estimulacién con ligandos de TLR, se almacenaron
a -70 °C y luego se analizaron para determinar las distintas concentraciones de citocinas. Las citocinas humanas IL-
6, IL-1ra, IL-1B, IL-8, TNF-a e IL-10 se determinaron en medios condicionados utilizando los kits ELISA Duoset
suministrados por R&D Systems, Mineapolis, MN, siguiendo las instrucciones del fabricante. La sensibilidad de ELISA
fue 5,47 pg/ml para IL-6, 39,06 pg/ml para IL-1ra, 7,8 pg/ml para IL-1 8, 31,25 pg/ml para IL-8, 7,8 pg/ml para TNF-a
y 15,62 pg/ml para IL-10, respectivamente.

Extraccion de ARN y analisis de PCR en tiempo real

El ARN total se extrajo de 2x10° monocitos para cada tipo de tratamiento y en diversos tiempos de incubacion utilizando
el mini kit RNeasy® (Qiagen GmbH, Alemania), y siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracién y la
pureza del ARN extraido se miden espectrofotométricamente y se utilizé 1 mg del ARN total para cada muestra para
la sintesis de ADNc utilizando el kit de sintesis de ADNc Superscript VILO (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Analisis de PCR en tiempo real

Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real para el analisis de la expresion de TrkA, p75-NTR,
TLR2, TLR4, IL-6, IL-1 e IL-10 se llevaron a cabo con el Detector de Secuencia ABI PRISM™ 7700 (Applied
Biosystems, Foster City, CA), utilizando el Tagman Master Mix universal (Applied Biosystems, Foster City, CA). Las
expresiones de TrkA, p75-NTR, IL-6, IL-1 e IL-10 se midieron utilizando reactivos de ensayo a demanda de Applied
Biosystems (p75-NTR Hs00182120_m1; IL-6 Hs00985639_m1; IL-1 Hs00174097_m1; IL-10 Hs00961622_m1).

En todos los experimentos cada reaccion de PCR se llevo a cabo por duplicado. Todos los valores de expresion
obtenidos para cada gen se normalizaron con referencia al gen de mantenimiento, es decir, en estos experimentos, -
actina. (B-actina 4326315E enddgena de control humano de TagMan®, Applied Biosystems, Foster City, CA). La
cuantificacion relativa se llevé a cabo utilizando el método comparativo Cr (los niveles de expresion se normalizaron
con referencia a la expresion del gen de mantenimiento y se calcularon como 2* ACt) y los resultados obtenidos se
expresan en unidades arbitrarias (UA).

Transferencia de Western

Los monocitos se lisaron utilizando tampon RIPA modificado que contiene: Tris-HCI 50 mM, pH 7,4; NP-40 al 1 %;
SDS al 0,1 %; Nadeoxicolato al 0,25 %; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM; EGTA 1 mM; PMSF 1 mM; 1 ug/ml de aprotinina,
leupeptina y pepstatina; y NaF 25 mM (todos de Sigma). Después de la resolucién con SDS-PAGE, las proteinas se
transfieren a membranas de nitrocelulosa (Amersham Life Sciences, Little Chalfont, Reino Unido) y se incuban con
anticuerpos especificos utilizando procedimientos estandar. Los anticuerpos unidos a la nitrocelulosa se detectaron
mediante el método de quimioluminiscencia con ECL (Amersham Life Sciences, Little Chalfont, Reino Unido). En estos
experimentos, se utilizaron anticuerpos policlonales contra TrkA, fosfoTrkA, Akt, fosfoAkt (Ser 473), GSK3 y
fosfoGSK3, todos de sefalizacion celular (Cell Signaling Technology, Danvers, BUT); anticuerpos monoclonales y
policlonales contra p65 NF-kB, IkBa fueron de Saint Cruz Biotechnology (Saint Cruz, CA); los anticuerpos
monoclonales contra la tubulina fueron de Sigma (Saint Louis, MO).

Translocaciéon Nuclear de NFkB

Los monaocitos se incubaron con ligandos TLR, con o sin adicién del NGF e inhibidores de los receptores TrkA 'y p75-
NTR durante 30 minutos. Las células se fijaron durante 20 minutos en formaldehido al 4 % en PBS, se hicieron
permeables en metanol frio durante 5 minutos, seguido de una incubacion de 20 minutos con BSA al 2 % en PBS para
bloquear los sitios no especificos. El estudio confocal se llevé a cabo utilizando un microscopio laser confocal Olympus.
La tecnologia de adquisicion de modo secuencial permite diferenciar las emisiones de varios fluoréforos (azul, verde,
rojo, emisor de infrarrojos). La cuantificacion de la intensidad nuclear de NF-kB se realiz6 mediante el programa de
analisis de imagenes FVAS2.1 de Olympus. Se seleccionaron los nicleos marcados con colorante DRAQS (Biostatus)
y se cuantificaron la intensidad media de fluorescencia de NF-kB y el area del nucleo. Se adquirieron al menos 3
campos diferentes para cada condicion utilizando un objetivo de inmersion de 60x y 50-100 células cuantificadas para
cada condicion.

Analisis de muestras de pacientes

Se analizaron 21 muestras de liquido sinovial y 14 muestras de sangre periférica de 27 pacientes con artritis idiopatica
juvenil. Las muestras de pacientes se obtuvieron con el consentimiento informado dentro de un plan para la evaluacion
de la expresion de genes correlacionados con el curso de artritis juvenil aprobado por el Comité de ética de OPBG el
26/03/2010 de acuerdo con la referencia n.° 81/10.
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Las muestras de sangre periférica de 16 individuos sanos se utilizaron como controles. Ademas, se analizaron 6
muestras de tejido sinovial de pacientes adultos con artritis reumatoide positiva con factor reumatoide.

El ARN total se extrajo de muestras de tejido sinovial o células mononucleadas obtenidas después de separaciones
en gradiente de Ficoll (Pharmacia) de liquidos sinoviales o sangre del paciente utilizando Trizol y siguiendo las
instrucciones del fabricante. La concentracion y la pureza del ARN extraido se midieron espectrofotométricamente y
se utilizd 1 mg del ARN total para cada muestra para la sintesis de ADNc utilizando el kit de sintesis de ADNc
Superscript VILO (Invitrogen, Carlsbad, CA).

En experimentos ex vivo, se utilizaron células mononucleadas de pacientes con artritis idiopatica juvenil o sinoviocitos
de pacientes con artritis reumatoide incubados durante 24 horas con inhibidores de p75NTR con o sin adicion del NGF
en medio RPMI o FCEM DMEM al 10 %. La liberacién espontanea de citocinas inflamatorias o la respuesta a los
ligandos de TLR se estimaron en medios condicionados mediante ELISA como se describi6é anteriormente.

RESULTADOS

El objetivo del estudio fue comprender de qué manera el aumento de la produccién local del NGF, durante el proceso
inflamatorio, puede afectar la sintesis de citocinas mediante monocitos/macréfagos (M/M) y el papel desempefiado
por los receptores del NGF en esta respuesta. Los datos obtenidos han demostrado la aparicion de dos mecanismos
diferentes mediante los cuales el NGF actla sobre la respuesta inflamatoria de los monocitos y depende de la
prevalencia de cualquiera de los receptores del NGF. Durante el estudio se identificaron dos condiciones de cultivo
que permiten modificar la expresion de los receptores del NGF de acuerdo con la prevalencia de TrkA o p75NTR. Bajo
la condicion de cultivo A, se produce un aumento de la expresion de TrkA y se produce un efecto antiinflamatorio de
NGF en presencia de estimulos inflamatorios y activacion del TLR. Por otro lado, bajo la condicién de cultivo B, se
produce un aumento de la expresion de p75NTR, y en presencia de estimulos inflamatorios y activacion de TLR se
observa un efecto proinflamatorio del NGF.

Analisis de la expresion de receptores del NGF y vias de sefializacion asociadas.

Dado que la actividad bioldgica del NGF estd mediada por la union del mismo a receptores especificos, se estimaron
los niveles de expresion de p75NTR y TrkA en monocitos en dos condiciones de cultivo y rutas de administracion
diferentes informadas anteriormente. En los monocitos existe una expresion basal de TrkA que esta modulada por la
activacion de TLR con ligandos especificos (Fig. 1).

TrkA aumenta después de la activacion de los TLR como mensajero y como proteina (Fig. 2 y 3). Por el contrario, la
expresion de p75NTR permanece bastante estable y no aumenta de manera significativa después de la activacion de
los TLR (Fig. 1y 2). Los receptores TrkA, inducidos en los monocitos por la activacion de los TLR, son funcionalmente
activos y cuando se afiade el NGF exdgeno, se produce la autofosforilacion de TrkA de manera similar a como ocurre
en las células neuronales. En los monocitos activados por LPS, el bloqueo de TrkA con anticuerpos TrkA o quimera
TrkA reduce drasticamente la fosforilacion de TrkA en presencia del NGF, ya que evita que el NGF se una a TrkA (Fig.
4).

Por el contrario, el uso de anticuerpos anti-p75NTR o quimera p75NTR da como resultado un aumento de la
fosforilacion de TrkA cuando se afiade el NGF al medio de cultivo. Esto se demuestra de manera independiente en la
forma en que se evita la union de NGF y p75NTR, el NGF se puede unir a TrkA, inducir la fosforilacion de restos de
tirosina y activar vias de sefializacion correlacionadas intracelulares. (Fig. 5).

Condicién de cultivo A): solo los monocitos aislados y quiescentes expresan niveles basales tanto de TrkA como de
p75-NTR. TrkA se expresa mas alto que p75-NTR (Fig. 1) y la relacién trkA/p75-NTR es aproximadamente 2. La
estimulacion con ligandos de TLR induce un aumento notable de la expresion de TrkA (Fig. 1) y un bajo aumento de
la expresion de p75-NTR, con una relacion TrkA/p75 de aproximadamente 4.

Condicidn de cultivo B): los monocitos se incuban previamente durante la noche (con NGF y se observa un aumento
de la expresion de p75-NTR y la reduccién de la expresion de TrkA (Fig. 6), respectivamente. Consistentemente con
esta regulacion opuesta de los receptores, también las vias de sefializacion activadas en dichas dos condiciones son
diferentes. Cuando se expresa mas p75NTR, la via de sefializacion NFk-B se activa mas (Fig. 7), mientras que, en
presencia de niveles elevados de TrkA, se activan las vias de sefializacion reguladas por Akt (Fig. 8a y 8b), que estan
involucradas en el mecanismo endogeno de inhibicion 3° de la inflamacion y se inhiben la fosforilacion de IkB (Fig. 8c)
y la translocacion nuclear de NF-kb (Fig. 8d).

Efectos del NGF en la sintesis de citocinas.

Los experimentos se llevan a cabo utilizando dos sistemas experimentales diferentes:
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Condicidén A): Estimulacién de TLR y adicion sucesiva de NGF Los monocitos humanos se estimularon con ligandos
de TLR y al mismo tiempo se administra NGF. La adicion del NGF durante la estimulacion con TLR da como
resultado una reduccion de la produccién de IL-6 (Figura 9a). La adicion del anticuerpo neutralizante de NGF junto
con el NGF (aNGF + NGF) elimina el efecto del NGF en la inhibicién de la sintesis de IL-6 como se puede observar
después de la activacion de TLR (Fig. 9A), lo que demuestra que el efecto estd mediado por NGF. EI NGF reduce
también la sintesis de otras citocinas inflamatorias tales como IL-1 8 (Figura 9b), TNF-a, IL-8 (Fig. 9C) y este efecto
de inhibicién es dependiente de la dosis del NGF (Figura 9d). La adicién adicional del NGF da como resultado un
aumento de la liberacion de la citocina IL-10 antiinflamatoria e IL-1ra, que es un antagonista del receptor de IL-1
(Fig. 10, a, b). También bajo estas condiciones experimentales, el NGF solo no modifica la sintesis de citocinas
inflamatorias o antiinflamatorias en monocitos no estimulados.

Condicién B): Pre-incubaciéon con NGF y estimulacion de TLR sucesiva

Los monocitos humanos purificados se incuban previamente con NGF y se estimulan sucesivamente con ligandos de
TLR. Cuando se estimula con TLR2 (con PAMy LTA), TLR4 (con LPS) y TLR5 (con flagelina), se observa un aumento
dependiente de la dosis del NGF (fig. 11d) en la expresion y liberacion de IL-6 (Figura 11a), IL-1 B (Figura 11b), IL-8
(figura 11c). En ausencia de ligandos especificos de TLR, el NGF solo no tiene ningun efecto sobre la expresion o
liberacién de citocinas en monocitos no estimulados.

Efectos de la inhibicién del receptor del NGF sobre la sintesis de citocinas.

Para discriminar mejor las diferencias en las vias de sefializacion activadas por los receptores del NGF, los anticuerpos
monoclonales neutralizantes de TrkA (anticuerpo policlonal de cabra obtenido por inmunizacién con el dominio
extracelular de la proteina Trka humana recombinante, R&D Systems) y p75NTR (anticuerpo monoclonal, clon
ME20.4, Chemicon) y moléculas recombinantes quiméricas que consisten en un fragmento Fc humano se unieron
covalentemente a la porcion extracelular del receptor (sintetizado y disponible comercialmente de R&D Systems).
Estas moléculas representan, de hecho, receptores solubles adecuados para unirse al NGF, que se producen en el
cultivo celular, en los sitios de union especificos de p75-NTR o TrkA y, por lo tanto, evitan la unién de los mismos con
los receptores que se producen en la célula.

Los datos obtenidos confirman los resultados observados en dos condiciones de cultivo diferentes en donde un
receptor se expresé en mayor cantidad que el otro y demuestra la capacidad del NGF para actuar de manera opuesta
de acuerdo con el tipo de receptor disponible.

En presencia de anticuerpos anti-TrkA o quimeras TrkA, la uniéon de NGF y TrkA se bloquea y solo es posible la unién
de NGF y p75NTR. Mediante el bloqueo de TrkA y la induccién de la activacion de TLR con ligandos, la adicion de
NGF da como resultado una disminucion de la fosforilacién de AKT y una consiguiente disminucion de la inhibicién de
la fosforilacion de GSK3 (Fig. 12a), un aumento de la fosforilacion de IkB (Fig. 12b) y una mayor translocacion nuclear
de NF-kB (Fig. 12c), un aumento en la sintesis de citocinas inflamatorias (Fig. 12D) y una reduccién de la citocina
antiinflamatoria IL-10 (Fig. 12E). Por el contrario, mediante el bloqueo de la unién de NGF con p75NTR por el
anticuerpo monoclonal o quimera o compuestos LM11A, la unién de NGF ocurre solo con TrkA. Mediante el bloqueo
de p75NTR, el NGF se une a TrkA induciendo su fosforilacion (Fig. 5) y la activacion de vias intracelulares, lo que da
como resultado una disminucion de la sintesis de citocinas inflamatorias después de la activacion de los TLR (Fig.
13a, b) y un aumento de la sintesis de IL-10 (Fig. 13c). Esta regulacion se produce mediante la activacion de la via
PIBK/AKT vy la inhibicion de la fosforilacion de GSK3 (Fig. 13d), que parecen ser mecanismos clave para limitar la
respuesta inflamatoria y regular la sintesis de la inhibicién de IL-10 al mismo tiempo que la sintesis de citocinas
inflamatorias (18).

Estos datos muestran que el NGF, a través de TrkA, desempefia un papel antiinflamatorio, mientras que, si actla a
través de p75-NTR, mejora la respuesta inflamatoria. Por lo tanto, resulta que una regulacion incorrecta en la expresion
de los receptores del NGF podria estar implicada en la aparicion de enfermedades inflamatorias.

Andlisis de MNC vy tejidos de pacientes con patologias inflamatorias cronicas

Para probar la hipétesis de que la alteracion de la relacién TrkA/p75NTR puede contribuir a las patogénesis de las
enfermedades inflamatorias que da como resultado la regulacion incorrecta de la respuesta inflamatoria, se ha
analizado la expresion de los receptores del NGF y su proporcién en células mononucleares (MNC), de los liquidos
sinoviales y sangre de pacientes con artritis idiopatica juvenil. Los datos indican que en pacientes que padecen artritis
idiopatica juvenil (n = 27) existe una expresion aumentada de p75NTR y una expresion reducida de TrkA, mientras
gue en controles sanos (n = 16) la expresion de TrkA es siempre mayor que p75NTR. En pacientes, por lo tanto, una
relacion TrkA/p75NTR inferior a 1, p75NTR (Fig. 14 a), es decir, el receptor que mediante la union al NGF es adecuado
para activar las vias de sefializacién que inducen la sintesis de citocinas inflamatorias, es mayor. Cabe destacar que
en estos pacientes existe una mayor produccion del NGF en los tejidos inflamados. Por lo tanto, estos pacientes tienen
una relacion de receptores alterada, siendo mayor p75NTR, lo que da como resultado una relaciéon TrkA/p75NTR
inferior a 1 y cantidades significativas del NGF que interactla preferentemente con el receptor p75-NTR, amplificando
asi la respuesta inflamatoria local de las células inmunitarias naturales.
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Estas expresiones de TrkA disminuidas y p75NTR aumentadas que determinan una inversién de la relacion
TrkA/p75NTR parece ser un fendmeno compartido también por otras enfermedades inflamatorias crénicas como la
artritis reumatoide. El liquido sinovial de estos pacientes se caracteriza por una expresion elevada de p75NTR y una
expresion reducida de TrkA que determina una alteracion en la relacion TrkA/p75NTR (Figura 14b).

Actividad de los inhibidores de p75NTR en la liberacién de citocinas en sinoviocitos humanos de pacientes con artritis
reumatoide

Los sinoviocitos obtenidos del liquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide mantienen durante los experimentos
ex vivo e in vitro la capacidad de segregar citocinas inflamatorias de manera espontanea. Se ha estimado la expresion
de los receptores TrkA y p75NTR en estas células. La expresion de p75NTR es elevada y mas alta que TrkA (Fig.
15a), con una relacion de expresion de receptores TrKA/p75NTR menor que 1. Este desequilibrio de expresion de
dichos receptores mencionados anteriormente es similar al que se encuentra en el liquido sinovial de estos pacientes.
La adicién in vitro del inhibidor de p75NTR dio como resultado una reduccién de la sintesis espontanea de citocinas
inflamatorias en estas células de pacientes (Fig. 15b), lo que confirma el potencial antiinflamatorio del bloqueo del
receptor p75NTR.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto seleccionado de inhibidores del receptor p75NTR, solo o en asociacién con al menos un compuesto
seleccionado de activadores del receptor TrkA, o un compuesto seleccionado de activadores del receptor TrkA, para
su uso en el tratamiento antiinflamatorio de enfermedades inflamatorias crénicas de origen autoinflamatorio o
autoinmunitario, con la exclusion de enfermedades de origen alérgico, en pacientes en los que la relacién de expresién
receptor TrkA/receptor p75NTR es inferior a 1 en tejidos inflamados o células de fluidos biolégicos; en donde los
inhibidores del receptor p75NTR se seleccionan del grupo que consiste en anticuerpos de unién al receptor p75NTR
policlonales y monoclonales monoespecificos o biespecificos, moléculas quiméricas cuya estructura incluye el receptor
p75NTR soluble, compuestos analogos a NGF ciclicos monoméricos y diméricos de unién al receptor p75NTR y en
donde los activadores del receptor TrkA se seleccionan del grupo que consiste en anticuerpos policlonales y
monoclonales de union al receptor TrkA, compuestos analogos a NGF ciclicos monoméricos o diméricos, NGF
recombinante o NGF recombinante mutado.

2. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde los anticuerpos monoclonales de unién al
receptor p75NTR se seleccionan del grupo que consiste en el anticuerpo monoclonal antirreceptor p75 del factor de
crecimiento nervioso humano clon ME20.4, anticuerpos monoclonales MLR-1, MLR2, MLR3, anticuerpo antirreceptor
p75NTR humano clon HB-8737.

3. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la molécula quimérica cuya estructura
incluye el receptor p75NTR soluble es NGFR/TNFRSF16/Fc.

4. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo policlonal se selecciona entre
el anticuerpo policlonal neutralizante antirreceptor p75NTR (REX), anticuerpos policlonales de conejo 9651 o 9650.

5. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde los compuestos analogos a NGF ciclicos
monoméricos y diméricos de unidn al receptor p75NTR se seleccionan entre NGF C30-35, compuesto PD90780,
compuestos LM11A.

6. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde los compuestos LM11A se seleccionan del
grupo que consiste en compuestos procedentes de cafeina LM11A-24 o isoleucina LM11A-31.

7. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo monoclonal de union al receptor
TrkA es 5C3.

8. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el compuesto anélogo a NGF ciclico es
NGF C92-97.

9. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el NGF recombinante mutado es NGFKKE/7-
84-103.

10. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde los activadores del receptor TrkA se
seleccionan entre péptido D3, amida gambdgica, derivados de 3-aza-biciclo [3,2,1]octano.

11. El compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dichas
enfermedades inflamatorias crénicas se seleccionan del grupo que consiste en artritis reumatoide, artritis idiopéatica
juvenil, enfermedades inflamatorias cronicas intestinales, espondilitis anquilosante, psoriasis, esclerosis multiple, lupus
eritematoso, esclerodermia, sindrome de Sjogren.

12. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde las enfermedades inflamatorias cronicas
intestinales se seleccionan de enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa.

13. Combinacién de al menos un compuesto inhibidor del receptor p75NTR con al menos un activador del receptor
TrkA para el uso separado o secuencial en el tratamiento antiinflamatorio de enfermedades inflamatorias crénicas de
origen autoinflamatorio o autoinmunitario, con la exclusién de enfermedades de origen alérgico, en pacientes en los
que la relacion de expresion receptor TrkA/receptor p75NTR es inferior a 1 en tejidos inflamados o células de fluidos
bioldgicos; en donde los inhibidores del receptor p75NTR se seleccionan del grupo que consiste en anticuerpos de
unioén al receptor p75NTR policlonales y monoclonales monoespecificos o biespecificos, moléculas quiméricas cuya
estructura incluye el receptor p75NTR soluble, compuestos analogos a NGF ciclicos monoméricos y diméricos de
unién al receptor p75NTR y en donde los activadores del receptor TrkA se seleccionan del grupo que consiste en
anticuerpos policlonales y monoclonales de unidn al receptor TrkA, compuestos analogos a NGF ciclicos monoméricos
o diméricos, NGF o NGF recombinante o NGF recombinante mutado.

14. La combinacion para su uso de acuerdo con la reivindicacioén 13, en donde dichas enfermedades inflamatorias
cronicas se seleccionan del grupo que consiste en artritis reumatoide, artritis idiopatica juvenil, enfermedades
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inflamatorias crénicas intestinales, espondilitis anquilosante, psoriasis, esclerosis mudltiple, lupus eritematoso,
esclerodermia, sindrome de Sjogren.

15. La combinacion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde las enfermedades inflamatorias crénicas
intestinales se seleccionan de enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa.

16. Método de deteccion in vitro para evaluar el efecto antiinflamatorio de los inhibidores farmacolégicos del receptor
p75NTR en enfermedades inflamatorias crénicas de origen autoinflamatorio o autoinmunitario, comprendiendo o
consistiendo dicho método las siguientes etapas: a) poner en contacto tejidos aislados o células mononucleadas de
un paciente afectado por una enfermedad inflamatoria crénica con dicho inhibidor; b) medir los niveles de citocinas
proinflamatorias, liberadas espontaneamente o después de la estimulacién con ligandos TLR, en donde dichas
enfermedades inflamatorias crénicas se seleccionan del grupo que consiste en artritis reumatoide, artritis idiopatica
juvenil, enfermedades inflamatorias cronicas intestinales, espondilitis anquilosante, psoriasis, esclerosis multiple, lupus
eritematoso, esclerodermia, sindrome de Sjogren.
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