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DESCRIPCION
Uso de FK506 para el tratamiento de la hipertensién arterial pulmonar
Antecedentes

La hipertensién arterial pulmonar es una presién arterial anormalmente alta en las arterias de los pulmones. Debido a
que los sintomas pueden desarrollarse muy gradualmente, los pacientes pueden retrasar la visita al médico durante afnos.
Los sintomas comunes son dificultad para respirar, fatiga, tos no productiva, angina de pecho, desmayo o sincope, edema
periférico (hinchazdn alrededor de los tobillos y pies) y, en raras ocasiones, hemoptisis (tos con sangre).

Compendio

Se proporciona un método para reducir la hipertensién arterial pulmonar en un mamifero que emplea FK506. La
invencion queda definida en las reivindicaciones adjuntas. En esta memoria también se describe un método que
comprende administrar FK506 a un mamifero que tiene hipertension arterial pulmonar asociada con sefializacién
defectuosa de BMPR2 en una dosificacién suficiente para reducir la presién sanguinea en la arteria pulmonar del
mamifero. En algunos casos, el mamifero es un raton, una rata o un ser humano. En casos particulares, el mamifero
tiene hipertension arterial pulmonar hereditaria provocada, por ejemplo, por una mutacién en BMPR2, ALK1 o
endoglina. En casos particulares, el FK506 puede administrarse en una dosis que proporcione una concentracion
sérica de FK506 de 0,05 a 1 ng/ml, por ejemplo, 0,1-0,2 ng/ml.

Descripcion detallada de realizaciones a modo de ejemplo

El método descrito en el presente documento es para tratar la hipertension arterial pulmonar en pacientes que tienen
un defecto en la sefalizacion de BMPR2 (receptor de proteina morfogenética 6sea 2). La hipertensién arterial
pulmonar (HAP) es un trastorno pulmonar progresivo que, sin tratamiento, a menudo conduce a la muerte en promedio
unos pocos afnos después de ser diagnosticado. Una constriccion creciente de la circulaciéon pulmonar conduce a un
mayor estrés en el corazén derecho, que puede convertirse en insuficiencia cardiaca derecha. Por definicién, la presion
arterial pulmonar media (mPAP) en un caso de hipertension pulmonar crénica es de >25 mmHg en reposo o de >30
mmHg durante el esfuerzo, donde los valores normales son de <20 mmHg. La fisiopatologia de la hipertension arterial
pulmonar se caracteriza por vasoconstriccion y remodelacion de los vasos pulmonares. En la HAP cronica hay
neomuscularizacion de vasos pulmonares inicialmente no musculados y los musculos vasculares de los vasos ya
muscularizados aumentan de circunferencia. Esta obliteracion creciente de la circulacién pulmonar da como resultado
un estrés progresivo en el corazdn derecho, lo que conduce a un gasto reducido del corazén derecho y eventualmente
termina en insuficiencia cardiaca derecha (Humbert et al., J. Am. Coll. Cardiol. 2004, 43, 13S-248S).

Los defectos en la sefalizacion de BMPR2 pueden ser provocados, por ejemplo, por una mutaciéon en BMPR2 (véase
el n.? de acceso 600799 en la base de datos OMIM del NCBI), una mutacién en ALK1 (el receptor de activina A; véase
el n.? de acceso 601284 en la base de datos OMIM del NCBI) o una mutaciéon en endoglina (véase el n.® de acceso
131195 en la base de datos OMIM del NCBI). Puede detectarse un defecto en la sefalizacion de BMPR2, por ejemplo,
midiendo la expresion de ARNm o proteina de Id1 (inhibidor de diferenciacion 1), que es una lectura en direccion 3’
bien conocida para la sefalizacion de BMPR2. La sefalizacién disminuida de BMPR2 disminuye la cantidad de Id1 en
las células de musculo liso de la arteria pulmonar. En casos particulares, la hipertension arterial pulmonar puede ser
hipertension arterial pulmonar hereditaria. En realizaciones particulares, un sujeto puede ser examinado previamente
para identificar si tiene una mutacién que afecta a la sefializacion de BMPR2, o pueden someterse a ensayo para
determinar si tiene una expresion anormal de Id1.

FK-506 (también conocido como tacrolimus o Fujimycin) es un farmaco inmunosupresor que se utiliza principalmente
tras un trasplante de 6rganos alogénico para reducir la actividad del sistema inmunitario del paciente y asi reducir el
riesgo de rechazo del érgano. También se utiliza para el tratamiento de dermatitis atopica grave (eccema), uveitis
refractaria grave después de trasplantes de médula 6sea, y la afeccion cutanea vitiligo. FK-506 es una lactona
macrolido de 23 miembros descubierta en 1984.

En las células T, la activacion del receptor de células T normalmente aumenta el calcio intracelular, que actta a través
de la calmodulina para activar la calcineurina. Luego, la calcineurina desfosforila el factor de transcripcion NF-AT
(factor nuclear de células T activadas), que se mueve al nicleo de la célula T y aumenta la actividad de los genes que
codifican para IL-2 y citocinas relacionadas. FK-506 previene la desfosforilacion de NF-AT. Especificamente, FK-506
reduce la actividad de la peptidil-prolil isomerasa al unirse a la inmunofilina FKBP12 (proteina de unién a FK506)
creando un nuevo complejo. Este complejo FKBP12-FK506 interactla con e inhibe la calcineurina, inhibiendo asi tanto
la transduccion de sefales de linfocitos T como la transcripcién de IL-2. En algunas realizaciones, el FK506 se
administra a una dosis y pauta que proporciona una concentracion sérica de FK506 que es mucho menor que la
concentracién sérica de FK506 cominmente utilizada en aplicaciones inmunosupresoras (que normalmente es de 5-
15 ng/ml). Por ejemplo, en determinadas realizaciones del presente método, el FK506 se administra en una dosis y
una pauta que proporciona una concentracion sérica de FK506 de 0,05 ng/ml a 1 ng/ml, por ejemplo, de 0,1 ng/ml a
0,5 ng/ml, de 0,15 ng/ml a 0,3 ng/ml o por ejemplo de 0,1-0,2 ng/ml. En parte debido a que FK-506 se metaboliza
mediante el sistema del citocromo P450, la dosificacién exacta puede variar entre pacientes. El FK506 puede
administrarse una vez al dia 0 mas, por ejemplo, dos veces al dia. En aplicaciones inmunosupresoras, normalmente
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se administra FK506 dos veces al dia con el objetivo de alcanzar niveles séricos de FK-506 de 5 - 15 ng/ml. El
tratamiento se inicia con 0,5 mg dos veces al dia y luego se aumenta gradualmente segun el nivel sérico de FK506
medido. En algunos casos, se recomienda una dosificacién de 0,075 mg/kg/dia para alcanzar niveles séricos de 5-10
ng/ml. En algunas realizaciones del presente método, el objetivo es alcanzar un nivel sérico de aproximadamente 0,2
ng/ml, que es aproximadamente 1/20 del nivel sérico inmunosupresor. En este caso, puede ser suficiente una dosis
inicial de 0,001 mg/kg dia a 0,01 mg/kg dia (por ejemplo, de 0,002 mg kg/dia a 0,05 mg/kg/dia, y puede ajustarse
segun la nivel sérico de FK506 medido. El sujeto puede ser cualquier mamifero, por ejemplo, un ser humano, rata o
raton, por ejemplo. En casos particulares, el FK506 puede alcanzar una concentracion sérica tan baja como 0,1-0,2
ng/ml (p. ej., de 0,10 a 0,12, de 0,12 a 0,14, de 0,14 a 0,16, de 0,16 a 0,18 o de 0,18 a 0,20, sin embargo, puede ser
aceptable una concentracion en suero en el intervalo de 0,2 a 2 ng/ml, por ejemplo, 0,2, 0,5, 1 y 2 ng/ml. En casos
particulares, el FK506 puede alcanzar una concentracién sérica de <1,0, 1,5-2,5, o 3-5ng/ml.

El FK506 puede administrarse solo o en combinacion con otros principios activos que tratan o previenen la HAP. El
otro principio activo puede administrarse en un momento diferente o al mismo tiempo que el FK506 y, en determinadas
realizaciones, el FK506 y el otro principio activo pueden estar presentes en la misma formulacién, o como
formulaciones por separado en el mismo kit. Otros principios activos a modo de ejemplo que tratan la HAP incluyen,
por ejemplo, analogos de prostaciclina, antagonistas del receptor de endotelina, inhibidores de la fosfodiesterasa-5,
blogueantes de los canales de calcio en dosis altas, anticoagulantes, diuréticos o agentes antiproliferativos. En casos
particulares, el otro principio activo puede ser, por ejemplo, Isordil (dinitrato de isosorbida), Revatio (sildenafilo),
Tracleer (bosentan), Letairis (ambrisentan), Flolan (epoprostenol), Adcirca (tadalafilo), Remodulin (treprostinilo)
Ventavis (iloprost), Tyvaso (treprostinilo), Dilatrate-SR (dinitrato de isosorbida), Isordil Titradose (dinitrato de
isosorbida), IsoDitrate (dinitrato de isosorbida) o Isochron (dinitrato de isosorbida).

La administracion de FK506 a un sujeto puede disminuir la presion arterial pulmonar en aproximadamente al menos
1 mm Hg, por ejemplo, al menos 2 mm Hg, al menos 3 mm Hg, al menos 4 mm Hg, al menos 5 mm Hg o al menos
10 mm Hg o mas, devolviendo asi la presion arterial pulmonar a un nivel que pueda considerarse normal para el sujeto.

En términos generales, en el presente método el FK506 puede administrarse al sujeto de manera similar a como se
administra FK506 en aplicaciones inmunosupresoras. Por ejemplo, el FK506 puede estar presente en un excipiente
farmacéuticamente aceptable, y puede administrarse por via intravenosa. Alternativamente, puede administrarse por
via oral.

Debido a que el FK506 se administra en una dosis mas baja, sus efectos secundarios habituales pueden disminuir.
Los efectos secundarios tipicos incluyen infeccién, dafio cardiaco, hipertension, visién borrosa, problemas hepaticos
y renales (nefrotoxicidad por tacrolimus), hiperpotasemia, hipomagnesemia, hiperglucemia, diabetes mellitus, picazén,
dano pulmonar (el sirolimus también provoca dafio pulmonar), y diversos problemas neuropsiquiatricos tales como
pérdida de apetito, insomnio, sindrome de encefalopatia posterior reversible, confusion, debilidad, depresion,
calambres, neuropatia, convulsiones, temblores y catatonia.

Composiciones farmacéuticas

Puede administrarse una composicion farmacéutica que comprende un compuesto objeto a un paciente solo, o en
combinacion con otros agentes activos suplementarios. Las composiciones farmacéuticas pueden fabricarse usando
cualquiera de una variedad de procesos, que incluyen, sin limitacién, mezcla, disolucion, granulacién, preparacion de
grageas, levigacién, emulsién, encapsulacién, atrapamiento y liofilizacion convencionales. La composicién
farmacéutica puede tomar cualquiera de una variedad de formas que incluyen, sin limitacion, una disolucién estéril,
suspension, emulsién, liofilizado, comprimido, pildora, granulo, capsula, polvo, jarabe, elixir o cualquier otra forma
farmacéutica adecuada para su administracion.

Puede administrarse un compuesto objeto al huésped usando cualquier medio conveniente capaz de dar como
resultado la reduccion deseada de la afeccion o sintoma de la enfermedad. Por tanto, puede incorporarse un
compuesto objeto en una variedad de formulaciones para administracion terapéutica. Mas particularmente, puede
formularse un compuesto objeto en composiciones farmacéuticas mediante combinacién con portadores o diluyentes
farmacéuticamente aceptables apropiados, y puede formularse en preparaciones en formas sélidas, semisélidas,
liguidas o gaseosas, tales como comprimidos, capsulas, polvos, granulos, pomadas, disoluciones, supositorios,
inyecciones, inhalantes y aerosoles.

Las formulaciones para composiciones farmacéuticas se conocen bien en la técnica. Por ejemplo, Remington’s
Pharmaceutical Sciences, de E. W. Martin, Mack Publishing Co., Easton, Pa., 192 edicién, 1995, describe
formulaciones a modo de ejemplo (y componentes de las mismas) adecuadas para la administracion farmacéutica de
los compuestos descritos. Las composiciones farmacéuticas que comprenden al menos uno de los compuestos objeto
pueden formularse para su uso en medicina humana o veterinaria. Las formulaciones particulares de una composicién
farmacéutica descrita pueden depender, por ejemplo, del modo de administracién y/o de la ubicacién de la infeccién
que a tratarse. En algunas realizaciones, las formulaciones incluyen un portador farmacéuticamente aceptable ademas
de al menos un principio activo, tal como un compuesto objeto. En otras realizaciones, también pueden incluirse como
principios activos en una composicién farmacéutica otros agentes medicinales o farmacéuticos, por ejemplo, con
efectos similares, relacionados o complementarios sobre la dolencia que se esté tratando.
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Los portadores farmacéuticamente aceptables utiles para los métodos y las composiciones descritos son
convencionales en la técnica. La naturaleza de un portador farmacéutico dependerd del modo particular de
administracion que se utilice. Por ejemplo, las formulaciones parenterales comprenden habitualmente fluidos inyectables
que incluyen fluidos farmacéutica y fisiolégicamente aceptables tales como agua, solucion salina fisiolégica, soluciones
salinas equilibradas, dextrosa acuosa, glicerol o similares como vehiculo. Para composiciones solidas (por ejemplo,
formas de polvo, pildora, comprimido o capsula), los portadores s6lidos no téxicos convencionales pueden incluir, por
ejemplo, grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén o estearato de magnesio. Ademas de los portadores
biolégicamente neutros, las composiciones farmacéuticas que van a administrarse pueden contener opcionalmente
cantidades menores de sustancias auxiliares no toxicas (por ejemplo, excipientes), tales como agentes humectantes o
emulsionantes, conservantes, y agentes tamponadores del pH y similares; por ejemplo, acetato de sodio o monolaurato
de sorbitan. Otros excipientes no limitativos incluyen solubilizantes no iénicos, tales como cremofor, o proteinas, tales
como albumina de suero humano o preparaciones de plasma.

Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como portadores farmacéuticamente aceptables incluyen:
(1) azlcares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; (2) almidones, tales como almidén de maiz y almidén de patata;
(3) celulosa y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa de sodio, etilcelulosa y acetato de celulosa;
(4) tragacanto en polvo; (5) malta; (6) gelatina; (7) talco; (8) excipientes, tales como manteca de cacao y ceras para
supositorios; (9) aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodoén, aceite de cartamo, aceite de
sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; (10) glicoles, tal como propilenglicol; (11) polioles, tales como
glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; (12) ésteres, tales como oleato de etilo y laurato de etilo; (13) agar;
(14) agentes tamponadores, tales como hidréxido de magnesio e hidroxido de aluminio; (15) acido alginico; (16) agua
libre de pirégenos; (17) solucién salina isoténica; (18) solucién de Ringer; (19) alcohol etilico; (20) soluciones
tamponadas de pH; (21) poliésteres, policarbonatos y/o polianhidridos; y (22) otras sustancias compatibles no téxicas
empleadas en formulaciones farmacéuticas.

Las composiciones farmacéuticas descritas pueden formularse como sal farmacéuticamente aceptable de un
compuesto descrito. Las sales farmacéuticamente aceptables son sales no téxicas de una forma de base libre de un
compuesto que posee la actividad farmacol6gica deseada de la base libre. Estas sales pueden derivarse de acidos
organicos o inorganicos. Son ejemplos no limitativos de acidos inorganicos adecuados acido clorhidrico, acido nitrico,
acido bromhidrico, acido sulftrico, acido yodhidrico y acido fosférico. Son ejemplos no limitativos de acidos organicos
adecuados acido acético, acido propiénico, acido glicélico, acido lactico, acido piravico, acido malénico, acido
succinico, acido malico, acido maleico, acido fumarico, &cido tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido cinamico,
acido mandélico, acido metanosulfonico, acido etanosulfonico, acido p-toluensulfénico, acido metilsulfénico, acido
salicilico, acido férmico, &cido tricloroacético, acido trifluoroacético, acido gluconico, acido asparagico, acido aspartico,
acido bencenosulfénico, acido p-toluensulfénico, acido naftalensulfénico , y similares. Se encuentran listas de otras
sales farmacéuticamente aceptables adecuadas en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 172 edicion, Mack
Publishing Company, Easton, Pa., 1985. Una sal farmacéuticamente aceptable también puede servir para ajustar la
presion osmética de la composicion.

Puede usarse un compuesto objeto solo o en combinacién con aditivos apropiados para preparar comprimidos, polvos,
granulos o capsulas, por ejemplo, con aditivos convencionales, tales como lactosa, manitol, almidén de maiz o almidén
de patata; con aglutinantes, tales como celulosa cristalina, derivados de celulosa, goma arabiga, almidén de maiz o
gelatinas; con disgregantes, tales como almidon de maiz, almidén de patata o carboximetilcelulosa de sodio; con
lubricantes, tales como talco o estearato de magnesio; y si se desea, con diluyentes, agentes tamponadores, agentes
humectantes, conservantes y agentes aromatizantes. Tales preparaciones pueden usarse para su administracion oral.

Puede formularse un compuesto objeto en preparaciones para su inyeccion disolviéndolas, suspendiéndolas o
emulsionandolas en un disolvente acuoso o no acuoso, tal como aceites vegetales u otros similares, glicéridos de
acidos alifaticos sintéticos, ésteres de acidos alifaticos superiores o propilenglicol; y si se desea, con aditivos
convencionales tales como solubilizadores, agentes isotonicos, agentes de suspension, agentes emulsionantes,
estabilizadores y conservantes. La preparacién también puede emulsionarse o el principio activo encapsularse en
vehiculos de liposomas. Pueden administrarse formulaciones adecuadas para su inyeccion mediante una via de
administracion intravitrea, intraocular, intramuscular, subcutanea, sublingual u otra, por ejemplo, inyeccion en el tejido
de las encias u otro tejido oral. Tales formulaciones también son adecuadas para su administracion tépica.

En algunas realizaciones, puede administrarse un compuesto objeto mediante un sistema de administracién continua.
El término "sistema de administracion continua" se usa indistintamente en el presente documento con "sistema de
administracion controlada" y abarca dispositivos de administracion continua (por ejemplo, controlada) (por ejemplo,
bombas) en combinacién con catéteres, dispositivos de inyeccion, y similares, una amplia variedad de los cuales son
conocido en la técnica.

Puede utilizarse un compuesto objeto en una formulaciéon en aerosol para administrarse por via de inhalacion. Un
compuesto objeto puede formularse en propulsores aceptables presurizados tales como diclorodifluorometano,
propano, nitrégeno y similares.

Ademas, un compuesto objeto puede convertirse en supositorios mezclandolo con una variedad de bases tales como
bases emulsionantes o bases solubles en agua. Un compuesto objeto puede administrarse por via rectal a través de
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un supositorio. El supositorio puede incluir vehiculos tales como manteca de cacao, Carbowax y polietilenglicoles, que
se funden a la temperatura corporal, pero se solidifican a temperatura ambiente.

El término "forma farmacéutica unitaria", tal como se usa en el presente documento, se refiere a unidades fisicamente
discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para sujetos humanos y animales, conteniendo cada unidad una
cantidad predeterminada de un compuesto objeto calculada en una cantidad suficiente para producir el efecto deseado
en asociacion con un diluyente, portador o vehiculo farmacéuticamente aceptables. Las especificaciones para un
compuesto objeto dependen del compuesto particular empleado y del efecto que va a lograrse, y de la
farmacodinamica asociada con cada compuesto en el huésped.

La forma farmacéutica de una composicion farmacéutica descrita estara determinada por el modo de administracion
elegido. Por ejemplo, ademas de fluidos inyectables, pueden emplearse formas farmacéuticas topicas u orales. Las
preparaciones topicas pueden incluir gotas para los ojos, pomadas, pulverizadores y similares. Las formulaciones
orales pueden ser liquidas (por ejemplo, jarabes, disoluciones o suspensiones) o sélidas (por ejemplo, polvos, pildoras,
comprimidos o capsulas). Se conocen métodos para preparar tales formas farmacéuticas, o resultaran evidentes, para
los expertos en la técnica.

Pueden formularse determinadas realizaciones de las composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto
objeto en una forma farmacéutica unitaria adecuada para la administracion individual de dosificaciones precisas. La
cantidad de principio activo administrada dependera del sujeto que se esté tratando, la gravedad de la afliccién y el
modo de administracion, y es conocida por los expertos en la técnica. Dentro de estos limites, la formulacién que va a
administrarse contendrd una cantidad de los extractos o compuestos descritos en el presente documento en una
cantidad eficaz para lograr el efecto deseado en el sujeto que se esta tratando.

Cada compuesto terapéutico puede estar independientemente en cualquier forma farmacéutica, tal como las descritas
en el presente documento, y también puede administrarse de diversas maneras, tal como se describe en el presente
documento. Por ejemplo, los compuestos pueden formularse juntos, en una Unica unidad de dosificacion (es decir,
combinados juntos en una forma tal como capsula, comprimido, polvo, o liquido, etc.) como producto de combinacién.
Alternativamente, cuando no se formulan juntos en una Unica unidad de dosificacion, puede administrarse un
compuesto objeto individual al mismo tiempo que otro compuesto terapéutico o secuencialmente, en cualquier orden
de los mismos.

Métodos de administracion

La via de administracion puede seleccionarse segun una variedad de factores que incluyen, pero no necesariamente
se limitan a, la afeccién que va a tratarse, la formulacién y/o el dispositivo usado, el paciente que va a tratarse, y
similares. Las vias de administracion Utiles en los métodos descritos incluyen, pero no se limitan a, vias oral y
parenteral, tales como intravenosa (iv), intraperitoneal (ip), rectal, topica, oftdlmica, nasal y transdérmica. En el
presente documento se describen formulaciones para estas formas farmacéuticas.

Una cantidad eficaz de un compuesto objeto dependerd, al menos, del método particular de uso, el sujeto que se esta
tratando, la gravedad de la afliccién y la forma de administracion de la composicion terapéutica. Una "cantidad
terapéuticamente eficaz" de una composicion es una cantidad de un compuesto especificado suficiente para lograr un
efecto deseado en un sujeto (huésped) que se esta tratando.

Un experto en la técnica puede determinar las dosis terapéuticamente eficaces (o cantidades inhibidoras del
crecimiento) de un compuesto o composicion farmacéutica objeto, con el objetivo de lograr concentraciones locales
(por ejemplo, tisulares) que sean al menos tan altas como la CI50 de un compuesto aplicable descrito en el presente
documento.

El nivel de dosis especifico y la frecuencia de dosificacion para cualquier sujeto en particular pueden variar y
dependeran de una variedad de factores, que incluyen la actividad del compuesto objeto, la estabilidad metabdlica y
la duracién de la accién de ese compuesto, la edad, peso corporal, salud general, sexo y dieta del sujeto, modo y
momento de administracion, tasa de excrecion, combinacion de farmacos, y gravedad de la afeccién del huésped que
se somete a la terapia.

Para ilustrar adicionalmente la presente invencién, se proporcionan los siguientes ejemplos especificos con el
entendimiento de que se ofrecen para ilustrar la presente invencion y no deben interpretarse de ninguna manera como
limitantes de su alcance.

Ejemplo |
Estudio de ratones
Antecedentes

Una mutacion de pérdida de funcion en el receptor Il de la proteina morfogenética 6sea (BMP) (BMPRII) esta presente
en >80% de la HAP familiar y en ~20% de la HAP idiopatica (I) esporadica (Machado et al. Hum Mutat 2006, 27:121-
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32). Incluso los pacientes con HAPI sin una mutacién de BMPRII o con otras causas de HAP tienen expresion reducida
de BMPRII, lo que refuerza la importancia de la sefalizacién de BMPRII en la patogénesis de la HAP (Humbert M et
al. Eur Respir J 2002, 20: 518-23). Ademas, la terapia génica del receptor BMPR2 atenua la hipertension pulmonar
hipdxica experimental en ratas (Reynolds y col. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 2007). Por lo tanto, aumentar la
sefalizacion de BMPRII en pacientes con hipertension arterial pulmonar podria prevenir o revertir la enfermedad.

Meétodos

Se analizaron 3600 farmacos y compuestos bioactivos aprobados por la FDA para determinar su capacidad para
activar la sefnalizacion de BMP, utilizando una linea celular de mioblastos de ratones C2C12 transfectada de manera
estable con un plasmido informador que expresa un elemento de respuesta de BMP (BRE) del promotor Id1 fusionado
con el gen de luciferasa (BRE-luc). Se determind si el mejor activador de qHTS-BMPRII puede inducir fosforilacién de
Smad (fosfo), la expresion de Id1 y promover la supervivencia de PAEC y la formacién de tubos utilizando BMP4 como
control positivo. Se determin6 si el activador de qHTS-BMPRI| evitaria la HAP en ratones con una delecién condicional
en BMPRII en EC (BMPRII-SCL-CreERT) que desarrollan HAP exagerada después de 3 semanas de hipoxia (O al
10%). Para valorar si el activador BMPRII también podria revertir la HAP, se usaron 2 modelos de HP experimental
grave en ratas: 1. Hipertensién pulmonar inducida por monocrotalina con desarrollo de hipertrofia medial grave de las
arterias pulmonares 3 semanas después de la inyeccion. 2. SUGEN (bloqueador del receptor de VEGF) e hipertension
pulmonar inducida por hipoxia crénica de 3 semanas con desarrollo de formacion de neointima en las arterias
pulmonares 8 semanas después del inicio del estimulo. Ambos grupos se trataron con FK-506 durante 3 semanas
mediante una bomba osmdética sc (0,05 mg/kg/d) después de que se estableciera la HAP y la remodelacion de las
arterias pulmonares. El nivel sérico de FK-506 en ratones y ratas tenia como objetivo que fuera de 0,2 ng/ml.

Resultados

FK-506, un agente que puede inducir la fosforilacion de BMPRIA, fue el principal activador de la expresion de Id1. FK-
506, a una dosis de 15 ng/ml, el nivel sérico terapéutico utilizado para inducir la inmunosupresion, y a una dosis mucho
menor de 0,2 ng/ml aumentd la expresion de la proteina Id1 1 h tras la estimulacion, de una manera comparable a la
de BMP4 (10 ng/ml) (n=3, p<0,06). Esto fue precedido por fosfo-Smad 1/5/8 a los 15 min, similar a BMP4 (n=3,
p<0,001). FK-506 indujo la expresion de p-Smad 1/5/8 e Id1 en PAEC recolectadas de seis pacientes con HAPI
diferentes en el momento del trasplante, incluidos 3/6 pacientes que no respondieron a BMP4. Tanto BMP4 como FK-
506 mejoraron la supervivencia de las PAEC (n=5, p <0,001) e indujeron la formacién de tubos en un ensayo de
angiogénesis (n=3, p<0,01). Un tratamiento preventivo de 3 semanas con FK-506 (0,05 mg/kg/d) (niveles séricos
0,2 ng/ml) en ratones con una delecion condicional en BMPRII en EC expuestos a 3 semanas de hipoxia evité el
desarrollo de HAP e hipertrofia ventricular derecha (HVD); Presion sistolica del VD: 32+0,9 frente a 21+£2,3 mmHg,
p<0,001; HVD 36,2+2,5 frente a 26,9+4,5, p<0,01, ambos n=5. Para someter a prueba si FK-506 también podria
revertir la HAP, se indujo HAP en ratas con monocrotalina (60 mg una vez sc) y se comenzé el tratamiento con FK-
506 3 semanas después de la inyeccién, momento en que se establecié la HAP (PSVD 50,8+2,7 mmHg, n=7). La
supervivencia después de un tratamiento de 3 semanas con FK-506 no difirié en el FK-506 (57%) en comparacion con
el grupo de vehiculo (66%), sin embargo, en aquellos que sobrevivieron la HAP se redujo significativamente después
del tratamiento con FK-506 en comparaciéon con los animales tratados con vehiculo (PSVD 39,5+4,7 frente a
68,6+4,2 mmHg, n=14).

Se determiné que el estimulo combinado de SUGEN (20 mg/kg s.c) y 3 semanas de hipoxia crénica indujo HAP en
ratas cuando las ratas regresaron a la RA y se dejaron durante otras 5 semanas (PSVD 55,1+10,7 frente a control
25,1+0,5 mmHg, HVD 0,2410,005 frente a 0,44+0,07, n=4, p<0,05), pero que un tratamiento sc de 3 semanas de FK-
506 en el momento de la HAP establecida podria prevenir la progresion e inducir la regresion de la HAP en animales
tratados con FK-506 frente a tratados con vehiculo (PSVD 66,5+4,1 mmHg frente a 39,5+0,6 mmHg, HVD 0,49+0,07
frente a 0,34+0,02, n=4, p<0,05). La formacién de neointima en arterias pulmonares pequenas (pared alveolar y vasos
del conducto alveolar) por nimero total de vasos disminuyé de desde el 61,216,1% hasta el 16,2+5,8% (n=4, p<0,01).
A la dosis baja de FK-506 de 0,2 ng/ml, no se observd ningliin efecto sobre el recuento de leucocitos total o diferencial,
ni se midi6 un efecto inmunosupresor de la disminucion de NFATc2 nuclear.

Conclusion

Se identific6 FK-506 (tacrolimus) en una seleccion cuantitativa de alto rendimiento (QHTS) de farmacos y compuestos
bioactivos aprobados por la FDA como un farmaco que activa la sefalizacion de BMPRII, restaura la funcién normal
de las células endoteliales de la arteria pulmonar (PAEC), previene y revierte la HAP experimental en ratones y ratas.

Ejemplo 2
Estudio clinico

Se invita a los pacientes a participar en este estudio porque tienen hipertension pulmonar (HP) y actualmente se les
trata con uno o varios farmacos para la HP tales como inhibidores de la PDE-5 (sildenafilo, tadalafilo), prostaciclinas
(Flolan, Remodulin, lloprost) y/o el antagonista de la endotelina ambrisentan. Si bien todos estos farmacos son eficaces
como vasodilatadores, se buscan nuevos medicamentos que puedan revertir la remodelacion patologica de las arterias
pulmonares. Ya sea que los sujetos tengan una forma familiar de hipertension pulmonar o no, se sabe que una
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determinada via (BMPR2) esta alterada en la HP. Los estudios han demostrado que el farmaco inmunosupresor FK-
506 (tacrolimus) activa la via de BMPR2 y previene y revierte la hipertension pulmonar en la hipertensién pulmonar
experimental.

Este estudio esté abierto a sujetos masculinos o femeninos, de 18 - 70 afos, con HP. Si un paciente acepta participar
en este estudio, el paciente sera uno de los 40 sujetos que participen en el estudio.

Si un paciente acepta participar y la patente cumple los requisitos, el paciente sera asignado al farmaco del estudio a
través de un proceso llamado aleatorizacion. La aleatorizacién significa que el farmaco del estudio que recibira el
paciente se selecciona al azar (como el lanzamiento de una moneda). Las opciones de farmacos de estudio para este
estudio son placebo y 3 dosis diferentes de FK-506 (nivel en sangre <1,0, 1,5-2,5 y 3-5 ng/ml; como referencia: la
dosis inmunosupresora es de 5-15 ng/ml) . El farmaco del estudio se afadira a la terapia de HP inicial del paciente.
La aleatorizacién para este estudio es de 1:3, lo que significa que los pacientes tienen una probabilidad del 75% de
recibir tratamiento con FK-506.

El propésito de este estudio es confirmar que afiadir FK-506 a un tratamiento de HP en una dosis por debajo de la
dosis normal que se usa para la inmunosupresion es seguro y si mejorara la hipertensiéon pulmonar. La funcion
cardiaca se valorara mediante eco, caminata de 6 min y el biomarcador NT-proBNP.

Estudiar medicacion

FK-506 (tacrolimus) es un farmaco inmunosupresor aprobado por la FDA que se utiliza en el trasplante de 6rganos y
en las enfermedades autoinmunes. Como el metabolismo de FK-506 difiere bastante en los pacientes, la terapia se
dirige midiendo los niveles de farmaco en sangre completa. La sangre se enviara a un laboratorio de pruebas para
medir los niveles de FK-506. Las dosis de inmunosupresores objetivo son de 5-15 ng/ml. En este estudio se tiene por
objetivo dosis mucho mas bajas (véase anteriormente). Los pacientes recibiran el farmaco del estudio durante la
duracién del estudio. El farmaco se administrara en un frasco preparado, lo que permite monitorizar la ingesta de
farmaco. Este dispositivo se llama Sistema de Monitorizacién de Eventos de Medicamentos (MEMS) y para que se
monitorice la ingesta de farmaco adecuadamente. Los pacientes siempre deben sacar un comprimido cada vez del
frasco.

La participacion en el estudio dura aproximadamente 16 semanas. Durante este tiempo, los pacientes deberan visitar
la clinica aproximadamente 4-5 veces.

Procedimientos de estudio

Si un paciente acepta participar en este estudio, primero firmara este formulario de consentimiento. Después de que
los pacientes hayan firmado, fechado y recibido una copia de este formulario de consentimiento, tendran la visita de
seleccién del estudio para garantizar que el paciente sea elegible para tomar parte en este estudio. Para determinar
la elegibilidad del paciente también pueden usarse resultados de pruebas anteriores (ecocardiograma, examen fisico,
pruebas de funcioén pulmonar, cateterismo del corazén derecho (RHC).
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REIVINDICACIONES

1. El compuesto FK506 para su uso en el tratamiento de la hipertension arterial pulmonar en un sujeto humano que tiene
hipertension arterial pulmonar asociada con la sefalizacion defectuosa de BMPR2, en donde dicho FK506 se administra
en una dosificacién de 0,002 mg/kg del peso del sujeto por dia hasta 0,05 mg/kg del peso del sujeto por dia.

2. El compuesto para su uso segun la reivindicacién 1, en donde el sujeto tiene una expresion reducida de BMPR2,
ALK1 o endoglina.

3. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el sujeto tiene hipertension arterial pulmonar
hereditaria provocada por una mutacién en BMPR2.

4. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el sujeto tiene hipertension arterial pulmonar
hereditaria provocada por una mutacién en ALK1.

5. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el sujeto tiene hipertension arterial pulmonar
hereditaria provocada por una mutacién en endoglina.

6. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 1, en donde dicha dosificacién proporciona una concentracion en
suero de FK506 de 0,1 - 0,2 ng/ml.

7. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el compuesto se administra por via oral.

8. El compuesto FK506 para su uso en la prevencion de la hipertensién arterial pulmonar asociada con la sefializacion
defectuosa de BMPR2 en un sujeto humano, en donde FK506 se administra en una dosificacién de 0,002 mg/kg del
peso del sujeto por dia hasta 0,05 mg/kg del peso del sujeto por dia.
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