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DESCRIPCION
Métodos y composiciones farmacéuticas para tratar la rabdomidlisis
Campo:
La presente descripcion se refiere a métodos y composiciones farmacéuticas para tratar la rabdomidlisis.
Antecedentes:

Las formas juveniles de rabdomidlisis grave y recurrente son trastornos hereditarios caracterizados por la presencia
de mioglobinuria, niveles séricos de creatinina cinasa >10.000 UI/L y dafio renal agudo [1, 2]. Aun se debate la
incidencia exacta, ya que esta entidad clinica es a menudo desconocida por los médicos, pero se cree que
representa 10-15% de todas las rabdomidlisis de la infancia. Su prondstico es malo, especialmente porque tanto la
gravedad como la aparicion de nuevas exacerbaciones son impredecibles [3] y los tratamientos siguen siendo
sintomaticos. La enfermedad por lipina-1 es una causa de rabdomidlisis recurrente y grave en la infancia (Zeharia et
al., 2008; Michot et al., 2010; Michot et al., 2012). La mitad de los pacientes muere durante los episodios de
rabdomidlisis (Bergounioux et al., 2012).

En consecuencia, existe la necesidad de desarrollar nuevos farmacos para tratar la rabdomidlisis. Por ello, se ha
sugerido que puede ser sumamente deseable caracterizar nuevos compuestos para el tratamiento de la
rabdomidlisis.

Asi pues, existe una necesidad crucial de identificar los mecanismos patogénicos implicados en los brotes de
rabdomidlisis, aunque algunos de ellos ya han sido caracterizados. De hecho, el espectro clinico de la rabdomidlisis
juvenil grave y recurrente resulta bastante heterogéneo en cuanto a la naturaleza de sus distintas enfermedades. Sin
embargo, estas comparten un mecanismo comun responsable de la mioglobinuria: tales defectos conducen a un
deterioro en el metabolismo del trifosfato de adenosina y a una desregulacion de los canales de iones Na*/K* o
Na*/Ca?*, y finalmente a un rapido aumento de la concentracion citoplasmatica de calcio ionizado que conduce a la
destruccion de la célula muscular [1, 4, 5].

Las rabdomidlisis hereditarias se ven precipitadas y empeoradas por una enfermedad febril o el ejercicio, dos
estados de los que es bien conocido que estan asociados con altos niveles circulantes de mediadores
proinflamatorios tales como citocinas y quimiocinas [6-8] y temperatura elevada. Ademas, los autores de la invencion
han demostrado recientemente que la rabdomidlisis debida a deficiencia de aldolasa A implica una exacerbaciéon de
la deficiencia enzimatica a temperaturas elevadas [9].

Ya se han descrito posibles vinculos entre enfermedades metabdlicas e inflamacién crénica en diversos contextos,
tales como la diabetes tipo 2, la obesidad o la aterosclerosis [6-8], l0 que lleva a proponer el inmunometabolismo
como una frontera emergente [10]. En la diabetes tipo 2 se han detectado diversos mediadores inflamatorios
circulantes, tales como factor de necrosis tumoral (TNF, por sus siglas en inglés), interleucinas (IL) o adipocinas. El
foco se ha desplazado recientemente hacia la IL-1B, a la que ahora se incrimina como uno de los principales
agentes patégenos, por activar la cinasa NH-(2)-terminal de c-Jun (JNK, por sus siglas en inglés) y desencadenar la
fosforilacion de serina del sustrato-1 de receptor de insulina (IRS1, por sus siglas en inglés). La IL-1B entorpece la
via de sefalizacion de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K, por sus siglas en inglés)-Akt para insulina en tejidos
sensibles a la insulina, contribuyendo a la resistencia a la insulina. En cuanto a los trastornos metabdlicos
hereditarios, la inflamacién contribuye en gran medida a la patogénesis del sindrome de Majeed [11, 12] o de la
deficiencia de mevalonato cinasa [13], que pertenecen ambas al espectro clinico de los trastornos autoinflamatorios
[14, 15]. El sindrome de Majeed es debido a un defecto en LPIN2, un homdlogo de LPIN1, que controla la sintesis
de triacilglicerol (TAG), la activacion de la via JNK/AP-1 (cinasa N-terminal de Jun y factor de transcripcion AP-1, por
sus siglas en inglés) y, en ultima instancia, la regulacién en incremento de genes proinflamatorios bajo estimulacion
palmitica [14]. Como prueba directa, las bioterapias dirigidas hacia las rutas relacionadas con IL-1 han mejorado los
resultados de estas dos afecciones. Resulta interesante que en algunos trastornos metabdlicos hereditarios se ha
descrito una toxicidad directa de mediadores inflamatorios en érganos diana, como el caso de la neurotoxicidad del
glutamato que, en la aciduria glutarica de tipo 1, resulta potenciada por TNF-a [16-19].

La situacion es menos clara en lo que se refiere al musculo esquelético. A pesar de una clara evidencia clinica de su
presencia, ningun trabajo ha investigado el papel que desempefia la inflamacion durante el curso de la rabdomidlisis
juvenil grave y recurrente, por lo que aun quedan por abordar cuestiones importantes. Los autores de la invencion y
otros han descrito mutaciones en lipina-1 (LPIN1) como causa de rabdomidlisis grave y recurrente desencadenada
por una enfermedad febril o el ejercicio [20-24]. La lipina-1 (fosfatasa 1 de acido fosfatidico, PAP1, EC 3.1.3.4)
desfosforila el acido fosfatidico (PA, por sus siglas en inglés) a diacilglicerol (DAG), un precursor comun para la
sintesis de triglicéridos (TAG) y fosfolipidos (FL) [25, 26]. También tiene actividad correguladora transcripcional, la
cual, mediante asociacion con PPARa, PGC-1a, SREBP1 o NFATc4, regula el metabolismo lipidico y la cadena
respiratoria mitocondrial [27-30]. Los mioblastos primarios de pacientes presentan una disminucién espectacular de
la expresion de LPIN1 y de la actividad de PAP1, asociada con una acumulacion significativa de gotas lipidicas (GL)
[31]. Se ha explicado en parte esta miopatia lipidica por una sobreexpresion de ACACB, el gen que codifica la
acetil-CoA carboxilasa beta, una enzima clave en el equilibrio sintesis/oxidacién de acidos grasos, que esta asociada
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con una disminucion de la actividad de carnitina palmitoiltransferasa | (CPT1) en presencia de condiciones
proinflamatorias (TNF-a + IL-1B) [31]. También los ratones Lpin119fd presentan una acumulacién similar de lipidos en
el musculo, descrita recientemente como la consecuencia de un bloqueo en el flujo autofagico y la acumulacion de
mitocondrias aberrantes [32].

Los autores de la invencion han demostrado que el mecanismo patogénico de la rabdomidlisis en pacientes con
deficiencia de lipina-1 combina el entorpecimiento constitutivo predisponente del metabolismo lipidico y su
exacerbacion por citocinas proinflamatorias; pero siguen existiendo preguntas cruciales acerca de la existencia de
una desregulacion en las respuestas inflamatorias y sus mecanismos subyacentes. Segun esto, se expresan lipinas
en macrofagos humanos y de otras especies [14, 33-35], y se ha sugerido que la lipina-1 es una enzima
antiinflamatoria por reprimir actividades de factor nuclear 4 de células T activadas citoplasmaticas, dependientes de
calcineurina (NFATc por sus siglas en inglés)-4, [28] y de proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP, por sus
siglas en inglés)-1 [36].

El sistema inmunitario innato actia como primera linea de defensa contra patégenos invasores. La induccion de
respuestas inmunitarias innatas antiviricas depende de una familia de receptores inmunitarios innatos, los receptores
tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés) que detectan "sefiales de peligro", activan rutas de sefializacion e inducen
respuestas inflamatorias [37, 38, 39]. Los TLR estan presentes en la superficie celular o en compartimentos
endosomicos, siendo el TLR9 un ejemplo de este ultimo caso [40]. Es importante destacar que un nuevo mecanismo
de transduccion de TLR incide directamente sobre la transferencia de Ca?* [41], el paso final responsable de la
rabdomidlisis.

Se ha descrito recientemente una red lipidica membranica importante para la regulacién de la activacion de TLR y la
sefializacion por los mismos {Koberlin, 2015 #2452} {Kano, 2011 #2143}. Analogamente, la regulacion de proteinas
relacionadas con Ras en el cerebro (Rab, del inglés “Ras-related in brain”), que controlan estrictamente el sistema
inmunitario innato {Jahn, 1999 #2154}, depende de su microambiente lipidico inmediato [43]. Las proteinas Rab
regulan el trafico entre los diferentes compartimentos membranosos subcelulares de las células eucariotas [42].
Recientemente se ha implicado a una proteina similar a Rab7 denominada Rab7b, también localizada en
endosomas y lisosomas tardios, y expresada principalmente en células inmunitarias innatas y en el musculo, en el
transporte proteico retrégrado [43-45]. Rab7b regula en disminucion los TLR9 y TLR4, al regular el transporte desde
los endosomas tardios a la red trans-Golgi {Yao, 2009 #2062; Wang, 2007 #2063; Ge, 2014 #2155; {Bucci, 2010
#2058; Klaver, 2015 #2372}. Se ha descrito recientemente un cometido adicional de Rab7b en el musculo
esquelético, para el control de la remodelacidon de actina [46]. Las composiciones fosfolipidicas de los distintos
organulos subcelulares difieren entre si [47], y uno de los rasgos caracteristicos de los endosomas tempranos es, en
particular, su alto contenido de fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P clase Ill) [48, 49]. El PI3P ha sido objeto de mucha
atencion en lo que se refiere a la endocitosis y la transduccion de sefiales a través de endosomas [49-53, 54
{Gillooly, 2003 #2294, 55], especialmente en el musculo esquelético [56]. Sorprendentemente, las fosfatasas de
acido fosfatidico (PAP, por sus siglas en inglés) desempefian un cometido en este entorno lipidico, ya que la
supresion de la actividad de Pah1, el inico homologo en levadura de la familia de la lipina, ha sido relacionada con
la disminucion de la Pl 3-cinasa Vps34p y de su producto PI3P. Esto origina una reduccion de las proteinas Rab,
entre ellas Rab Ypt7p, Vps34p y Vps39p, una subunidad del complejo de anclaje HOPS (fusion homotipica y
organizacion de proteinas vacuolares, por sus siglas en inglés), que son necesarias para la actividad de SNARE y la
fusion de vacuolas [57]. Zhang et al. Han demostrado que el defecto en la actividad PAP de lipina-1 conduce al
bloqueo autofagico al reducir la cascada PKD-Vps34 [32] en la rabdomidlisis inducida por estatina en ratones
LP|N1fId/fId_

Los autores de la invencion han investigado la inmunidad innata en pacientes por lipina-1, y han demostrado una
liberacién excesiva de mediadores proinflamatorios, lo que se explica por una hipersensibilidad de células
inmunitarias y no inmunitarias a ligandos de TLR-9, siendo este ultimo fendmeno resultado de una alteracion en el
contenido y arquitectura endosémicos de PI3P, y una regulacion en disminucion de Rab7b, responsable del bloqueo
del transporte retrogrado de TLR9. La hiperactividad de TLR9 conduce a un aumento del calcio intracelular,
responsable de la lisis del musculo esquelético. Esto ha permitido a los autores de la invenciéon proponer la
investigacion del flujo del calcio como un método original para estudiar la enfermedad por lipina-1 y los tratamientos
adecuados, y que se tengan en consideracion a antagonistas o inhibidores de TLR9 y medicamentos anticalcio para
prevenir nuevas recaidas en los pacientes.

No existe una descripcion previa en la técnica del papel que desempefia TLR9 en la rabdomidlisis, ni del uso de
antagonistas de TLR9 e inhibidores de la expresion de TLR9 en el tratamiento de la rabdomidlisis.

Compendio de la invencion:
Tal como definen las reivindicaciones, la presente invencion se refiere a:

- un compuesto seleccionado del grupo consistente en antagonistas de TLR9 e inhibidores de la expresion de
TLRO, para su uso en el tratamiento de la rabdomidlisis en un sujeto que lo necesita, y
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- un método para seleccionar un compuesto candidato para su uso como farmaco para tratar la rabdomiolisis en
un sujeto que lo necesita, en donde el método comprende los pasos de:

o proporcionar un TLR9, proporcionar una célula, muestra de tejido o un organismo no humano que expresa
un TLR9,

o proporcionar un compuesto candidato tal como una molécula organica pequefia, un oligonucledtido, un
polipéptido, un aptamero o un intra-anticuerpo,

o medir la actividad de TLR9 y el flujo entrante de calcio,

oy seleccionar positivamente compuestos candidatos que inhiben la actividad de TLR9 o inhiben el flujo
entrante de calcio.

Descripcion detallada:

Los autores de la invencion han investigado la presencia de mediadores inflamatorios y el papel que desempefian en
el desencadenamiento de la rabdomidlisis, utilizando muestras de pacientes y testigos en condiciones basales o
estimuladas. Los autores de la invencién han investigado también las consecuencias de mutaciones LPINT mediante
ensayos bioquimicos (actividad enzimatica), microscopia confocal y tecnologia ImageStream (arquitectura
celular/flujo autofagico/actividad de PI3K) y citometria de flujo (vias de sefalizacién). Los autores de la invencion
también han estudiado la capacidad de diversos estimulos para alterar el flujo de calcio en mioblastos de paciente,
una caracteristica tipica de la rabdomidlisis.

Se han correlacionado moléculas inflamatorias detectadas en sueros de paciente con la actividad de la enfermedad,
y se han relacionado con una hipersensibilidad a ligando de TLR-9. Se ha detectado actividad de IFN-alfa en
pacientes con enfermedad activa, una observacién que recuerda a las interferonopatias o infecciones viricas. El
CpG-Ay la inanicién, pero no otros agonistas de TLR, indujeron flujo alterado de calcio en mioblastos de paciente,
que condujo a la muerte celular. Ademas, se vieron afectados la sefializacion y/o el trafico de TLR-9. Estos hallazgos
inesperados estaban asociados con alteraciones en la arquitectura endosémica, muy probablemente debidas a un
transporte proteico retrogrado deficiente y/o una actividad de PI3K disminuida y, en consecuencia, a una disminucion
de la expresion de Rab7b en endosomas. La secrecién de IL-6 tras la estimulacién por CpG-A resulté suprimida
cuando se habian tratado previamente los mioblastos con un oligonucleétido inhibidor (ODN-i) rico en G, lo que
confirma la participacién directa de TLR9. Los autores de la invencién también han demostrado que el tratamiento
previo con cloroquina y primaquina es suficiente para suprimir la secrecion de IL-6 y la movilizacién de calcio
intracelular en mioblastos de paciente estimulados con CpG-A. Ademas, la quelacion de calcio intracelular mediante
el uso de Dantrium sddico inhibio la elevacion del calcio intracelular. Los autores de la invencion han demostrado
que mutaciones LPIN1 alteran llamativamente la homeostasis del sistema endosémico, lo que conduce a defectos
tanto en el flujo autofagico como en el trafico de TLR-9. Los autores de la invencion también han demostrado que en
pacientes tratados con antagonista de TLR9 se inducen una reduccion del dolor muscular y una disminucion
dramatica de citocinas proinflamatorias (IL-8, RANTES, MCP-1) en sueros.

Por consiguiente, en la presente memoria se describe un compuesto seleccionado del grupo consistente en
antagonistas de TLR9 e inhibidores de la expresion de TLR9, para su uso en el tratamiento de la rabdomidlisis en un
sujeto que lo necesita.

En la presente memoria, el término "sujeto" denota a un mamifero. Normalmente, un sujeto conforme a la presente
descripcion se refiere a cualquier sujeto (preferiblemente humano) que padece rabdomidlisis o es susceptible de
padecerla. En particular, el término "sujeto" se refiere a un sujeto que padece, o es susceptible de padecer, formas
juveniles de rabdomidlisis grave y recurrente.

En particular, el término "sujeto" se refiere a un sujeto que padece, o es susceptible de padecer, formas juveniles de
rabdomidlisis grave y recurrente relacionadas con lipina-1.

En la presente memoria, los términos "tratamiento" o "tratar" se refieren tanto al tratamiento profilactico como al
preventivo, asi como al tratamiento curativo o modificador de la enfermedad, incluido el tratamiento de sujetos en
riesgo de contraer la enfermedad o sospechosos de haber contraido la enfermedad, asi como de sujetos que estan
enfermos o se les ha diagnosticado que padecen una enfermedad o afeccion médica, e incluye la supresion de la
recaida clinica. Se puede administrar el tratamiento a un sujeto que padece un trastorno médico o que en ultimo
término puede contraer el trastorno, con el fin de prevenirlo, curarlo, retrasar su aparicion, reducir su gravedad o
mejorar uno o varios sintomas de un trastorno o trastorno recurrente, o bien para prolongar la supervivencia de un
sujeto mas alla de lo esperado en ausencia de dicho tratamiento. Se entiende por "régimen terapéutico” el patron de
tratamiento de una enfermedad, por ejemplo el patron de administracion utilizado durante la terapia. Un régimen
terapéutico puede incluir un régimen de induccién y un régimen de mantenimiento. Las expresiones "régimen de
induccion” o "periodo de induccion” se refieren a un régimen terapéutico (o una parte de un régimen terapéutico) que
se utiliza para el tratamiento inicial de una enfermedad. El objetivo general de un régimen de induccion es
proporcionar un nivel elevado de farmaco a un sujeto durante el periodo inicial de un régimen de tratamiento. Un
régimen de induccion puede emplear (en parte o por entero) un "régimen de carga", que puede incluir la
administracion de una dosis del medicamento mayor que la que un médico emplearia durante un régimen de
mantenimiento, la administracion de un medicamento con frecuencia mayor que aquella con la que un médico
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administraria el medicamento durante un régimen de mantenimiento, o ambas cosas. Las expresiones "régimen de
mantenimiento" o "periodo de mantenimiento" se refieren a un régimen terapéutico (o una parte de un régimen
terapéutico) que se utiliza para mantener a un sujeto durante el tratamiento de una enfermedad, por ejemplo para
mantener en remision al sujeto durante largos periodos de tiempo (meses o afios). Un régimen de mantenimiento
puede emplear terapia continua (por ejemplo administrar un medicamento a intervalos regulares, por ejemplo
semanalmente, mensualmente, anualmente, etc.) o terapia intermitente (por ejemplo tratamiento interrumpido,
tratamiento intermitente, tratamiento en caso de recaida o tratamiento tras haber alcanzado un criterio
predeterminado particular [por ejemplo, manifestacion de la enfermedad, etc.]).

En la presente memoria, el término "rabdomidlisis" tiene su significado general en la técnica, y se refiere a la
rabdomidlisis tal como esta descrita en las clasificaciones M62.8, T79.5 y T79.6 de la Organizacién Mundial de la
Salud. El término "rabdomidlisis" se refiere a una afeccion médica compleja que implica una rapida disolucion de
musculo esquelético dafiado o lesionado. Esta disrupcion de la integridad del musculo esquelético conduce a la
liberacion directa de componentes musculares intracelulares, entre ellos mioglobina, creatina cinasa (CK, por sus
siglas en inglés), aldolasa y lactato deshidrogenasa, asi como electrolitos, al torrente sanguineo y al espacio
extracelular. La rabdomidlisis varia desde una enfermedad asintomatica con elevacién de los niveles de CK hasta
una afeccion potencialmente mortal asociada con aumentos extremos de CK, desequilibrios de electrolitos,
insuficiencia renal aguda (IRA) y coagulacion intravascular diseminada. Aunque la rabdomidlisis es originada muy
frecuentemente por una lesion traumatica directa, la afeccién también puede ser consecuencia de farmacos, toxinas,
infecciones, isquemia muscular, trastornos de electrélitos y metabdlicos, trastornos genéticos tales como mutaciones
de lipina-1, esfuerzo o reposo prolongado en cama y estados inducidos por temperatura, tales como el sindrome
neuroléptico maligno (SNM) y la hipertermia maligna (HM). Una necrosis masiva, que se manifiesta como debilidad
de las extremidades, mialgia, hinchazén y cominmente pigmenturia macroscopica sin hematuria, es el denominador
comun tanto de la rabdomidlisis traumatica como de la no traumatica (Torres et al., 2015; Zimmerman y Shen, 2013;
Zutt et al., 2014). El término "rabdomidlisis" también se refiere a formas juveniles de rabdomidlisis grave y recurrente,
que son trastornos hereditarios caracterizados por la presencia de mioglobinuria, altos niveles séricos de creatinina
cinasa y lesion renal aguda [1, 2]. El término "rabdomidlisis" también se refiere a la rabdomidlisis relacionada con
lipina-1 y a formas juveniles de rabdomidlisis grave y recurrente relacionadas con lipina-1 causadas por mutaciones
LPINT.

En la presente memoria, el término "TLR9" tiene su significado general en la técnica, y se refiere al receptor tipo Toll
9, un miembro de una familia de receptores inmunitarios innatos, los TLR, que detectan "sefiales de peligro", activan
vias de sefalizacién e inducen respuestas inflamatorias [37, 38, 39]. Los TLR estan presentes en la superficie
celular o en compartimentos endosémicos, siendo esto ultimo el caso del TLR9 [40]. El término "TLR9" también se
refiere a CD289 (por “Cluster of Differentiation” (grupo de diferenciacion) 289).

La expresion "antagonista de TLR9" se refiere a un compuesto que bloquea o inactiva TLR9 selectivamente. En la
presente memoria, la expresion "bloquea o inactiva selectivamente" se refiere a un compuesto que preferiblemente
se une a TLR9 y lo bloquea o inactiva con una afinidad y potencia, respectivamente, mayores que su interaccion con
los otros subtipos o isoformas de la familia TLR (tales como TLR3, TLR7 y TLR8). Se contemplan compuestos que
prefieren TLR9, pero que también pueden bloquear o inactivar otros subtipos de TLR, tales como antagonistas
parciales o totales. La expresion "antagonista de TLR9" se refiere a cualquier compuesto que puede bloquear directa
o indirectamente la cascada de transduccion de sefial relacionada con el TLR9. El "antagonista de TLR9" también
puede estar constituido por compuestos que inhiben la uniéon del ligando de TLR9 oligonucledtido de CpG
(oligonucledtido de citidina-fosfato-guanosina) a TLR9, tales como compuestos que tienen la capacidad de unirse al
oligonucledtido de CpG con alta afinidad y especificidad o compuestos que compiten con el oligonucleétido de CpG.
La expresion "antagonista de TLR9" también se refiere a la inhibicion de la activacion endosémica de TLR9, ya sea
por inhibicién de la acidificacion endosémica, evitando asi la maduracién proteolitica de los TLR endosémicos, o por
intercalacion en ligandos de acido nucleico, evitando asi su unién a los TLR. Normalmente, un antagonista de TLR9
es una molécula organica pequefia, un oligonucleétido, un polipéptido, un aptamero o un intra-anticuerpo.

Los expertos en la materia conocen bien pruebas y ensayos para determinar si un compuesto es un antagonista de
TLRO, tal como se describe en Hoque et al., 2013; Matin et al., 2015; Jiang et al., 2013; Kader et al., 2013; David et
al., 2013; Kandimalla et al., 2013; Li et al., 2011; Wang ef al., 2009; Yu et al., 2009; Zhang et al., 2010; Zhu et al.,
2013; y los documentos US 7.498.409; WO 2005/007672; WO 2011/009015; WO 2012/022948; WO 2009/023819;
WO 2011/041311; WO 2011/159958 y CN101712957.

Los antagonistas de TLR9 son bien conocidos en la técnica, como lo ilustran Hoque et al., 2013; Matin et al., 2015;
Jiang et al., 2013; Kader et al., 2013; David et al., 2013; Kandimalla et al., 2013; Li et al., 2011; Wang et al., 2009; Yu
et al., 2009; Zhang et al., 2010; Zhu et al., 2013; y los documentos US 7.498.409; WO 2005/007672; WO
2011/009015; WO 2012/022948; WO 2009/023819; WO 2011/041311; WO 2011/159958 y CN101712957.

En particular, el antagonista de TLR9 es un oligonucleétido de tipo CPG-ODNi (oligonucleétido inhibidor con citidina-
fosfato-guanosina), tal como CpG-ODN 2088; CpG-ODN c41; IMO3100; IMO8400; IRS954 (DV1079); ALX-746-351;
un antagonista oligodesoxinucledtido de fosforotioato monocatenario tal como DV056 y oligonucleétidos descritos en
Matin et al., 2015; Jiang et al., 2013; Kader et al., 2013; David et al., 2013; Kandimalla et al., 2013; Li et al., 2011;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2770367 T3

Wang et al., 2009; Yu et al., 2009; Zhang et al., 2010; Zhu et al., 2013; y los documentos WO 2012/022948; WO
2009/023819; WO 2011/041311; WO 2011/159958; CN101712957.

En particular, el antagonista de TLR9 es un compuesto, tal como (-)-morfinanos y derivados de (+)-morfinano tales
como COV08-0064; COV08-0093; polimeros de union a acido nucleico y otros agentes de uniéon a acido nucleico,
entre ellos antimalaricos tales como cloroquina, primaquina e imidazoquinolinas; 4-aminoquinolinas; quinazolinas;
CMZ 203-84; CMZ 203-85; CMZ 203-88; CMZ 203-88-1; CMZ 203-89; CMZ 203-91; aminoquinolinas tales como
hidroxicloroquina y sulfato de hidroxicloroquina (Plaquenil); quinacrina; bafilomicina A; CPG52364 y compuestos
descritos, por ejemplo, en Hoque et al, 2013; y los documentos WO 2005/007672; WO 2011/009015; WO
2012/022948; WO 2011/041311.

En particular, el antagonista de TLR9 descrito en la presente memoria es un aptamero. Los aptameros son una clase
de moléculas que representan una alternativa a los anticuerpos en términos de reconocimiento molecular. Los
aptameros son secuencias oligonucleotidicas con la capacidad de reconocer practicamente cualquier clase de
moléculas diana con alta afinidad y especificidad. Se pueden aislar estos ligandos mediante la aplicacion de SELEX
(“Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment” o Evolucion sistematica de ligandos mediante
enriquecimiento exponencial) a una biblioteca de secuencias aleatorias, como se describe en Tuerk C. y Gold L.,
1990. La biblioteca de secuencias aleatorias se puede obtener mediante sintesis quimica combinatoria de ADN. En
dicha biblioteca, cada miembro es un oligémero lineal, eventualmente modificado quimicamente, con una secuencia
Unica. Las posibles modificaciones, usos y ventajas de esta clase de moléculas han sido revisadas en Jayasena S.
D., 1999. Los aptameros peptidicos consisten en una region variable de anticuerpo restringida conformacionalmente
y presentada por una proteina de plataforma, tal como la tiorredoxina A de E. coli, que se selecciona de bibliotecas
combinatorias mediante dos métodos hibridos (Colas et al., 1996). Entonces, después de generar aptameros
dirigidos contra TLR9 como se ha descrito en lo que antecede, el experto en la materia puede seleccionar faciimente
aquellos que inhiben TLR9.

En particular, el compuesto descrito en la presente memoria es un inhibidor de la expresién de TLRO.

Cuando se usa en el contexto de la expresion de un gen o acido nucleico, el término "expresion" se refiere a la
conversion de la informacion contenida en un gen, en un producto génico. Un producto génico puede ser el producto
transcripcional directo de un gen (por ejemplo ARNm, ARNt, ARNr, ARN antisentido, ribozima, ARN estructural o
cualquier otro tipo de ARN) o bien una proteina producida por traduccion de un ARNm. Los productos génicos
también incluyen ARN mensajeros que son modificados mediante procesos tales como encapsulado,
poliadenilacién, metilacion y edicion, y proteinas (por ejemplo, TLR9) modificadas, por ejemplo, mediante metilacion,
acetilacion, fosforilacion, ubiquitinacion, SUMOilacion, ADP-ribosilacion, miristilacion y glicosilacion.

Un "inhibidor de expresion" se refiere a un compuesto natural o sintético que tiene el efecto bioldgico de inhibir la
expresion de un gen.

Los inhibidores de la expresion de TLR9 para su uso en la presente descripcidon pueden estar basados en
construcciones oligonucleotidicas antisentido. Los oligonucleétidos antisentido, entre ellos las moléculas de ARN
antisentido y las moléculas de ADN antisentido, actuarian para bloquear directamente la traduccion del ARNm de
TLR9 al unirse al mismo y evitar asi la traduccién proteica o aumentar la degradacion del ARNm, disminuyendo asi
el nivel de proteinas TLR9, y por tanto su actividad, en una célula. Por ejemplo, mediante técnicas convencionales
de fosfodiéster se pueden sintetizar oligonucleétidos antisentido de al menos aproximadamente 15 bases,
complementarios a regiones unicas de la secuencia de transcripcion de ARNm que codifica TLR9, por ejemplo, y
administrarlos mediante inyeccion intravenosa o infusion, por ejemplo. Los métodos para utilizar técnicas antisentido
para aliviar especificamente la expresion génica de genes cuya secuencia es conocida son bien conocidos en la
técnica (véanse, por ejemplo, las patente de EE. UU. n.°s 6.566.135; 6.566.131; 6.365.354; 6.410.323; 6.107.091;
6.046.321 y 5.981.732).

Los ARN inhibidores pequefios (ARNip) también pueden funcionar como inhibidores de la expresion de TLR9 para
su uso en la presente descripcion. Se puede reducir la expresion génica de TLR9 poniendo en contacto el sujeto o la
célula con un ARN bicatenario pequefio (ARNbp), o un vector o constructo que provoque la produccion de un ARN
bicatenario pequefio, de modo que la expresion de TLR9 quede especificamente inhibida (es decir, ARN de
interferencia o ARNi). Los métodos para seleccionar un ARNbp o vector codificante de ARNbp, adecuado, son bien
conocidos en la técnica para genes cuya secuencia es conocida (por ejemplo, véase Tuschl, T. et al. (1999);
Elbashir, S.M. et al. (2001); Hannon, G J. (2002); McManus, M.T. et al. (2002); Brummelkamp, T.R. et al. (2002); las
patentes de EE. UU. n.®® 6.573.099 y 6.506.559; y las publicaciones de patente internacional n.°> WO 01/36646, WO
99/32619 y WO 01/68836).

Las ribozimas también pueden funcionar como inhibidores de la expresién de TLR9 para su uso en la presente
descripcion. Las ribozimas son moléculas de ARN enzimaticas capaces de catalizar la escision especifica de ARN.
El mecanismo de accién de la ribozima implica la hibridacién especifica de secuencia, de la molécula de ribozima,
con el ARN diana complementario, seguida de escisién endonucleolitica. Por tanto, las moléculas de ribozima con
motivo de horquilla o de cabeza de martillo modificadas mediante ingenieria, que catalizan de manera especifica y
eficazmente la escisién endonucleolitica de secuencias de ARNm de TLR9 son utiles dentro del alcance de la
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presente descripcion. Los sitios especificos de escision por ribozima dentro de cualquier diana de ARN potencial se
identifican inicialmente escaneando la molécula diana en busca de sitios de escisiéon por ribozima, que normalmente
incluyen las siguientes secuencias, GUA, GUU y GUC. Una vez identificados, se pueden evaluar secuencias cortas
de ARN de entre aproximadamente 15 y 20 ribonucleétidos correspondientes a la region del gen diana que contiene
el sitio de escision, en cuanto a las caracteristicas estructurales predichas, tales como la estructura secundaria, que
pueden hacer que la secuencia oligonucleotidica sea inadecuada. También se puede evaluar la idoneidad de las
dianas candidatas analizando su capacidad de hibridaciéon con oligonucleétidos complementarios, mediante el uso
de, por ejemplo, ensayos de proteccion de ribonucleasa.

Tanto los oligonucleétidos antisentido como las ribozimas utiles como inhibidores de la expresion de TLR9 se
pueden preparar por métodos conocidos. Estos incluyen técnicas de sintesis quimica tales como, por ejemplo, la
sintesis quimica mediante fosforamidita en fase solida. Como alternativa, se pueden generar moléculas de ARN
antisentido mediante la transcripcion in vitro o in vivo de secuencias de ADN que codifiquen la molécula de ARN.
Tales secuencias de ADN se pueden incorporar en una amplia variedad de vectores que incorporen promotores de
ARN polimerasa adecuados, tales como los promotores de polimerasa T7 o SP6. Se pueden introducir diversas
modificaciones a los oligonucledtidos descritos en la presente memoria, como medio de aumentar la estabilidad
intracelular y el periodo de semivida. Las modificaciones posibles incluyen, pero sin limitacion, la adicién de
secuencias flanqueantes de ribonucledtidos o desoxirribonucleétidos a los extremos 5' y/o 3' de la molécula, o el uso
de uniones fosoforotioato o 2’-O-metilo en lugar de uniones fosfodiesterasa dentro del esqueleto principal del
oligonucledtido.

Los ARNip oligonucleotidicos antisentido y ribozimas descritos en la presente memoria pueden administrarse in vivo
solos o en asociaciéon con un vector. En su sentido mas amplio, un "vector" es cualquier vehiculo capaz de facilitar la
transferencia del ARNip oligonucleotidico antisentido o del acido nucleico ribozimico a las células, y preferiblemente
a células que expresan TLR9. Preferiblemente, el vector transporta el acido nucleico a las células con una
degradacion reducida en relacion con el grado de degradacion que se produciria en ausencia del vector. En general,
los vectores descritos en la presente memoria incluyen, pero sin limitacion, plasmidos, fagémidos, virus, otros
vehiculos derivados de fuentes viricas o bacterianas que han sido manipulados mediante la inserciéon o
incorporacion del ARNip oligonucleotidico antisentido o las secuencias de acido nucleico de ribozimas. Los vectores
viricos son un tipo preferido de vector e incluyen, pero sin limitacion, secuencias de acido nucleico procedentes de
los siguientes virus: retrovirus, tales como el virus de la leucemia murina de Moloney, el virus del sarcoma murino de
Harvey, el virus del tumor mamario murino y el virus del sarcoma de Rous; adenovirus, virus adenoasociados; virus
del tipo virus simico (SV) 40; poliomavirus; virus del herpes; virus del papiloma; virus de vaccinia; poliovirus; y virus
de ARN tales como un retrovirus. Se pueden emplear facilmente otros vectores no nombrados pero conocidos en la
técnica.

Los vectores viricos preferidos se basan en virus eucariéticos no citopaticos en los que genes no esenciales han
sido reemplazados por el gen de interés. Los virus no citopaticos incluyen retrovirus (por ejemplo, lentivirus), cuyo
ciclo de vida implica la transcripcion inversa de ARN virico genémico en el ADN, con posterior integracion pro-virica
en el ADN celular anfitrion. Los retrovirus han sido aprobados para ensayos de terapia génica humana. Los mas
utiles son aquellos retrovirus con deficiencia de replicacion (es decir, capaces de dirigir la sintesis de las proteinas
deseadas, pero incapaces de producir una particula infecciosa). Estos vectores retroviricos de expresion, alterados
genéticamente, tienen utilidad general para la transduccion de genes in vivo con alta eficiencia. En KRIEGLER (A
Laboratory Manual, W. H. Freeman & Co., Nueva York, 1990) y en MURRY ("Methods in Molecular Biology", vol. 7,
Humana Press, Inc., Cliffton, N.J., 1991) se ofrecen protocolos estandar para producir retrovirus con deficiencia de
replicacién (con inclusion de los pasos de incorporacion de material genético exégeno a un plasmido, transfeccion,
con plasmido, de una linea celular de empaquetamiento, produccién de retrovirus recombinantes por la linea celular
de empaquetamiento, recoleccion de particulas viricas desde medios de cultivo de tejido e infeccion de las células
diana con particulas viricas).

Los virus preferidos para ciertas aplicaciones son los adenovirus y los virus adenoasociados (VAA), que son virus de
ADN bicatenario que ya han sido aprobados para uso humano en terapia génica. Los VAA pueden disefiarse
mediante ingenieria para que sean deficientes en la replicaciéon y capaces de infectar una amplia gama de tipos
celulares y especies. Presentan ademas ventajas tales como estabilidad frente al calor y los solventes de lipidos;
altas frecuencias de transduccion en células de diversos linajes, entre ellas las células hematopoyéticas; y falta de
inhibicion de la superinfeccion, lo que permite multiples series de transducciones. Segun se ha descrito, los VAA
pueden integrarse en el ADN celular humano de una manera especifica para el sitio, minimizando asi la posibilidad
de mutagénesis insercional y la variabilidad de la expresion génica insertada caracteristica de la infeccion retrovirica.
Ademas, se ha realizado el seguimiento de infecciones con AAV de tipo silvestre en cultivo de tejido durante mas de
100 pases en ausencia de presion selectiva, lo que implica que la integracion gendmica de los VAA es un suceso
relativamente estable. Los VAA también pueden funcionar de manera extracromosémica.

Otros vectores incluyen vectores plasmidicos. En la técnica se han descrito ampliamente vectores plasmidicos, y son
bien conocidos por los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, SANBROOK et al., "Molecular Cloning: A
Laboratory Manual", segunda ediciéon, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. En los ultimos afios se han
utilizado vectores plasmidicos como vacunas de ADN para introducir in vivo en células genes que codifican
antigeno. Resultan particularmente ventajosos para ello porque no presentan los mismos problemas de seguridad
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que muchos de los vectores viricos. Sin embargo, estos plasmidos, que tienen un promotor compatible con la célula
anfitrién, pueden expresar un péptido a partir de un gen codificado operativamente dentro del plasmido. Algunos
plasmidos de uso comun incluyen pUC18, pUC19, pRC/CMV y pBlueScript. Los expertos ordinarios en la materia
conocen bien otros plasmidos. Ademas, se pueden disefiar a medida plasmidos utilizando enzimas de restriccion y
reacciones de ligadura para eliminar y afiadir fragmentos de ADN especificos. Los plasmidos pueden ser
administrados a través de diversas vias parenterales, mucosas y topicas. Por ejemplo, se puede inyectar el plasmido
de ADN por via intramuscular, intradérmica, subcutanea, o por otras vias. También se puede administrar mediante
aerosoles intranasales o gotas, supositorios rectales y por via oral. También se puede administrar en la epidermis o
en una superficie mucosa usando un cafidon génico. Se pueden administrar plasmidos en una solucién acuosa,
secados sobre particulas de oro o en asociacién con otro sistema de administracion de ADN, entre ellos, pero sin
limitacion, liposomas, dendrimeros, cocleato y microencapsulacion.

Normalmente, los compuestos descritos en lo que antecede se administran al sujeto en una cantidad
terapéuticamente eficaz.

Por "cantidad terapéuticamente eficaz" del compuesto descrito en lo que antecede se entiende una cantidad del
compuesto suficiente para tratar la rabdomidlisis con una relacion beneficio/riesgo razonable, aplicable a cualquier
tratamiento médico. Se entendera, sin embargo, que el uso diario total de los compuestos y composiciones descritos
en la presente memoria sera decidido por el médico tratante dentro del alcance de un criterio médico fundado. El
nivel de dosis terapéuticamente eficaz especifico para cualquier sujeto particular dependera de diversos factores,
entre ellos el trastorno que se esta tratando y la gravedad del trastorno; la actividad del compuesto especifico
empleado; la composicion especifica empleada, la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo y la dieta del
sujeto; el momento de la administracion, la via de administracion y la tasa de excrecion del compuesto especifico
empleado; la duracién del tratamiento; los farmacos utilizados en combinacién o coincidentemente con el compuesto
especifico empleado; y factores analogos bien conocidos en las ciencias médicas. Por ejemplo, esta dentro de la
pericia de la técnica comenzar la administracion del compuesto con dosis inferiores a las requeridas para lograr el
efecto terapéutico deseado, y aumentar gradualmente la dosis hasta que se consiga el efecto deseado. No obstante,
la dosis diaria de los productos puede variar dentro de un amplio intervalo de 0,01 a 1.000 mg al dia, para un adulto.
Normalmente, las composiciones contienen 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 25,0, 50,0, 100, 250 y 500
mg del compuesto descrito en la presente memoria, para el ajuste sintomatico de la dosis al sujeto que esta siendo
tratado. Un medicamento contiene normalmente de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 500 mg del
compuesto descrito en la presente memoria, preferiblemente de 1 mg a aproximadamente 100 mg del compuesto
descrito en la presente memoria. Normalmente se suministra una cantidad eficaz del farmaco a un nivel de dosis
desde 0,0002 mg/kg de peso corporal y dia hasta aproximadamente 20 mg/kg, especialmente desde
aproximadamente 0,001 mg/kg de peso corporal y dia hasta 7 mg/kg.

En particular, el compuesto descrito en la presente memoria puede ser utilizado en una concentracion entre 0,01 uM
y 20 uM, en particular, el compuesto descrito en la presente memoria puede ser utilizado en una concentracion de
0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 pM.

En un aspecto adicional, la presente descripcion se refiere al compuesto descrito en la presente memoria en
combinacién con uno o varios compuestos anti-rabdomidlisis, para su uso en el tratamiento de la rabdomidlisis en un
sujeto que lo necesita.

La expresion "compuestos anti-rabdomidlisis” tiene su significado general en la técnica, y se refiere a compuestos
utilizados en la terapia de la rabdomidlisis, tales como compuestos utilizados para preservar la funcion renal y
restaurar los trastornos metabdlicos, tales como fluido intravenoso (FIV), solucién salina isotonica, solucion de
Ringer con lactato, diuréticos, bicarbonato, manitol, corticosteroides, acetazolamida, antioxidantes, paracetamol y
L-carnitina. La terapia de la rabdomidlisis también esta relacionada con la hemodialisis, alcalinizacion de la orina y la
terapia de reemplazo renal continuo (TRRC) (Zimmerman y Shen, 2013; Zutt et al., 2014). La expresion "compuestos
anti-rabdomidlisis" también se refiere a farmacos y compuestos anticalcio que inhiben el flujo entrante de calcio al
citoplasma, tales como Dantrium (dantroleno), bromocriptina, fenitoina, bepridilo, bloqueantes de canal de calcio
tales como agentes dihidropiridinicos tales como nifedipino (ADALATE), amlodipino (AMLOR), felodipino (FLODIL),
isradipino (ICAZ), lacidipino (CALDINE), nicardipino (LOXEN), nitrendipino (BAYPRESS) y nimodipino (NIMOTOPE);
y agentes no dihidropiridinicos tales como verapamilo (clase de las fenilalquilaminas) y diltiazem (clase de las
benzotiazepinas).

Conforme a la presente descripcion, el compuesto descrito en la presente memoria se administra de manera
secuencial o concomitante con uno o varios compuestos anti-rabdomidlisis.

La presente descripcion se refiere también a un método para tratar la rabdomidlisis en un sujeto que lo necesita, que
comprende el paso de administrar a dicho sujeto el compuesto descrito en la presente memoria.

En un aspecto adicional, la presente descripcion se refiere a un método para seleccionar un compuesto candidato
para su uso como farmaco para tratar la rabdomidlisis en un sujeto que lo necesita, en donde el método comprende
los pasos de:
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- proporcionar un TLR9, proporcionar una célula, muestra de tejido o un organismo no humano que expresa
un TLR9,

- proporcionar un compuesto candidato tal como una molécula organica pequefia, un oligonucleétido, un
polipéptido, un aptamero o un intra-anticuerpo,

- medir la actividad de TLR9 y el flujo entrante de calcio,

- seleccionar positivamente compuestos candidatos que inhiben la actividad de TLR9 o inhiben el flujo
entrante de calcio.

Son bien conocidos en la técnica métodos para medir la actividad de TLR9. Por ejemplo, medir la actividad de TLR9
implica determinar una Ki para el TLR9 clonado y transfectado de manera estable en una linea celular CHO, medir
uno o varios de los segundos mensajeros del TLR9 (MyD88, IRAK, TRAF6 y TAK1), medir mediadores inflamatorios
de TLRO tales como NF-kB, IL-6 y genes estimulados por interferén tales como IF27 y SIGLEC-1, y utilizar la linea
celular de TLR9 HEK-Blue que expresa una fosfatasa alcalina placentaria secretada (SEAP, por sus siglas en inglés)
que responde a TLR9, inducible por NF-kB, medir el flujo de calcio intracelular en presencia o en ausencia del
compuesto candidato (Hoque et al., 2013; Matin et al., 2015; Jiang et al., 2013; Kader et al., 2013; David et al., 2013;
Kandimalla et al., 2013; Li et al., 2011; Wang et al., 2009; Yu et al., 2009; Zhang et al., 2010; Zhu et al., 2013; y
documentos US 7.498.409; WO 2005/007672; WO 2011/009015; WO 2012/022948; WO 2009/023819; WO
2011/041311; WO 2011/159958; CN101712957).

Son bien conocidos en la técnica pruebas y ensayos para seleccionar y determinar si un compuesto candidato es un
antagonista de TLR9 (Hoque et al., 2013; Matin et al., 2015; Jiang et al., 2013; Kader et al., 2013; David et al., 2013;
Kandimalla et al., 2013; Li et al., 2011; Wang et al., 2009; Yu et al., 2009; Zhang et al., 2010; Zhu et al., 2013; y
documentos US 7.498.409; WO 2005/007672; WO 2011/009015; WO 2012/022948; WO 2009/023819; WO
2011/041311; WO 2011/159958; CN101712957). Se pueden emplear ensayos in vitro e in vivo para evaluar la
potencia y la selectividad de los compuestos candidatos para inhibir la actividad de TLRO.

Las actividades de los compuestos candidatos, su capacidad para unirse a TLR9 y su capacidad para inhibir la
actividad de TLR9 se pueden ensayar utilizando células B aisladas, monocitos, células asesinas naturales (en inglés,
"natural killer" o NK), células dendriticas plasmacitoides (CDp), mioblastos o células HEK293 que expresan TLRY,
linea celular CHO clonada y transfectada de manera estable con el TLR9 humano.

Las actividades de los compuestos candidatos y su capacidad para unirse a TLR9 se pueden evaluar mediante la
determinacion de una Ki para el TLR9 clonado y transfectado de manera estable en una linea celular CHO, la
medicion de uno o varios de los segundos mensajeros de TLR9 (MyD88, IRAK, TRAF6 y TAK1), la medicion de
mediadores inflamatorios de TLR9 tales como NF-kB, IL-6 y genes estimulados por interferon tales como IF27 y
SIGLEC-1, y el uso de la linea celular de TLR9 HEK-Blue que expresa una fosfatasa alcalina placentaria secretada
(SEAP) que responde a TLR9, inducible por NF-kB, en presencia o en ausencia del compuesto candidato. La
capacidad de los compuestos candidatos para inhibir la actividad de TLR9 se puede evaluar midiendo indicadores
tales como el producto génico endégeno cuya expresion es inducida por NF-kB, tal como una citocina que incluye IL-
12, IFN-y, IL-1, TNF-q, IL-6 y ofras citocinas inflamatorias, y midiendo la disminucién del flujo de calcio intracelular.

Se pueden emplear células que expresan otro TLR distinto de TLR9 para evaluar la selectividad de los compuestos
candidatos.

Los métodos para medir el flujo entrante de calcio son bien conocidos en la técnica (Guo et al., Endocrinology. 2010;
151(8):3502-13). Las pruebas y ensayos para seleccionar y determinar si un compuesto candidato es un farmaco
anticalcio o un compuesto que inhibe la entrada de calcio en el citoplasma se puede realizar mediante un ensayo de
cuantificacion de calcio, tal como el ensayo Fluo-4, como se describe en el ejemplo.

Los compuestos descritos en la presente memoria se pueden usar o preparar en una composicion farmacéutica.

En particular, la presente descripcion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de la
invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable para su uso en el tratamiento de la rabdomidlisis en un sujeto
que lo necesita.

Normalmente, se puede combinar el compuesto descrito en la presente memoria con excipientes farmacéuticamente
aceptables, y opcionalmente matrices de liberacion sostenida, tales como polimeros biodegradables, para formar
composiciones terapéuticas.

El término "farmacéuticamente" o la expresion "farmacéuticamente aceptable” se refieren a entidades moleculares y
composiciones que no producen una reaccion adversa, alérgica u ofra reaccion desfavorable cuando son
administradas a un mamifero, especialmente un ser humano, seguin corresponda. Un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable se refiere a un material de carga, diluyente, material de encapsulacion o auxiliar de
formulacién sélido, semisélido o liquido, no téxico, de cualquier tipo.

En las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria para la administracion oral, sublingual,
subcutanea, intramuscular, intravenosa, transdérmica, local o rectal, el principio activo, solo o en combinacién con
otro principio activo, puede administrarse en una forma unitaria de administracién, como mezcla con soportes
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farmacéuticos convencionales, a animales y seres humanos. Las formas unitarias de administracion adecuadas
comprenden formas por via oral tales como comprimidos, capsulas de gel, polvos, granulos y suspensiones o
soluciones orales, formas de administracion sublingual y bucal, aerosoles, implantes, formas de administracion
subcutanea, transdérmica, topica, intraperitoneal, intramuscular, intravenosa, subdérmica, transdérmica, intratecal e
intranasal, y formas de administracion rectal.

Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas contienen vehiculos, que son farmacéuticamente aceptables para
una formulaciéon apta para ser inyectada. Estos pueden ser, en particular, soluciones salinas isotonicas, estériles
(fosfato de monosodio o de disodio, cloruro de sodio, de calcio o de magnesio y similares, o mezclas de sales de
este tipo) o composiciones secas, en especial liofilizadas, que tras la adicion, segun el caso, de agua esterilizada o
solucion salina fisiologica, permiten la constitucion de soluciones inyectables.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles;
formulaciones que incluyen aceite de sésamo, aceite de cacahuete o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para la
preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe ser
estéril y debe ser fluida en un grado que permita una facil inyectabilidad. Debe ser estable en las condiciones de
fabricacion y de almacenamiento, y debe estar preservada contra la acciéon contaminante de microorganismos, tales
como bacterias y hongos.

Las soluciones que comprenden compuestos descritos en la presente memoria como base libre o sales
farmacologicamente aceptables se pueden preparar en agua mezclada adecuadamente con un tensioactivo, tal
como hidroxipropilcelulosa. También se pueden preparar dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos y
mezclas de los mismos, y en aceites. En condiciones normales de almacenamiento y de uso, estas preparaciones
contienen un conservante para prevenir el crecimiento de microorganismos.

El compuesto descrito en la presente memoria se puede formular en una composicién en forma neutra o salina. Las
sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales por adicién de acido (formadas con los grupos amino libres
de la proteina), que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acido clorhidrico o fosférico, o acidos
organicos tales como acido acético, oxalico, tartarico, mandélico y similares. También se pueden obtener sales
formadas con los grupos carboxilo libres, a partir de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxido de sodio,
de potasio, de amonio, de calcio o férrico, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina,
procaina y similares.

El vehiculo también puede ser un disolvente o medio dispersante que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejemplo glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos y aceites
vegetales. La fluencia adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento, tal como la
lecitina, mediante la conservacion del tamafio de particula requerido en el caso de una dispersion y mediante el
empleo de tensioactivos. La prevencion de la accion de microorganismos se puede conseguir mediante diversos
agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo parabenos, clorobutanol, fenol, acido sorbico, timerosal y
similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo azucares o cloruro de sodio. La
absorcién prolongada de las composiciones inyectables se puede conseguir mediante el uso en las composiciones
de agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo monoestearato de aluminio y gelatina.

Se preparan soluciones inyectables estériles incorporando los compuestos activos, en la cantidad requerida, al
disolvente apropiado junto con varios de los demas ingredientes enumerados mas arriba, seguin se requiera, seguido
de esterilizacion por filtracion. Por lo general, las dispersiones se preparan incorporando los diversos ingredientes
activos esterilizados a un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los otros ingredientes
requeridos, dentro de los enumerados mas arriba. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son técnicas de secado al vacio y de liofilizacion que
proporcionan un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado, a partir de una solucién
de esto, previamente sometida a filtracién esterilizante.

Una vez formuladas, se administraran las soluciones de un modo compatible con la formulacién farmacéutica, y en
una cantidad que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran faciimente en una variedad de
formas farmacéuticas, por ejemplo del tipo de las soluciones inyectables descritas mas arriba, pero también se
pueden emplear capsulas de liberacion de farmaco y similares.

Para la administracién parenteral en una solucion acuosa, por ejemplo, la solucion debe estar tamponada
adecuadamente en caso necesario, y primeramente se ha de hacer isoténico el diluyente liquido, con suficiente
solucion salina o glucosa. Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para la
administracién intravenosa, intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. En relacién con esto, los expertos en la
técnica conoceran medios acuosos estériles que pueden emplearse a la luz de la presente descripcion.
Necesariamente se produciran algunas variaciones en la dosis, dependiendo del estado del sujeto a tratar. En
cualquier caso, la persona responsable de la administracion determinara la dosis adecuada para un sujeto particular.

Ademas de los compuestos descritos en la presente memoria formulados para la administraciéon parenteral, tal como
la inyeccion intravenosa o intramuscular, otras formas farmacéuticamente aceptables incluyen, por ejemplo,
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comprimidos u otros solidos para la administracién por via oral; formulaciones liposomales; capsulas de liberacion
prolongada; y cualquier otra forma actualmente utilizada.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria pueden incluir cualquier compuesto adicional
que se emplee en el tratamiento de la rabdomidlisis. Por ejemplo, la terapia anti-rabdomidlisis puede incluir
compuestos que se utilizan para preservar la funcién renal y restaurar los trastornos metabdlicos, tales como fluido
intravenoso (FIV), solucion salina isotonica, solucion de Ringer con lactato, diuréticos, bicarbonato, manitol,
corticosteroides, acetazolamida, antioxidantes, paracetamol y L-carnitina; y farmacos y compuestos anticalcio que
inhiben el flujo entrante de calcio al citoplasma.

En particular, dichos compuestos activos adicionales pueden estar contenidos en la misma composicion, o bien se
pueden administrar por separado.

En particular, la composicién farmacéutica descrita en la presente memoria se refiere a la preparacion combinada
para uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento de la rabdomidlisis en un sujeto que lo necesita.

La presente descripcién también proporciona kits que comprenden el compuesto descrito en la presente memoria.
Los kits que contienen el compuesto descrito en la presente memoria tienen utilidad en métodos terapéuticos.

Se ilustrara adicionalmente la presente descripcion mediante las figuras y ejemplos que siguen. No obstante, estos
ejemplos y figuras no deben interpretarse en modo alguno como limitantes del alcance de la presente descripcion.

Figuras:

Figura 1: La presencia de inflamacién en pacientes por lipina-1 se correlaciona con la actividad de la enfermedad, e
interviene en ella la hiperactivacién de TLRO.

A. B. La presencia de moléculas inflamatorias en sueros esta asociada con la enfermedad activa. C. La inflamacién
esta asociada con hipersensibilidad de células de paciente (células dendriticas (CD) y macréfagos) a ligandos de
TLRO sintéticos. D. La hipersensibilidad frente a agonistas de TLR9 conduce a una rapida maduracion de CD. E. La
hipersensibilidad frente a agonistas de TLR9 conduce a la activacion de la sefalizacion IFN de tipo | en los
pacientes. F. La inflamacion esta asociada con hipersensibilidad de células de paciente (mioblastos) a ligandos de
TLRO sintéticos. G. El tratamiento previo con los antagonistas o inhibidores de TLR9 cloroquina y primaquina es
suficiente para suprimir la secrecion de IL-6 en mioblastos estimulados con CpG-A

Figura 2: Deficiente actividad de PAP1 en CD de pacientes.

Figura 3: El tratamiento con hidroxicloroquina (Plaquenil®, 6 mg/kg/dia) induce una disminucion espectacular de
citocinas proinflamatorias (IL-8, RANTES, MCP-1) en sueros de paciente.

Ejemplos:
Ejemplo 1:
Material y métodos
Pacientes

Se realizaron experimentos en suero y células dendriticas (CD) y macrofagos de 9 pacientes portadores de dos
mutaciones heredadas recesivamente en el gen LPIN1 y 20 testigos sanos de edad y sexo equiparables. Todos los
pacientes habian presentado al menos un episodio de rabdomidlisis grave [21, 22]. Se obtuvieron del banco de
células del Hospital Cochin mioblastos de 4 testigos de edad y sexo equiparables. Este trabajo fue aprobado por el
Comité ético institucional con responsabilidad sobre los autores, tras declaracion al Departamento de investigacion
clinica y del desarrollo, y se obtuvo el consentimiento informado de los padres.

Biopsias musculares y mioblastos humanos primarios

Se aislaron mioblastos primarios humanos y se cultivaron como se describe. Se aislaron mioblastos CD56+
mediante separacion celular por citometria de flujo, utilizando un anticuerpo anti-CD56 conjugado con APC (de
Biosciences) y se mantuvieron rutinariamente en medio F10 suplementado con suero fetal bovino (FBS, por sus
siglas en inglés) al 20%.

Generacion de CD derivadas de monocitos

Se purificaron monocitos utilizando perlas inmunomagnéticas CD14 (Miltenyi Biotec, Paris, Francia) procedentes de
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de los 9 pacientes y de los individuos testigo, de la manera que
se describe. Se cultivaron monocitos durante 7 dias en medio RPMI 1640 que contenia 10% de FBS inactivado por
calor, penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 pg/mL (todos de Invitrogen Corporation, Paris, Francia), factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF, por sus siglas en inglés, Miltenyi Biotec) 50 ng/mL e
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interleucina (IL)-4 (Miltenyi Biotec) 100 ng/mL para generar células dendriticas inmaduras tal como se describe. Se
cosecharon las CD inmaduras y se transfirieron (108 células/pocillo) a placas de 96 pocillos y se incubaron con
lipopolisacarido LPS (500 ng/mL), flagelina (10 ng/mL), zimosano (1 pg/mL), CpG (5 pM), imiquimod (0,5 ug/mL),
poli(l:C) (1 pg/mL) o Pam3CSK4 (100 ng/mL), todos de Invivogen (Toulouse, Francia), durante 12 horas.

Ensayo de citocinas

Después de 12 horas de estimulacion de CD mediante TLR a 37 °C en aire humidificado que contenia 5% de CO.,
se midieron en los sobrenadantes de cultivo las concentraciones de IL-8 humana, IL-6, factor de necrosis tumoral
alfa (TNF)-a, IL-1B3, IL-10, IL-4, proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1), RANTES (factor regulado por
activacion, expresado y secretado por células T normales, por sus siglas en inglés) y proteinas inflamatorias de
macrofago (MIP)-1-a y B, con un kit para ensayo de citometria con perlas (CBA, por sus siglas en inglés) de citocina
humana (BD Biosciences, San José, California) conforme a las instrucciones del fabricante. Resumiendo, se
mezclaron 50 yL de sobrenadante con 50 pL de perlas de captura mixtas, y se generd una curva estandar. Después
de 3 horas de incubacion a temperatura ambiente, se lavaron las muestras y se suspendieron en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS, por sus siglas en inglés) y luego se analizaron mediante citometria de flujo (ARIA II;
BD Biosciences) con el software de analisis CBA (FCAP Array version 3.0; Soft Flow, St. Louis Park, Minnesota). Los
resultados se expresan en picogramos por mililitro.

Analisis de expresion génica

Se aislé el ARN total de células CMSP, CD y mioblastos utilizando el minikit RNeasy, y se preparé el ADNc
utilizando el kit de transcripcién inversa Quantitect después de agotar el ADN gendmico. Se evalué mediante RCPc-
TR (reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa en tiempo real), utilizando ensayos de expresion génica Tagman,
la expresion de un conjunto de 6 genes estimulados por interferon (ISG, por sus siglas en inglés) en células CMSP,
CD y mioblastos, y se normalizé frente a GAPDH. Los cebadores y sondas utilizados fueron los siguientes: IFI27 -
Hs01086370_m1, IFI44LHs00199115_m1, IFIT1 - Hs01675197_m1, RSAD2 - Hs00369813_m1, SIGLEC1 -
Hs00988063_m1, ISG15 - Hs01921425_s1, GAPDH - Hs03929097_g1 marcado con colorante FAM y amplificado en
una mezcla de reaccion universal. Para los genes regulados que no eran del tipo |, los cebadores y sondas utilizados
fueron los siguientes: CXCL9 Hs00171065 _m1, IL-12A Hs01073447_m1 e IL-6 Hs00985639_m1. La RCP
cuantitativa en tiempo real se realizé por duplicado utilizando el sistema Light Cycler VIIA7 (Roche). El valor RQ es
igual a 2AAct, donde AAct se calcula mediante la férmula: (CT objetivo - CTGAPDH) de la muestra de prueba -
(CT objetivo - CTGAPDH) de la muestra calibradora. Cada valor se obtiene de tres réplicas técnicas.

Inmunotransferencia de tipo Western

Se lisaron CD y mioblastos en 100 pL de tampon de muestra (SDS al 2%, glicerol al 10%, Tris-HCI 0,05 M, pH 6,8,
azul de bromofenol al 0,025%, DTT 0,05 M). Se resolvieron los lisados de proteinas celulares en geles SDS-PAGE al
4%-20% (Biorad), se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Biorad) y se bloque6 la membrana con leche
desnatada al 5%. Se realiz6é inmunotransferencia de proteinas con anti-lipina-1 monoclonal (RD, AF3885), anti-LC3
(clon: 51-11) (MBL, M115-3) anti-p62 (), y se utilizaron anti-Rab7b como anticuerpo primario, B-actina (AC-15) (Santa
Cruz Biotechnology, sc-69879) como control de carga e IgG anti-ratén, de cabra, Alexa Fluor 680 (A21057,
Invitrogen) como anticuerpo secundario. Las membranas fueron escaneadas mediante un Odyssey Infrared Imager
(LI-COR Biosciences).

Actividad de fosfatasa de acido fosfatidico (PAP)

Se midi6 la actividad de PAP a 37°C, durante 20 minutos, como se ha descrito anteriormente. Se midié la actividad
total de PAP en presencia de MgCl, 1 mM. Se midio la actividad de PAP2 (independiente de Mg?*) en las mismas
condiciones, salvo que se habia quelado el MgCl, mediante EDTA 2 mM. La actividad de PAP1 dependiente de Mg?*
se calculd restando la actividad de PAP2 de la actividad enzimatica total. Una unidad de actividad PAP se define
como la cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1 nmol de producto/minuto. La actividad especifica se
define como unidades por miligramo de proteina.

Microscopia de fluorescencia

Se realiz6 andlisis celular mediante microscopia de fluorescencia sobre CD y mioblastos extendidos en placas sobre
distintos soportes, entre ellos cubreobjetos revestidos con fibronectina, portaobjetos con microplantilla para el
analisis de células uniformes. Se fijaron las células, se permeabilizaron y se tifieron como se ha descrito mas arriba.
Se extendieron CD en el dia 7 sobre cubreobjetos de 12 mm revestidos con fibronectina, durante 3 horas en medio
completo, a 37°C. Se fijaron las células en PFA al 4% durante 20 minutos a temperatura ambiente, se
permeabilizaron en saponina al 0,2%/BSA al 0,2% en PBS, se inactivaron en glicina 0,2 M, pH 7, y se incubaron con
anticuerpos. Cuando correspondia, se extendieron en placas las células sobre portaobjetos con microplantilla y se
incubaron a 37°C para permitir la polarizacion. Se tomaron imagenes con un objetivo de inmersién en aceite Leica
SP8 40X. Las imagenes fueron analizadas utilizando los programas de soffware ImagedJ e Imaris.
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Movilizacién del calcio

Se midié la movilizacion intracelular del calcio en mioblastos utilizando el ensayo Fluo-4 de Invitrogen conforme a las
instrucciones del fabricante y tal como se ha definido mas arriba. Se cargaron las células con Fluo-4 1 yM durante
30 minutos, a 37°C, en 5% de C0O,/95% de O, como se ha descrito anteriormente (ref.). Después se transfirieron las
placas a una pletina con temperatura controlada (Harvard Apparatus, Holliston, MA, EE. UU.) en un microscopio
invertido Olympus IX-70. Se visualizaron los cultivos utilizando un objetivo de inmersiéon en agua, de fluorita, con
apertura numérica 40 x 0,7 (TC-SP8 Leica).

Antagonistas o inhibidores de TLR9

Para confirmar la participacion directa de TLR9, se estimularon mioblastos con CpG-A (ligando de TLR9) en
presencia del oligonucleétido inhibidor (ODN-i) rico en G o tras tratamiento previo con cloroquina o el respectivo
testigo de disolvente.

Ensayo de actividad Vps34 y produccion de Ptdins3P

Se detectd la actividad Vps34 mediante la visualizacion de la produccion de Ptdins3P en mioblastos y CD. Se
sembraron respectivamente mioblastos y CD en cubreobjetos de vidrio o revestidos con fibronectina. Transcurridas
24 horas se transfectaron las células con pEGFP-2xFYVE, utilizando reactivo jetPrime (Polyplus). 16 horas mas
tarde se fijaron en PFA los cubreobjetos y se sometieron a tratamiento para inmunofluorescencia con el fin de
detectar la sonda GFP-2xFYVE, y a tratamiento con anticuerpo anti-LAMP1 para detectar los compartimentos
endosoémicos y lisosémicos tardios.

Analisis de autofagia

Se tifieron mioblastos con anticuerpo anti-LC3 y finalmente se suspendieron en 50 pL de tampén (PBS fria con FCS
al 1% y azida de sodio al 0,05%) en tubos de microcentrifuga de 0,6 mL. Antes de hacer pasar las muestras, se
calibro el Image Stream utilizando perlas de velocidad. Las muestras se analizaron en el orden de primeramente
testigos de fluorescencia sin marcar, de un solo color (sin colorante de ADN), y finalmente las muestras
experimentales. Para cada muestra se registraron al menos 10.000 células en las muestras experimentales y 2.000
células en los testigos de un solo color. Se apagé el campo brillante durante el registro de los testigos de un solo
color. Los archivos de datos se guardaron como archivos .rif (archivos sin procesar). Los archivos .rif generados a
partir de INSPIRE se analizaron con el software IDEAS 4.0.735. Se utilizaron archivos de testigo de un solo color
para crear archivos compensados (.cif), seguidos de la generacion de archivos de datos (.daf). Para obtener células
individuales, se delimitaron los dobletes o acimulos de células y restos, para eliminarlos, utilizando la caracteristica
de area en campo brillante frente a relacién de aspecto. A continuacién se acotaron de estas células individuales las
células enfocadas, basandose en la caracteristica de raiz de la media cuadratica del gradiente (GRMS, por sus
siglas en inglés) en campo brillante (GRMS >300). Después se representaron graficamente estos subconjuntos
frente a las intensidades logaritmicas del canal con LC3 (marcador de autofagosoma) y Lyso-ID o Lamp1 (marcador
lisosémico), y se acotaron en poblaciones LC3+Lyso+ (positivos dobles que, en algunas poblaciones celulares se
dividieron adicionalmente en LC32%Lysod® y LC3mediolygomedio) | C32°LysoPd°® (mas positivas para LC3),
LC3Pa°Lyso?™® (mas positivas para el marcador lisosomico) y LC3Pa°LysoP@° (bajas tanto para LC3 como para
lisosomas). Los niveles de autofagia se calcularon midiendo el % de colocalizacién en positivos dobles de las células
totales, representando graficamente estos LC32°Lyso®® (positivos dobles) en cuanto a similitud de detalles brillantes
(BDS, por sus siglas en inglés) entre marcadores LC3 y lisosomales, frente a la frecuencia normalizada de células.
La BDS de positivos dobles origind principalmente histogramas bimodales, y la delimitacion se basé en el pico mas
brillante (BDS?", principalmente por encima de 1,5 o 2). Después se convirtieron en una caracteristica estas
mascaras de puntos y se utilizaron para representaciones graficas frente a la frecuencia normalizada de células.

Medicion de ATP

Se determinaron los niveles de ATP con el kit de ensayo de bioluminiscencia HSII (Roche Applied Science,
Indianapolis, IN, EE. UU.) conforme a las instrucciones del fabricante. Se lavaron en PBS tibia células sembradas
por triplicado. Se combinaron con luciferasa los lisados y mediante un luminémetro con formato de microplaca se
cuantifico la emision de luz resultante. También se cuantificaron las proteinas utilizando el kit Bradford (Sigma) y se
corrigieron los valores de luminiscencia con relacion al nivel de proteina.

Absorcion de CTxB

Se lavaron brevemente con PBS las células y se trataron mediante pulsos con Alexa 594-CTxB 1 pg/mL durante 30
minutos. Después de lavar dos veces con PBS, se persiguieron las células en el medio sin CTxB durante los tiempos
indicados.

ARNip

La supresion de la expresion del gen LPIN1 en células dendriticas y mioblastos de testigos donantes se llevé a cabo
utilizando ARNip especifico del gen para evitar la traduccion adicional de la proteina [31].
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Gotas lipidicas

Se visualizé la acumulacién de gotas lipidicas (GL) utilizando tincion Bodipy en los miotubos esqueléticos, como se
ha descrito con anterioridad [31].

Yoduro de propidio (YP) y anexina V

Se adquirié yoduro de propidio (YP) de Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EE. UU.). Se adquirieron tampé6n de union a
anexina V, y anexina V, de BD Biosciences (San José, CA, EE. UU.). Los ensayos de citometria de flujo se
realizaron en la instalacion basica de citometria de flujo de los autores. Se utilizaron anexina V conjugada con
isotiocianato de fluoresceina (ITCF) (BD Biosciences) e YP para detectar células que estaban experimentando
apoptosis. Resumiendo, se cosecharon células por centrifugacion (200 g durante 5 minutos a 4°C) después de los
tratamientos experimentales. Para la tincién, se lavaron dos veces las células con solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) fria y se resuspendieron en tampdn de union 1x a una concentracion de 1x108 células/mL. Después se
transfirieron 100 pL de solucion a un tubo de cultivo de 5 mL y se afiadieron 5 pL de anexina V-ITCF y 5 pL de YP.
Se agitaron suavemente en vortex las células y se incubaron a oscuras durante 15 minutos, a temperatura ambiente.
Antes del analisis por citometria de flujo, se afiadieron 400 pL de tampdn de unidn 1x, y se analizaron las células en
un citémetro de flujo FACSCalibur™ (BD Biosciences, San José, EE. UU.) utilizando como parametro de delimitacion
la luz dispersada frontalmente frente a la luz dispersada lateralmente.

Ratones Lpin1fid/fid

Se obtuvieron ratones Lpin1791d del Jackson Laboratory. Para la produccion in vitro de CD-MO, se aislaron células
precursoras de médula 6sea de huesos grandes de ratones de 6 a 16 semanas de edad. Se cultivaron las células
durante 7 dias en IMDM suplementado con SVF al 10%, glutamina 2 mM, 3-mercaptoetanol 50 yM y sobrenadante
J558 que contenia 20 pg/mL de GM-CSF. El Comité institucional de cuidado y uso de animales de la Universidad de
Paris Descartes, Paris, aprobé todos los protocolos experimentales con animales.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando Prism 4 para Mac (Graph Pad Software). Las barras de error
representan valores de EEM y p calculados con una prueba de Mann-Whitney de dos colas, salvo que se indique
otra cosa.

Resultados

La presencia de inflamacién en pacientes por lipina-1 se correlaciona con la actividad de la enfermedad, e interviene
en ella la hiperactivacién de TLRO.

Los autores comenzaron a recopilar pruebas de inflamacion en pacientes con mutaciones de lipina-1, mediante la
deteccion de muestras de suero mediante un ensayo multiplex de citometria de flujo que permite la cuantificacion de
un amplio espectro de mediadores inflamatorios. Mientras que la mayoria de las citocinas y quimiocinas analizadas
eran indetectables en sueros de los individuos testigos o de pacientes con enfermedad inactiva, los pacientes con
evolucion crénica (n = 6) o a los que se habia realizado la extraccién durante un brote (n = 1) mostraron niveles
significativamente mas elevados de RANTES, MCP-1 e IL-8. Mas sorprendentemente, se detectd actividad de
IFN-alfa en pacientes con enfermedad activa, una observacion que recuerda a las interferonopatias o infecciones
viricas (Figuras 1A y B). A continuacién, los autores examinaron la sensibilidad a estimulos asociados con
patégenos y realizaron pruebas de provocacion de células inmunitarias innatas de pacientes e individuos testigo con
ligandos sintéticos de receptor tipo Toll (TLR), inductores bien conocidos de inflamacién. Sorprendentemente, la
estimulacion con CpG-A solamente, un enérgico ligando de TLR9, de CD mutadas en lipina-1 y macrofagos
derivados de monocitos, exacerbd la secrecion de mediadores inflamatorios (Figura 1C). Reforzando este resultado
inesperado, CD derivadas de pacientes maduraron mas rapidamente tras la estimulacion con CpG-A, como lo refleja
la expresion superficial mas intensa de CD83 (Figura 1D). Ademas, la expresion de los seis genes estimulados por
interferon (ISG) ensayados (Figura 1E) fue invariablemente mayor en células de paciente que en testigos,
especialmente en lo que respecta a IF27 (un incremento de hasta 300 veces) y en menor medida al gen SIGLEC-1
(un incremento de hasta 30 veces). Sorprendentemente, en pacientes con enfermedad crénica los seis I1SG
ensayados permanecieron persistentemente elevados en células no estimuladas. Debido al papel central de las CD
plasmocitoides (CDp) en la secrecion de IFN, los autores también buscaron una sefia de IFN en estas células. Como
se esperaba, la estimulacion de CDp con CpG-A dio lugar a una secrecion de IFN significativamente incrementada
en células de paciente en comparacion con los testigos. La hipersensibilidad a ligandos de TLR9 se extendia a los
principales tipos celulares que expresan lipina-1, entre ellos las células del musculo esquelético: mioblastos (Figura
1F) y miotubos, pero no fibroblastos. Como confirmacion de la participacion directa de TLR9, la secrecion de IL-6
resulté suprimida tras la estimulacion por CpG-A cuando se trataron previamente los mioblastos con oligonucleétido
inhibidor (ODN-i) rico en G. Los autores han demostrado asimismo que el tratamiento previo con cloroquina y
primaquina es suficiente para atenuar o suprimir la secrecion de IL-6 en mioblastos estimulados con CpG-A (Figura
1G). Por ultimo, se podria sefialar la hipersensibilidad de células de paciente a ligandos naturales de TLR9 después
de exponer los mioblastos a HSV-1 inactivado por UVA (Sato et al., 2006). Después de la infeccion, se observé una
elevacion significativa de la citocina inflamatoria IL-6 en mioblastos de paciente, en comparacién con los testigos.
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Para obtener pruebas directas del papel causal de la lipina-1, los autores investigaron si la deficiencia de lipina-1
estaba implicada en la hipersensibilidad frente a ligandos de TLR9, transfectando a mioblastos de paciente un
plasmido que codificaba lipina-1-GFP. Las células transfectadas estimuladas con CpG-A secretaron, en comparacion
con los testigos, un nivel similar de IL-6. Por el contrario, cuando se provoco con CpG-A a CD derivadas de médula
osea de ratones Lpin11d o de ratas con lipina-1 desactivada ("noqueada"), se observé un nivel de IL-6 comparable,
tanto en CD de animales silvestres como en animales con lipina-1 noqueada. Este resultado sugiere que la
hipersensibilidad frente a ligandos de TLR9 estaba limitada a la deficiencia de lipina-1 humana, y no se reproducia
en los modelos en roedores.

La deficiente actividad de PAP1 en las células inmunitarias innatas de pacientes es responsable de un trafico de
TLRO9 hacia lisosomas, y sefializacion, acelerados.

Para obtener indicios acerca de la activacion aberrante de TLR9 en células de paciente, los autores analizaron las
vias de sefializacion IRF-7 y NF-kb durante la estimulacion de curso temporal con CpG-A o agonistas de TLR
irrelevantes. Los autores observaron un reclutamiento y activacion mas temprano de moléculas especificamente
reclutadas para esta via. Puesto que la expresion génica y proteica de TLR9 era similar en pacientes y testigos, la
atencion de los autores se centré en el trafico de TLR9 hacia endosomas y lisosomas tardios, un proceso fisiolégico
del que es bien conocido que esta estrechamente regulado y relacionado con su activacion. Un seguimiento por
microscopia confocal del curso temporal de CpG-A o TLR9 fluorescentes reveld que, en ausencia de cualquier
estimulacion, ambos estaban colocalizados significativamente con Lamp-1 solo en células de paciente, siendo esta
diferencia mas acusada con el tiempo: TO, 10% frente a 40% p <0,0001; T20, 45% frente a 65%, p <0,0001. Para
clarificar la contribucion directa de lipina-1 a esta observacion, los autores investigaron las consecuencias de
mutaciones en la expresion y las funciones. Es importante destacar que se expresaba lipina-1 en CD y macroéfagos,
segun se determiné mediante transferencias Western, y que las mutaciones indujeron, o bien una proteina inestable
0 bien una proteina truncada en el extremo C-terminal. La obtencién de imagenes confocales confirmé que se
mantenia la expresién de lipina-1, pero que su distribucion subcelular habia variado drasticamente con respecto al
estado de tipo silvestre, especialmente con una localizaciéon nuclear mas escasa en comparacion con las células
testigo. A causa de las mutaciones, la actividad residual especifica de PAP1 era, como se esperaba, casi
indetectable en células de paciente (Figura 2). Es importante destacar que la sobreexpresion de lipina-1 de tipo
silvestre en células de paciente corrigid la hipersensibilidad hacia agonistas de TLR9, mientras que la
sobreexpresion de proteinas mutantes la indujo, lo que proporciona pruebas directas de un papel causal de las
mutaciones de lipina-1 en la perturbacion observada en la biologia celular.

La hipersensibilidad hacia ligandos de TLR9 contribuye al dafio muscular en pacientes.

Para evaluar la conexion entre el dafio muscular y la inflamacion, los autores exploraron la participacion de ligandos
de TLR en el control de la dinamica intracelular del Ca®*, ya que su aumento intracelular es el sello distintivo de la
rabdomidlisis. Los niveles de Ca?* intracelular registrados utilizando imagenes en vivo de células en reposo eran
equivalentes entre las células testigo y las de paciente. Como se esperaba, el tratamiento con ionomicina indujo un
rapido flujo de calcio en los mioblastos testigo y de paciente, mientras que la estimulacién con CpG-A indujo un
aumento inmediato de la concentracion intracelular de calcio solo en células de paciente. Este efecto observado en
células de paciente era especifico de ligandos de TLR9, ya que no se observo respuesta tras la exposicion a LPS o
a imiquimod tanto en células de paciente como en células testigo. El tratamiento previo con cloroquina 10 yM o con
ODNi suprimié por completo, en células de paciente, la movilizacién intracelular de calcio en presencia de CpG-A. La
quelacion del calcio intracelular mediante Dantrium también inhibié la elevacién del calcio intracelular. Estos datos
indican que una activacion aberrante de TLR9 es responsable del aumento del flujo de calcio intracelular en células
de paciente, y potencialmente de la rabdomidlisis. Para obtener pruebas adicionales del papel que desempeiia la
inflamacién en el dafio muscular, los autores midieron la produccion de ATP en mioblastos después de la
estimulacion con CpG-A, y hallaron un deterioro de la produccion de ATP después de la estimulacion con estimulos
inflamatorios en células de paciente, en comparacion con testigos. Para confirmar el efecto perjudicial de los
ligandos de TLR9 sobre mioblastos de paciente, los autores incubaron mioblastos con dosis crecientes de CpG-A 'y
midieron la mortalidad celular en distintos puntos temporales permitidos por el ensayo de viabilidad. Los mioblastos
de paciente eran sensibles exclusivamente a ligandos de TLR9.

A continuacion, los autores se preguntaron si la autofagia contribuia de manera independiente al efecto de los
ligandos de TLR9 en el desencadenamiento de la rabdomidlisis, o lo potenciaba, ya que se ha publicado la
intervencion directa de una deficiencia del aclaramiento autofagico en la rabdomidlisis inducida por estatinas en
ratones. Los autores estudiaron la induccion de autofagia mediante el examen de los niveles del marcador de
autofagosoma, la cadena ligera 3 de proteina-1 asociada a microtubulos (LC3)-II. En mioblastos testigo, la induccion
de autofagia por inanicion de suero y aminoacidos condujo a la esperada induccion de LC3-ll, que dej6 de
manifestarse tras la alimentacion. Los mioblastos de paciente indujeron la formacion de autofagosomas en
respuesta al ayuno, pero mantuvieron altos niveles de LC3-Il incluso después de reanudar la alimentacion.
Curiosamente, el tratamiento con rapamicina, que inhibe mTOR e induce autofagia, indujo un aumento modesto en
el nivel de LC3-Il en los testigos, aunque menor que el observado en mioblastos deficientes en lipina-1 en
condiciones basales. Los autores estimaron también el flujo autofagico mediante la cuantificacion de los niveles de
p62, un sustrato autofagico selectivo. En comparacion con los testigos, los mioblastos deficientes en lipina-1
acumularon el doble de p62. Estos resultados sugieren que la lipina-1 es prescindible en la formacion de
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autofagosomas, pero necesaria para el aclaramiento de la carga de autolisomas. A continuacion, los autores
estudiaron si la hipersensibilidad a la ligacion de TLR9 observada en los mioblastos deficientes en lipina-1
exacerbaba el defecto en el aclaramiento de autofagosomas. Sin embargo, el tratamiento de mioblastos de
pacientes con CpG-A no afect6 ni a la formacién de autofagosomas ni al aclaramiento de autofagosomas.

Para obtener mas informacién acerca del papel que desempeia la deficiencia de lipina-1 en el aclaramiento de
autofagosomas, los autores examinaron la arquitectura autolisosémica global en ausencia de lipina-1.

La arquitectura endosomica global se encuentra alterada en células de pacientes con mutaciones en lipina-1.

Los autores se preguntaron de qué manera afectaba la ausencia de lipina-1 al trafico de TLR-9 en la enfermedad
relacionada con lipina-1. Para abordarlo, analizaron mediante microscopia confocal la integridad global de los
compartimentos celulares en CD de pacientes. Como se esperaba, la tincion de CD testigo con anticuerpos
especificos para Rab14 y EEA1 (antigeno 1 de endosoma temprano, por sus siglas en inglés) confirmé la
colocalizacion de los dos marcadores en la periferia celular, lo que también se encontré para Syntaxin6 y EEA-1. Sin
embargo, en las células de paciente, estas vesiculas se habian acumulado en un compartimento central,
probablemente correspondiente a la red trans-Golgi (RTG), en lugar de en la periferia. Ademas, en algunas células
de paciente se pudieron observar vesiculas positivas para Rab14 en la periferia, donde mostraban una
colocalizacion significativa y sumamente inusual con los marcadores asociados a lisosoma (LAMP)-1 y LAMP-2. La
estricta regulacion de la sefalizacion de TLR9 esta gobernada por diversos actores: por ejemplo, recientemente se
ha identificada a la GTPasa pequefia (relacionada con Ras en el cerebro) Rab7b, que comparte una homologia muy
elevada con Rab7, como regulador negativo de la sefializacion de TLR9 en células inmunitarias, por potenciar el
trafico del mismo hacia endosomas/lisosomas tardios y su degradacion.

La pérdida de actividad de PAP-1 conduce a una actividad deficiente de PI3K y una localizaciéon incorrecta de
Rab7b.

Se encontré una reduccion de PI3K en CD de pacientes en comparacion con células testigo, con una reduccion
consiguiente de Rab7b en CD de pacientes (derecha) en comparacion con el testigo.

La pérdida de la actividad de PAP-1 conduce a un transporte retrogrado deficiente.

Se ha demostrado con anterioridad que Rab7b esta implicado en el control de la proteina de transporte retréogrado a
través de endosomas tardios hacia la red trans-Golgi. Los autores examinaron en primer lugar el efecto sobre el
transporte de CTxB de una localizacion incorrecta de Rab7b en la deficiencia de lipina-1. En células testigo, la CTxB
se acumuld en la RTG tras una persecucion de 15 minutos, y mostré una buena colocalizacion con GM130 tras una
persecucion de 30 minutos, lo que confirma el transporte de CTxB desde la MP a través de la RTG. En las células
con SMAP2 agotado con ARNip #1, el transporte de CTxB desde los RE hacia el Golgi, no desde la MP hacia los
RE, se vio significativamente afectado. Después de una persecucion de 60 minutos, la CTxB todavia se acumulaba
en los RE y no estaba colocalizada con GM130. Tras contar el nimero de células en las que la CTxB no habia
alcanzado el Golgi, mas del 80% de las células con SMAP2 agotado con ARNip #1 mostraron el defecto del
transporte de CTxB desde los RE al Golgi. Los otros dos ARNip, el #2 y el #3, también afectaron desfavorablemente
al transporte de CTxB.

Ejemplo 2:

Se trat6 a dos pacientes con hidroxicloroquina (Plaquenil®, 6 mg/kg/dia). A los tres meses de tratamiento, los autores
de la invencion observaron una disminucion del dolor muscular y una disminucion espectacular de citocinas
proinflamatorias (IL-8, RANTES, MCP-1) en sueros (Figura 3).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en antagonistas de TLR9 e inhibidores de la expresion de
TLRO9 para su uso en el tratamiento de la rabdomidlisis en un sujeto que lo necesita.

2. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 1 en donde dicho antagonista de TLR9 es una molécula
organica pequefa, un oligonucleétido, un polipéptido, un aptamero o un intra-anticuerpo.

3. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 2 en donde dicha molécula organica pequefia se selecciona del
grupo que consiste en cloroquina, primaquina, imidazoquinolinas, 4-aminoquinolinas, quinazolinas, CMZ 203-84,
CMZ 203-85, CMZ 203-88, CMZ 203-88-1, CMZ 203-89, CMZ 203-91, hidroxicloroquina, quinacrina, bafilomicina A'y
CPG52364.

4. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 2 en donde dicho oligonucleétido es ODNi de CPG.

5. El compuesto para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en combinacién con uno o varios
compuestos anti-rabdomidlisis.

6. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 5 en donde dicho compuesto anti-rabdomidlisis es un
compuesto que inhibe el flujo entrante de calcio, tal como Dantrium.

7. Un método para seleccionar un compuesto candidato para su uso como farmaco para el tratamiento de la
rabdomidlisis en un sujeto que lo necesita, en donde el método comprende los pasos de:

- proporcionar un TLR9, proporcionar una célula, muestra de tejido o un organismo no humano que expresa un
TLRO,

- proporcionar un compuesto candidato tal como una molécula organica pequefia, un oligonucleétido, un polipéptido,
un aptamero o un intra-anticuerpo,

- medir la actividad de TLR9 y el flujo entrante de calcio,

- y seleccionar positivamente compuestos candidatos que inhiben la actividad de TLR9 o inhiben el flujo entrante de
calcio.
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