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DESCRIPCION
Composiciones para el tratamiento del sindrome de Ehlers Danlos vascular
Referencia cruzada a la solicitud relacionada

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de los Estados Unidos 62/838,049 presentada
el 24 de abril de 2019, la solicitud provisional de los Estados Unidos 62/747,587 presentada el 18 de octubre de
2018 y la solicitud provisional de los Estados Unidos 62/746,524 presentada el 16 de octubre de 2018.

Declaracién relativa a la investigacion patrocinada por el gobierno federal

Esta invencidn se ha realizado con apoyo gubernamental en virtud de la subvencién numero 5T32GM007309-44
concedida por El Instituto Nacional de Salud. El gobierno tiene determinados derechos sobre esta invencién.

Campo

La presente invencién se refiere a los trastornos del tejido conjuntivo, concretamente al sindrome de Ehlers-Danlos
vascular (VEDS).

Antecedentes

El sindrome vascular de Ehlers-Danlos (VEDS) es un trastorno hereditario del tejido conjuntivo causado por
mutaciones heterocigotas en el gen COL3A1. Los pacientes con EDS vascular tienen la piel fina y transltcida, facil
aparicién de hematomas, un aspecto facial caracteristico y desarrollan diseccién espontédnea en vasos sanguineos
de tamafio medio-grande y rotura de 6rganos (Utero, colon), lo que provoca una muerte prematura y una
supervivencia media de aproximadamente 45 afios.

Muchas caracteristicas del VEDS son claramente diferentes de otras vasculopatias hereditarias, tales como el
sindrome de Marfan (MFS) y el sindrome de Loeys-Dietz (LDS), que se han asociado a una actividad excesiva del
TGF-B. Estas caracteristicas incluyen la diseccién adrtica sin aneurisma previo y la rotura en cualquier vaso
mediano o grande, asi como en érganos huecos. Estas caracteristicas hacen que la prediccién y el seguimiento
de la enfermedad sean dificiles o imposibles, y los signos de presentacién en la mayoria de los adultos
diagnosticados con VEDS son la diseccién vascular o la rotura de érganos, con un 25 % de los pacientes que
experimentan una complicacién grave antes de los 20 afios'2. Por tanto, existe una necesidad insatisfecha para
tratar el VEDS y los trastornos del tejido conectivo relacionados. Se ha informado de que el betabloqueante
celiprolol demostré una reduccién de las complicaciones vasculares del VEDS. (Beridze, Natalia, and William H.
Frishman. "Vascular Ehlers-Danlos syndrome: pathophysiology, diagnosis, and prevention and treatment of its
complications". Cardiology in review 20.1 (2012): 004 - 007

Sumario

La invencién se define en el conjunto de las reivindicaciones adjunto. La descripcién puede contener informacién
técnica adicional que, aunque no forma parte de la invencién reivindicada, se proporciona para situar la invencién
en un contexto técnico méas amplio y para ilustrar posibles desarrollos técnicos relacionados.

Los procedimientos de tratamiento del cuerpo humano mediante terapia, a los que se hace referencia en esta
descripcién, no forman parte de la presente invencién como tal, sino que se describen en la presente memoria en
relacién con compuestos y composiciones farmacéuticas para su uso en dichos procedimientos de tratamiento del
cuerpo humano mediante terapia, segun la presente invencion.

La invencién proporciona una composicién farmacéutica para su uso en un procedimiento de tratamiento del
sindrome de Ehlers-Danlos vascular (vEDS), la composicién comprende una cantidad eficaz de un agente, en la
que el agente disminuye la actividad o expresion de la cinasa regulada por sefial extracelular (ERK) o la proteina
cinasa C (PKC) y en la que el agente se selecciona entre ruboxistaurina, enzastaurina, sotrastaurina o una sal
farmacéuticamente aceptable de las mismas.

En algunas realizaciones de la invencién, el agente comprende una cantidad eficaz de enzastaurina.

La divulgacién de cualquier compuesto que no sea ruboxistaurina, enzastaurina, sotrastaurina o una sal
farmacéuticamente aceptable de las mismas como agente, y el tratamiento de cualquier enfermedad que no sea
el sindrome de Ehlers-Danlos vascular (vVEDS) no forman parte de la presente invencion.

También se divulgan en la presente memoria, entre ofros, composiciones, formulaciones y procedimientos para
inhibir, tratar, prevenir y/o reducir los sintomas de gravedad de trastornos del tejido conectivo, por ejemplo,
vasculopatias. Aspectos de esta materia se refieren al uso de agentes para el tratamiento de una amplia variedad
de trastornos del tejido conectivo. En determinadas realizaciones, el trastorno del tejido conjuntivo comprende una
vasculopatia, y en determinadas realizaciones, la vasculopatia comprende el sindrome de Ehlers-Danlos vascular
(VEDS).
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En la presente memoria se divulga un procedimiento para tratar una vasculopatia (por ejemplo, vEDS) en un sujeto.
El procedimiento comprende administrar al sujeto, una cantidad eficaz de un agente, de tal manera que el agente
disminuya la actividad o expresidn de la cinasa regulada por sefial extracelular (ERK) o de la proteina cinasa C
(PKC).

En determinadas realizaciones, un agente inhibe la expresién de la proteina cinasa activada por mitdgenos / cinasa
regulada por sefial extracelular (MEK), cinasa regulada por sefial extracelular (ERK), fosfolipasa C (PLC), inositol
trifosfato (IP3) o proteina cinasa C (pKC), y de ese modo inhibe la actividad de ERK, PLC, IP3 o PKC.

En determinadas realizaciones, un agente inhibe la actividad o expresién de una 0 mas moléculas asociadas con
la ruta de la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK), por ejemplo, las proteinas cinasas RAS-
RAF/MEK/proteina cinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK).

En algunas realizaciones, el agente comprende un anticuerpo o fragmento del mismo, un polipéptido, una molécula
pequefia, una molécula de acido nucleico o cualquier combinacidén de los mismos. En determinadas realizaciones,
el agente comprende una molécula pequefia.

En algunos casos, el agente comprende una molécula pequefia. Una molécula pequefia es un compuesto cuya
masa es inferior a 2000 Dalton. La masa molecular de la molécula pequefia es preferentemente inferior a 1000
Dalton, mas preferentemente inferior a 600 Dalton, por ejemplo, el compuesto es inferior a 500 Dalton, inferior a
400 Dalton, inferior a 300 Dalton, inferior a 200 Dalton, o inferior a 100 Dalton.

Las moléculas pequefias son organicas o inorganicas. Las pequefias moléculas organicas ejemplares incluyen,
entre otras, hidrocarburos alifaticos, alcoholes, aldehidos, cetonas, acidos organicos, ésteres, mono- y disacéridos,
hidrocarburos arométicos, aminoécidos y lipidos. Las pequefias moléculas inorgéanicas ejemplares comprenden
oligoelementos, iones, radicales libres y metabolitos. Alternativamente, las moléculas pequefias pueden disefiarse
sintéticamente para que consistan en un fragmento, o pequefia porcién, o una cadena de aminoacidos mas larga
para llenar un bolsillo de unién de una enzima. Las moléculas pequefias por lo general tienen menos de un
kilodalton.

En algunos casos, el agente comprende una molécula de acido nucleico. Por ejemplo, el acido ribonucleico (ARN)
o el 4cido desoxirribonucleico (ADN) inhiben la expresién de la proteina cinasa activada por mitégenos / cinasa
regulada por sefiales extracelulares (MEK), la cinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK), la fosfolipasa C
(PLC), el inositol trifosfato (IP3) o la proteina cinasa C (pKC), inhibiendo asi la actividad de ERK, PLC, IP3 o PKC.
En algunos casos, el 4cido nucleico comprende ARN interferente pequefio (ARNsi), ARN de interferencia (ARNi),
ARN mensajero (ARNm), ARN de horquilla pequefia o ARN de horquilla corta (ARNhc), acido ribonucleico de doble
cadena (ARNdc), ARN antisentido o microARN, o cualquier porcién de los mismos. Sin embargo, el experto podria
identificar facilmente acidos nucleicos adicionales que inhiban/antagonicen o activen/agonicen ERK o PKC, o IP3
o PLC.

Los polinucleétidos, polipéptidos u otros agentes utilizados en la presente memoria se purifican y/o aislan.
Especificamente, como se utiliza en la presente memoria, una molécula de é&cido nucleico, polinucledtido,
polipéptido o proteina "aislada" o "purificada" esté sustancialmente libre de otro material celular o medio de cultivo
cuando se produce mediante técnicas recombinantes, o de precursores quimicos u otras sustancias quimicas
cuando se sintetiza quimicamente. Los compuestos purificados son al menos el 60 % en peso (peso seco) del
compuesto de interés. Preferentemente, el preparado contiene al menos un 75 %, més preferentemente al menos
un 90 %, y lo mas preferentemente al menos un 99 %, en peso, del compuesto de interés. Por ejemplo, un
compuesto purificado es aquel que tiene al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 98 %, 99 % o0 100 %
(p/p) del compuesto deseado en peso. La pureza se mide por cualquier procedimiento estandar apropiado, por
ejemplo, mediante cromatografia en columna, cromatografia en capa fina o analisis de cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC). Un polinucleétido purificado o aislado (acido ribonucleico [ARN] o #écido
desoxirribonucleico [ADN]) esta libre de los genes o secuencias que lo flanquean en su estado natural. Un
polipéptido purificado o aislado esté libre de los aminoécidos o secuencias que lo flanquean en su estado natural.
Purificado también define un grado de esterilidad que es seguro para la administracién a un sujeto humano, por
ejemplo, carente de agentes infecciosos o téxicos.

En algunas realizaciones, el agente comprende cobimetinib o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En
otras realizaciones, el agente comprende ruboxistaurina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma. En
otras realizaciones, el agente comprende enzastaurina, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma. En
otras realizaciones contempladas, el agente comprende sotrastaurina o una sal farmacéuticamente aceptable de
la misma. Segun la invencién, el agente se selecciona entre ruboxistaurina, enzastaurina, sotrastaurina o una sal
farmacéuticamente aceptable de las mismas. En las realizaciones elegidas de la invencién, el agente comprende
una cantidad eficaz de enzastaurina.

En las realizaciones alternativas de la divulgacidn, el procedimiento comprende ademas administrar un agente que
disminuye la actividad o expresion de fosfolipasa C (PLC) o inositol trifosfato (IP3).
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En las realizaciones, el procedimiento comprende la administraciéon de una cantidad eficaz del agente. La cantidad
eficaz del agente es de aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 250 mg/kg de peso corporal, por
ejemplo, aproximadamente 0,001 mg/kg, aproximadamente 0,05 mg/kg, aproximadamente 0,1 mg/kg,
aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 10 mg/kg,
aproximadamente 25 mg/kg, aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 75 mg/kg, aproximadamente 100
mg/kg, aproximadamente 125 mg/kg, aproximadamente 150 mg/kg, aproximadamente 175 mg/kg,
aproximadamente 200 mg/kg, aproximadamente 225 mg/kg o aproximadamente 250 mg/kg de peso corporal. En
ultima instancia, el médico o veterinario responsable decide la cantidad y la pauta de dosificacién adecuadas.

En algunos casos, el agente se administra al menos una vez al dia, al menos una vez a la semana o al menos una
vez al mes. El agente puede administrarse adecuadamente durante un dia, una semana, un mes, dos meses, tres
meses, seis meses, nueve meses o un afio. En algunos casos, el agente se administra diariamente, por ejemplo,
cada 24 horas. O el agente se administra de forma continua o varias veces al dia, por ejemplo, cada 1 hora, cada
2 horas, cada 3 horas, cada 4 horas, cada 5 horas, cada 6 horas, cada 7 horas, cada 8 horas, cada 9 horas, cada
10 horas, cada 11 horas o cada 12 horas.

Por otra parte, los procedimientos descritos en la presente memoria previenen o reducen la gravedad de una
vasculopatia (VEDS) en al menos aproximadamente un 1%, por ejemplo, al menos aproximadamente 5 %, al
menos aproximadamente 10 %, al menos aproximadamente 15 %, al menos aproximadamente 20 %, al menos
aproximadamente 25 %, al menos aproximadamente 30 %, al menos aproximadamente 35 %, al menos
aproximadamente 40 %, al menos aproximadamente 45 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos
aproximadamente 55 %, al menos aproximadamente 60 %, al menos aproximadamente 65 %, al menos
aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 75 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos
aproximadamente 85 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, o al menos
aproximadamente 99 %.

Existen una variedad de vias de administracién disponibles. Por ejemplo, el agente se administra por via tépica,
oral, inhalatoria o inyectable.

Preferentemente, el sujeto es un mamifero que necesita dicho tratamiento o profilaxis, por ejemplo, un sujeto al
que se le ha diagnosticado una vasculopatia o una predisposiciéon a la misma. El mamifero es cualquier mamifero,
por ejemplo, un humano, un primate, un ratén, una rata, un perro, un gato, un caballo, asi como ganado o animales
criados para el consumo alimentario, por ejemplo, ganado vacuno, ovejas, cerdos, pollos y cabras. En una
realizacion preferida, el mamifero es un ser humano.

En algunos aspectos, un sujeto que padece o esta en riesgo de padecer un trastorno del tejido conectivo, por
ejemplo, una vasculopatia (y en determinadas realizaciones VEDS), tiene un nivel de proteina ERK 0 PKC 0 ARNm
que es diferente de un control normal. En algunas realizaciones, una muestra de prueba obtenida del sujeto
comprende un nivel de proteina ERK 0 PKC 0 ARNm que es diferente de un control normal. Por ejemplo, la muestra
de prueba puede comprender un nivel de proteina ERK 0 PKC o ARNm que sea al menos aproximadamente un 5
%, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 %,
100 %, 5-50 %, 50-75 %, 75-100 %, 1-veces, 2-veces, 3-veces, 4-veces, 0 5-veces mayor en comparacion con un
control normal.

En determinadas realizaciones, la muestra de prueba puede comprender un nivel de actividad ERK o PKC que es
al menos aproximadamente 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %,
75 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 %, 100 %, aproximadamente 5 a aproximadamente 50 %, aproximadamente 50 a
aproximadamente 75 %, aproximadamente 75 a aproximadamente 100 %, 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces 0 5
veces mayor en comparacién con un control normal.

Una muestra o valor de "control" se refiere a una muestra que sirve como referencia, normalmente una referencia
conocida, para compararla con una muestra de prueba. Por ejemplo, una muestra de prueba puede tomarse de un
sujeto de prueba, por ejemplo, un sujeto con un trastorno del tejido conectivo tal como una vasculopatia (por
ejemplo, VEDS) o que necesita diagndstico, y compararse con muestras de condiciones conocidas, por ejemplo,
un sujeto (o sujetos) que no tiene la enfermedad (un control negativo o normal), o un sujeto (o sujetos) que si tiene
la enfermedad (control positivo). Un control también puede representar un valor promedio obtenido a partir de un
ndmero de pruebas o resultados. Un experto en la técnica reconocerd que los controles pueden disefiarse para
evaluar cualquier nimero de parametros. Un experto en la técnica comprendera qué controles son valiosos en una
situacién determinada y podra analizar los datos basandose en comparaciones con los valores de control. Los
controles también son valiosos para determinar la importancia de los datos. Por ejemplo, si los valores de un
parametro determinado son variables en los controles, la variaciéon en las muestras de prueba no se considerara
significativa.

El término "cantidad normal" con respecto a un compuesto (por ejemplo, una proteina o ARNm) se refiere a una
cantidad normal del compuesto en un individuo que no padece un trastorno del tejido conjuntivo tal como una
vasculopatia (por ejemplo, VEDS) o en una poblaciéon sana o general. La cantidad de un compuesto puede medirse
en una muestra de prueba y compararse con el nivel de "control normal”, utilizando técnicas tales como limites de
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referencia, limites de discriminacién o umbrales de definicién de riesgo para definir puntos de corte y valores
anormales(por ejemplo, para un VEDS concreto o un sintoma del mismo). Por nivel de control normal se entiende
el nivel de uno o0 méas compuestos o compuestos combinados que se encuentra por lo general en un sujeto que se
sabe que no padece un VEDS. Tales niveles normales de control y puntos de corte pueden variar en funcidén de si
un compuesto se utiliza solo o en una férmula que se combina con otros compuestos en un indice.
Alternativamente, el nivel de control normal puede ser una base de datos de patrones de compuestos de sujetos
previamente analizados que no desarrollaron un vEDS o un sintoma particular del mismo (por ejemplo, en el caso
de que se desarrolle el VEDS o se analice a un sujeto que ya tenga el VEDS) durante un horizonte temporal
clinicamente relevante.

El nivel que se determina puede ser el mismo que un nivel de control o un nivel de corte o un nivel umbral, o puede
aumentar o disminuir en relacién con un nivel de control o un nivel de corte o un nivel umbral. En algunos aspectos,
el sujeto de control es un control emparejado de la misma especie, sexo, etnia, grupo de edad, hébito de fumar,
indice de masa corporal (BMI), estado actual del régimen terapéutico, historial médico o una combinacién de los
mismos, pero difiere del sujeto diagnosticado en que el control no padece la enfermedad (o un sintoma de la
misma) en cuestiéon o no esta en riesgo de padecer la enfermedad.

En relacién con un nivel de control, el nivel determinado puede ser un nivel aumentado. Como se utiliza en la
presente memoria, el término "aumento" con respecto al nivel (por ejemplo, nivel de proteina o ARNm) se refiere
a cualquier % de aumento por encima de un nivel de control. En diversas realizaciones, el nivel aumentado puede
ser de al menos o aproximadamente un 5 % de aumento, al menos o aproximadamente un 10 % de aumento, al
menos o aproximadamente un 15 % de aumento, al menos o aproximadamente un 20 % de aumento, al menos o
aproximadamente un 25 % de aumento, al menos o aproximadamente un 30 % de aumento, al menos o
aproximadamente un 35 % de aumento, al menos o aproximadamente un 40 % de aumento, al menos
aproximadamente un 45 % de aumento, al menos o aproximadamente un 50 % de aumento, al menos
aproximadamente un 55 % de aumento, al menos o aproximadamente un 60 % de aumento, al menos
aproximadamente un 65 % de aumento, al menos o aproximadamente un 70 % de aumento, al menos
aproximadamente un 75 % de aumento, al menos o aproximadamente un 80 % de aumento, al menos
aproximadamente un 85 % de aumento, al menos o aproximadamente un 90 % de aumento, al menos
aproximadamente un 95 % de aumento, en relacién con un nivel de control

(0]
(0]
(0]
(0]
(0]
(0]

O 0O O0O0OO0O0

En relacién con un nivel de control, el nivel que se determina puede ser un nivel disminuido. Como se utiliza en la
presente memoria, el término "disminuido" con respecto al nivel (por ejemplo, nivel de proteina o ARNm) se refiere
a cualquier % de disminucién por debajo de un nivel de control. En diversas realizaciones, el nivel disminuido
puede ser de al menos o aproximadamente un 5 % de disminucién, al menos o aproximadamente un 10 % de
disminucién, al menos o aproximadamente un 15 % de disminucién, al menos o aproximadamente un 20 % de
disminucién, al menos o aproximadamente un 25 % de disminucién, al menos o aproximadamente un 30 % de
disminucién, al menos o aproximadamente un 35 % de disminucién, al menos o aproximadamente un 40 % de
disminucién, al menos o aproximadamente un 45 % de disminucién, al menos o aproximadamente un 50 % de
disminucién, al menos o aproximadamente un 55 % de disminucién, al menos o aproximadamente un 60 % de
disminucién, al menos o aproximadamente un 65 % de disminucién, al menos o aproximadamente un 70 % de
disminucién, al menos o aproximadamente un 75% de disminucién, al menos o aproximadamente un 80 % de
disminucién, al menos o aproximadamente un 85 % de disminucién, al menos o aproximadamente un 90 % de
disminucién, al menos o aproximadamente un 95 % de disminucidn, en relacién con un nivel de control.

En los aspectos, la muestra de prueba obtenida del sujeto comprende sangre, suero, plasma, saliva, lagrimas,
vitreo, liquido cefalorraquideo, sudor, liquido cefalorraquideo u orina.

También se divulgan en la presente memoria procedimientos para tratar un trastorno del tejido conectivo en un
sujeto. El procedimiento comprende administrar una cantidad eficaz de un agente, en el que el agente disminuye
la actividad o expresién de la cinasa relacionada con la sefial extracelular (ERK) o la proteina cinasa C (PKC). En
las realizaciones de dicha divulgacién, el trastorno del tejido conectivo se selecciona del grupo que consiste en
una vasculopatia (por ejemplo, VEDS), el sindrome de Marfan, el sindrome de Loeys-Dietz y el aneurisma aértico
toracico familiar. Otros ejemplos incluyen, sin limitaciéon, dermatomiositis amiopatica; proliferacién
osteocondromatosa parosteal rara; sindrome de Ehlers-Danlos clasico; sindrome de Ehlers-Danlos
dermatosparaxis; sindromes de Ehlers-Danlos; fascitis eosinofilica; epidermélisis bullosa (EB) enfermedad de
Legg-Calve-Perthes; sindrome de Marfan; melorreostosis; melorreostosis con osteopoiquilosis; enfermedad mixta
del tejido conjuntivo; poliartritis con factor reumatoide negativo; osteosclerosis con ictiosis e insuficiencia ovarica
prematura; displasia de Pacman; enfermedad 6sea de Paget; enfermedad 6sea de Paget, familiar; polimiositis;
sordera progresiva con fijacion del estribo; enfermedad de las costillas; esclerodermia; anquilosis
temporomandibular; distrofia de las veinte ufias; sindrome de Ehlers-Danlos vascular; sindrome de Weill-
Marchesani; osteosclerosis autosémica dominante de tipo Worth. En determinadas realizaciones, el trastorno del
tejido conjuntivo comprende vasculopatia.

Ademas del tratamiento del propio Sindrome de Marfan, la presente divulgacién también proporciona
procedimientos para tratar una variedad de trastornos relacionados con Marfan. En algunas realizaciones, el
trastorno relacionado con Marfan se selecciona del grupo que consiste en: Sindrome de Loeys-Dietz, aneurisma
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aodrtico familiar, valvula adrtica bicUspide con dilatacién aértica, ectopia lentis familiar (cristalino luxado), sindrome
de prolapso de la valvula mitral, habito de Marfan, aracnodactilia contractural congénita (sindrome de Beals),
sindrome de Stickler, sindrome de Shprintzen-Goldberg, sindrome de Weill-Marchesani y sindrome de Ehlers-
Danlos.

En las realizaciones, el procedimiento para tratar un trastorno del tejido conjuntivo comprende administrar un
agente, en el que el agente comprende un anticuerpo o fragmento del mismo, un polipéptido, una molécula
pequefia, una molécula de 4cido nucleico o cualquier combinacién de los mismos. En las realizaciones preferidas,
el comprende una molécula pequefia.

En algunas realizaciones, el agente comprende cobimetinib o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En
otras realizaciones, el agente comprende ruboxistaurina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma. En
otras realizaciones, el agente comprende enzastaurina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma. En
otras realizaciones contempladas, el agente comprende sotrastaurina o una sal farmacéuticamente aceptable de
la misma.

En las realizaciones alternativas, el procedimiento comprende ademés la administracién de un agente que
disminuye la actividad o expresion de la fosfolipasa C (PLC) o del inositol trifosfato (IP3).

También se proporcionan en la presente memoria composiciones farmacéuticas para el tratamiento de una
vasculopatia. En las realizaciones, la composicién comprende una cantidad eficaz de un agente que disminuye la
actividad o la expresiéon de la cinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK) o de la proteina cinasa C (PKC).
La composicién farmacéutica comprende un agente, en el que el agente comprende un anticuerpo o fragmento del
mismo, un polipéptido, una molécula pequefia, una molécula de &cido nucleico o cualquier combinacién de los
mismos. Segln la invencién, se proporciona una composicién farmacéutica para su uso en un procedimiento de
tratamiento del sindrome de Ehlers-Danlos vascular (VEDS), la composicién que comprende una cantidad eficaz
de un agente, en la que el agente disminuye la actividad o expresién de la cinasa regulada por sefial extracelular
(ERK) o proteina cinasa C (PKC) y en la que el agente se selecciona de ruboxistaurina, enzastaurina, sotrastaurina,
o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

La composiciéon descrita en la presente memoria se administra por via oral, intravenosa, tdpica, parenteral,
intraperitoneal, intramuscular, intratecal, intralesional, intracraneal, intranasal, intraocular, intracardiaca, intravitrea,
administracion intradsea, administraciéon intracerebral, administracién intraarterial, administracién intraarticular,
administracién intradérmica, administracion transdérmica, administracién transmucosa, administracién sublingual,
administraciéon enteral, administracién sublabial, administracién por insuflacién, administracién por supositorio,
administracién inhalada o administracion subcutanea.

También se divulgan en la presente memoria kits para tratar la vasculopatia. En las realizaciones, los kits
comprenden 1) una composicién farmacéutica de cualquiera de las composiciones descritas en la presente
memoria y 2) instrucciones escritas para tratar la vasculopatia.

En otros aspectos de la divulgacién, se contemplan procedimientos para tratar un trastorno del tejido conectivo
(por ejemplo, el sindrome de Marfan). En las realizaciones, el procedimiento comprende administrar una cantidad
eficaz de un agente, en el que el agente comprende un anticuerpo o fragmento del mismo, un polipéptido, una
molécula pequefia, una molécula de acido nucleico, o cualquier combinacién de los mismos. En determinadas
realizaciones, se coadministran al sujeto cantidades terapéuticamente eficaces de uno o mas agentes.

En determinadas realizaciones de la divulgacién, el procedimiento para tratar un trastorno del tejido conectivo (por
ejemplo, el sindrome de Marfan) comprende administrar un agente que disminuye la actividad o expresién de la
proteina cinasa C (PKC). En determinadas realizaciones, el procedimiento para tratar un trastorno del tejido
conjuntivo (por ejemplo, el sindrome de Marfan) comprende administrar un agente que disminuye la actividad o
expresion de la cinasa regulada por sefial extracelular (ERK). En determinadas realizaciones, el procedimiento
para tratar un trastorno del tejido conjuntivo (por ejemplo, el sindrome de Marfan) comprende administrar un agente
que disminuye la actividad o expresioén de la proteina cinasa C (PKC), una cinasa regulada por sefial extracelular
(ERK) 0 una combinacién de las mismas.

En determinadas realizaciones de la divulgacién, el procedimiento para tratar un trastorno del tejido conectivo (por
ejemplo, sindrome de Marfan) comprende la administracién de un agente que disminuye o inhibe la expresién de
proteina cinasa activada por mitégenos / cinasa regulada por sefial extracelular (MEK), cinasa regulada por sefial
extracelular (ERK), fosfolipasa C (PLC), inositol trifosfato (IP3) o proteina cinasa C (pKC), y asi inhibe la actividad
de ERK, PLC, IP3 o PKC.

En determinadas realizaciones de la divulgacién, el procedimiento para tratar un trastorno del tejido conectivo (por
ejemplo, el sindrome de Marfan) comprende administrar un agente que disminuye o inhibe la actividad o expresion
de una o0 mas moléculas asociadas con la ruta de la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK), por ejemplo,
las proteinas cinasas RAS-RAF/MEK/regulada por sefiales extracelulares (ERK).
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En algunas realizaciones, el paciente es un paciente humano. En algunas realizaciones, el paciente tiene 15 afios
o mas. En algunas realizaciones, el paciente es un paciente adulto. En algunas realizaciones, el paciente es un
paciente pediatrico.

En algunas realizaciones, el procedimiento se inicia tan pronto como (o poco después) se diagnostica el VEDS. En
algunas realizaciones, el procedimiento se inicia cuando el paciente tiene 15 afios, o cuando se le diagnostica por
primera vez.

En algunas realizaciones, el paciente es diagnosticado basandose en un fenotipo de VEDS, o basédndose en una
prueba molecular vEDS (por ejemplo, se determina que el paciente tiene VEDS basandose en una o mas pruebas
genéticas tales como una prueba que determina que el paciente tiene una sustituciéon de glicina dentro de la triple
hélice o una variante de sitio de empalme).

En algunas realizaciones, el paciente tiene una mutacién COL3A1. En algunas realizaciones, el paciente tiene una
sustitucion de glicina dentro de la triple hélice o una variante del sitio de empalme. En algunas realizaciones, el
paciente tiene una sustitucién sin sentido de la glicina en la secuencia repetitiva (Gly-X-Y)n de la triple hélice del
colageno, o variantes del sitio de empalme que conducen a la omisién de ex6n en fase. En algunas realizaciones,
el paciente tiene una sustitucion de glicina dentro de la triple hélice (Grupo |). En algunos casos, el paciente tiene
una variante de empalme, una insercién-delecién en el marco o una duplicacién (Grupo IlI). En algunas
realizaciones, el paciente tiene una variante que conduce a la haplo-insuficiencia (Grupo lll).

En algunas realizaciones, el paciente ha tenido previamente un evento agudo relacionado con VEDS (por ejemplo,
un evento arterial tal como una ruptura o diseccién, una ruptura intestinal o uterina) antes de la dosis inicial de uno
0 més agentes incorporados en la presente memoria, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En determinadas realizaciones, el agente disminuye la proteina PKC o el nivel de ARNm en al menos un 5 %, 10
%, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 %, 100 %,
5-50 %, 50-75 %, 75-100 %, 1-veces, 2-veces, 3-veces, 4-veces, 0 5-veces en comparacién con un control normal.
En otras realizaciones, el agente disminuye el nivel de actividad de PKC en al menos un 5 %, 10 %, 15 %, 20 %,
25 %, 30 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 %, 100 %, 5-50 %, 5 veces,
en comparacién con un control normal.

En algunas realizaciones, el agente disminuye el nivel de proteina o ARNm de la cinasa regulada por sefial
extracelular (ERK) en al menos un 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %,
70 %, 75 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 %, 100 %, 5-50 %, 50-75 %, 75-100 %, 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces 0 5
veces en comparacion con un control normal. En otras realizaciones, el agente disminuye el nivel de actividad de
ERK en al menos un 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
90 %, 95 %, 99 %, 100 %, 5-50 %, 5 veces, en comparacién con un control normal.

En las realizaciones de la divulgacién, el agente para tratar un trastorno del tejido conectivo (por ejemplo, el
sindrome de Marfan) comprende enzastaurina, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma. En otras
realizaciones, el agente para tratar un trastorno del tejido conjuntivo (por ejemplo, el sindrome de Marfan)
comprende sotrastaurina, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma. En otros ejemplos contemplados,
el agente para tratar un trastorno del tejido conjuntivo (por ejemplo, el sindrome de Marfan) comprende
ruboxistaurina, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

Definiciones

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
tienen el significado cominmente entendido por un experto en la técnica a la que pertenece esta divulgacién. Las
siguientes referencias proporcionan a los expertos una definicién general de muchos de los términos utilizados en
la presente divulgacién: The Cambridge Dictionary of Science and Technology (Walker ed., 1988); The Glossary of
Genetics, 52 ed., R. Rieger et al. (eds.), Springer Verlag (1991); y Hale & Marham, The Harper Collins Dictionary of
Biology (1991). Los siguientes términos tienen el significado que se les atribuye a continuacién, salvo que se
especifique lo contrario.

El término "composicién farmacéutica”" significa cualquier composicién que contiene al menos un agente
terapéutico o biolégicamente activo y sea adecuada para su administracién al paciente. Cualquiera de estas
formulaciones puede prepararse mediante procedimientos conocidos y aceptados en la técnica. Véase, por
ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 202 edicién, (ed. A. R. Gennaro), Mack Publishing
Co., Easton, Pa., 2000.

Por "receptores acoplados a proteinas G (GPCR)" se entiende un receptor proteico que detecta moléculas fuera
de una célula y activa, dentro de la célula, rutas de transduccién de sefiales y, en Ultima instancia, respuestas
celulares. Los GPCR se denominan receptores de siete transmembranas porque atraviesan la membrana celular
siete veces.
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Por "agonista" se entiende una sustancia quimica que se une a un receptor y activa el receptor para producir una
respuesta biolégica. Mientras que un agonista provoca una accién, un "antagonista" bloquea la accién del agonista
y un agonista inverso provoca una accién opuesta a la del agonista. Como se utiliza en la presente memoria, los
términos "antagonista” e "inhibidor" se utilizan indistintamente para referirse a cualquier molécula que contrarreste
o inhiba, disminuya o suprima la actividad biolégica de su molécula diana. En algunas realizaciones, un agonista
es un "superagonista" cuando induce o aumenta la actividad biolégica de su molécula diana. En algunas
realizaciones, un antagonista es un "superantagonista" cuando contrarresta o inhibe, disminuye o suprime la
actividad bioldgica de su molécula diana. Los inhibidores, antagonistas y agonistas adecuados incluyen receptores
solubles, inhibidores peptidicos, inhibidores de moléculas pequefias, fusiones de ligandos y anticuerpos.

Como se utiliza en la presente memoria, el término "sal" se refiere a sales acidas o basicas de los agentes usados
en la presente memoria. Ejemplos ilustrativos pero no limitativos de sales aceptables son sales de acidos minerales
(acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido fosférico, &cido sulfurico y similares), sales de 4cidos organicos (acido
acético, &cido propibnico, acido glutdmico, 4cido citrico y similares) y sales de amonio cuaternario (yoduro de
metilo, yoduro de etilo y similares).

Como se utiliza en la presente memoria, un "antagonista" puede referirse a un anticuerpo o fragmento del mismo,
péptidos, polipéptidos o fragmentos de los mismos, moléculas pequefias y acidos nucleicos inhibidores o
fragmentos de los mismos que interfiere con la actividad o unién de otro, por ejemplo, compitiendo por uno o mas
sitios de unién de un agonista, pero no induce una respuesta activa.

Por "tipo salvaje" o "WT" se entiende el fenotipo de la forma tipica de una especie tal y como se da en la naturaleza.
Alternativamente, el tipo salvaje se conceptualiza como un producto del alelo estandar, "normal”, en un locus, en
contraste con el producido por un alelo no estandar, "mutante".

El término "administrar’, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a cualquier modo de transferir, entregar,
introducir o transportar un agente, por ejemplo, a un sujeto que necesita tratamiento para una enfermedad o
afeccién. Tales modos incluyen, pero no se limitan a, la administracién oral, tépica, intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular, intradérmica, intranasal y subcutanea.

Por "coadministrar" se entiende que una composiciéon descrita en la presente memoria se administra al mismo
tiempo, justo antes o justo después de la administracién de terapias adicionales. El agente o la composicién de la
divulgacién pueden administrarse solos o pueden coadministrarse al paciente. Por coadministracién se entiende
la administracién simultanea o secuencial del compuesto individualmente o en combinacién (mas de un compuesto
o agente). Los preparados también pueden combinarse, si se desea, con otras sustancias activas.

Como se utiliza en la presente memoria, "administracion secuencial”" incluye que la administracién de dos agentes
(por ejemplo, los agentes o composiciones descritos en la presente memoria) ocurren separadamente en el mismo
dia 0 no ocurren en un mismo dia (por ejemplo, ocurren en dias consecutivos).

Como se utiliza en la presente memoria, la "administracién concurrente” incluye el solapamiento en la duracién, al
menos en parte. Por ejemplo, cuando dos agentes (por ejemplo, cualquiera de los agentes descritos en la presente
memoria que tiene bioactividad) se administran simultdneamente, su administracién se produce dentro de un cierto
tiempo deseado. La administracion de los agentes puede comenzar y terminar el mismo dia. La administracién de
un agente también puede preceder en dias a la administracién de un segundo agente, siempre que ambos agentes
se tomen el mismo dia al menos una vez. Del mismo modo, la administracién de un agente puede prolongarse
méas alla de la administracién de un segundo agente siempre que ambos agentes se tomen el mismo dia al menos
una vez. No es necesario que los agentes bioactivos se tomen a la misma hora cada dia para incluir la
administracién simulténea.

Como se utiliza en la presente memoria, la "administracién intermitente incluye la administracién de un agente
durante un periodo de tiempo (que puede considerarse un "primer periodo de administracién"), seguido de un
tiempo durante el cual el agente no se toma o se toma a una dosis de mantenimiento més baja (que puede
considerarse un "periodo de reposo") seguido de un periodo durante el cual el agente se administra de nuevo (que
puede considerarse un "segundo periodo de administracién"). Generalmente, durante la segunda fase de
administracién, el nivel de dosificacién del agente coincidird con el administrado durante el primer periodo de
administracion, pero puede aumentarse o disminuirse segin sea médicamente necesario.

Como se utiliza en la presente memoria, una "alteracién" también incluye un cambio de 2 veces 0 més en los
niveles de expresién o actividad de un gen o polipéptido, por ejemplo, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 30 veces, 40
veces, 50 veces, 100 veces, 500 veces, 1000 veces 0 mas.

Como se define en la presente memoria, el término "inhibicién", "inhibir", "que inhibe" y similares en referencia a
una interaccién proteina-inhibidor (por ejemplo, un inhibidor de ERK o PKC, o un inhibidor de PLC o IP3) significa
afectar negativamente (por ejemplo, disminuir) la actividad o funcién de la proteina (por ejemplo, disminucién de la
actividad o cantidad de ERK o PKC, o PLC o IP3, disminucién de la capacidad de ERK o PKC, o PLC o IP3 para
unirse a un receptor, disminucidén de la capacidad de un receptor para unirse a ERK o PKC, o disminucién de la
sefializaciéon de ERK o PKC tras la unién de ERK 0 PKC, o PLC o IP3 a un receptor) en relacidén con la actividad o
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funcién de la proteina en ausencia del inhibidor. En algunas realizaciones, la inhibicién se refiere a la reduccién de
una enfermedad o de los sintomas de una enfermedad (por ejemplo, un trastorno del tejido conjuntivo). Del mismo
modo, un "inhibidor" es un compuesto o proteina que inhibe una diana uniéndose, bloqueando parcial o totalmente,
disminuyendo, impidiendo, retrasando, inactivando, desensibilizando o regulando a la baja la actividad.

Por "mejorar’ se entiende disminuir, suprimir, atenuar, disminuir, detener o estabilizar el desarrollo o la progresién
de una enfermedad tal como, por ejemplo, una reaccidén de tipo pseudoalérgico.

Por "amplificar" se entiende aumentar el nimero de copias de una molécula. En un ejemplo, la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) se utiliza para amplificar acidos nucleicos.

Por "unién" se entiende tener una afinidad fisicoquimica por una molécula. La unién se mide mediante cualquiera
de los procedimientos de la divulgacién, por ejemplo, un farmaco/compuesto con un receptor expresado en una
célula.

En la presente divulgacién, los términos "comprende”, "que comprende"”, "que contiene", "que tiene" y similares
pueden tener el significado que se les atribuye en la legislacién sobre Patentes de los Estados Unidos y pueden
significar "incluye", "incluyendo" y similares; los términos "que consiste esencialmente en" o '"consiste
esencialmente en" también tienen el significado que se les atribuye en la legislacién sobre Patentes de los Estados
Unidos y estos términos son abiertos, permitiendo la presencia de mas de lo que se recita siempre que las
caracteristicas basicas o novedosas de lo que se recita no cambien por la presencia de mas de lo que se recita.
Los términos "consiste esencialmente en" o "consiste esencialmente en" también tienen el significado que se les
atribuye en la legislacién sobre Patentes de los Estados Unidos y estos términos son abiertos, permitiendo la
presencia de mas de lo que se recita siempre que las caracteristicas basicas o novedosas de lo que se recita no
cambien por la presencia de mas de lo que se recita, pero excluye las realizaciones de la técnica anterior.

Por "cantidad eficaz" se entiende la cantidad necesaria para mejorar los sintomas de una enfermedad en relacién
con un paciente no tratado. La cantidad eficaz de compuesto(s) activo(s) utilizado(s) en la practica de la presente
invencién para el tratamiento terapéutico de una enfermedad varia en funcién de la forma de administracién, la
edad, el peso corporal y el estado general de salud del sujeto. En dltima instancia, el médico o veterinario que le
atienda decidira la cantidad y la pauta de dosificacién adecuadas. Tal cantidad se denomina cantidad "eficaz".

La dosificacion y frecuencia (dosis Unica o multiple) administrada a un mamifero puede variar dependiendo de una
variedad de factores, por ejemplo, si el mamifero padece otra enfermedad, y su via de administracién; tamario,
edad, sexo, salud, peso corporal, indice de masa corporal y dieta del receptor; naturaleza y extensiéon de los
sintomas de la enfermedad que se va a tratar, tipo de tratamiento concurrente, complicaciones de la enfermedad
que se va a tratar u otros problemas relacionados con la salud. Pueden utilizarse otros regimenes o agentes
terapéuticos junto con los procedimientos y agentes de la presente divulgacién. El ajuste y la manipulacién de las
dosificaciones establecidas (por ejemplo, la frecuencia y la duracidn) estan al alcance de los expertos en la técnica.

Para cualquier agente descrito en la presente memoria, la cantidad terapéuticamente eficaz (por ejemplo, dosis
eficaz o cantidad eficaz) puede determinarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Las
concentraciones diana seran aquellas concentraciones de farmaco(s) terapéutico(s) que sean capaces de alcanzar
los procedimientos descritos en la presente memoria, medidas mediante los procedimientos descritos en la
presente memoria o conocidos en la técnica.

Como es bien sabido en la técnica, las cantidades terapéuticamente eficaces para su uso en seres humanos
también pueden determinarse a partir de modelos animales. Por ejemplo, una dosis para humanos puede
formularse para alcanzar una concentracién que haya resultado eficaz en animales. La dosificacién en humanos
puede ajustarse controlando la eficacia del agente y ajustando la dosificacién al alza o a la baja, como se ha
descrito anteriormente. El ajuste de la dosis para lograr la méaxima eficacia en seres humanos basado en los
procedimientos descritos anteriormente y otros procedimientos estd dentro de las capacidades del artesano
normalmente experto.

Las dosificaciones pueden variar en funcién de las necesidades del paciente y del farmaco terapéutico empleado.
La dosis administrada a un paciente debe ser suficiente para producir una respuesta terapéutica beneficiosa en el
paciente a lo largo del tiempo. El tamafio de la dosis también vendra determinado por la existencia, la naturaleza
y el alcance de cualquier efecto secundario adverso. La determinacion de la dosificacion adecuada para una
situacion concreta depende de la habilidad del profesional. Generalmente, el tratamiento se inicia con
dosificaciones menores que la dosis 6ptima del agente. En lo sucesivo, la dosificacién se aumenta en pequefios
incrementos hasta alcanzar el efecto 6ptimo segln las circunstancias. Las cantidades y los intervalos de
dosificacién pueden ajustarse individualmente para proporcionar niveles del agente administrado eficaces para la
indicacién clinica concreta que se esté tratando. Esto proporcionara un régimen terapéutico acorde con la gravedad
del estado de la enfermedad del individuo.

La dosis eficaz del agente (por ejemplo, inhibidor farmacolégico) de la presente divulgacién para tratar el vEDS,
tratar el sindrome de Marfan, y/o alterar la expresion o actividad de la ruta de sefializacién PLC/IP3/PKC/ERK
puede ser desde aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 0,01 mg/kg del agente, desde
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aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 0,1 mg/kg del agente, desde aproximadamente 0,1 mg/kg a
aproximadamente 1,0 mg/kg del agente, desde aproximadamente 1,0 mg/kg a aproximadamente 5,0 mg/kg del
agente, desde aproximadamente 5,0 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg del agente, desde aproximadamente 10
mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg del agente, desde aproximadamente 15 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg
del agente, desde aproximadamente 20 mg/kg a aproximadamente 25 mg/kg del agente, desde aproximadamente
25 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg del agente, desde aproximadamente 30 mg/kg a aproximadamente 35
mg/kg del agente, desde aproximadamente 35 mg/kg a aproximadamente 40 mg/kg del agente, desde
aproximadamente 40 mg/kg a aproximadamente 45 mg/kg del agente, desde aproximadamente 45 mg/kg a
aproximadamente 50 mg/kg del agente, desde aproximadamente 50 mg/kg a aproximadamente 55 mg/kg del
agente, desde aproximadamente 55 mg/kg a aproximadamente 60 mg/kg del agente, desde aproximadamente 60
mg/kg a aproximadamente 65 mg/kg del agente, desde aproximadamente 65 mg/kg a aproximadamente 70 mg/kg
del agente, desde aproximadamente 70 mg/kg a aproximadamente 75 mg/kg del agente, desde aproximadamente
75 mg/kg a aproximadamente 80 mg/kg del agente, desde aproximadamente 80 mg/kg a aproximadamente 85
mg/kg del agente, desde aproximadamente 85 mg/kg a aproximadamente 90 mg/kg del agente, desde
aproximadamente 90 mg/kg a aproximadamente 95 mg/kg del agente, o desde aproximadamente 95 mg/kg a
aproximadamente 100 mg/kg del agente.

En algunos aspectos, la presente divulgacién incluye composiciones con una dosis eficaz de un(os) agente(s) de
la presente divulgacion en la que el agente puede ser desde aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 20 %
p/v de la composicién. Un porcentaje en peso de un componente, a menos que se indique especificamente lo
contrario, se basa en el peso total de la formulacién o composicidén en la que se incluye el componente.

Por ejemplo, la dosis eficaz de un agente divulgado en la presente memoria puede ser desde aproximadamente
0,001 % a aproximadamente 0,01 %, desde aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 0,1 %, desde
aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 1,0 %, desde aproximadamente 1,0 % a aproximadamente 2,0 %,
desde aproximadamente 2,0 % a aproximadamente 3,0 %, desde aproximadamente 3,0 % a aproximadamente
4,0 %, desde aproximadamente 40 % a aproximadamente 50 %, desde aproximadamente 50 % a
aproximadamente 6,0 %, desde aproximadamente 6,0 % a aproximadamente 7,0 %, desde aproximadamente 7,0
% a aproximadamente 8,0 %, desde aproximadamente 8,0 % a aproximadamente 9,0 %, desde aproximadamente
9,0 % a aproximadamente 10 %, desde aproximadamente 10 % a aproximadamente 11 %, desde
aproximadamente 11 % a aproximadamente 12 %, desde aproximadamente 12 % a aproximadamente 13 %, desde
aproximadamente 13 % a aproximadamente 14 %, desde aproximadamente 14 % a aproximadamente 15 %, desde
aproximadamente 15 % a aproximadamente 16 %, desde aproximadamente 16 % a aproximadamente 17 %, desde
aproximadamente 17 % a aproximadamente 18 %, desde aproximadamente 18 % a aproximadamente 19 %, o
desde aproximadamente 19 % a aproximadamente 20 % p/v de la composicion.

Los términos "tratar" y "tratamiento”, como se utilizan en la presente memoria, se refieren a la administracién de
un agente o formulacién a un individuo clinicamente sintomatico aquejado de una afeccién, trastorno o enfermedad
adversos, con el fin de lograr una reducciéon de la gravedad y/o frecuencia de los sintomas, eliminar los sintomas
y/o su causa subyacente, y/o facilitar la mejora o reparacion del dafio.

Los términos "sujeto", "paciente", "individuo" y similares utilizados en la presente memoria no pretenden ser
limitativos y pueden intercambiarse de forma general. Una persona descrita como "sujeto”, "paciente”, "individuo"
y similares no tiene necesariamente una enfermedad determinada, sino que puede estar simplemente buscando
consejo médico. Los términos "sujeto"”, "paciente", "individuo" y similares utilizados en la presente memoria incluyen
a todos los miembros del reino animal que puedan padecer el trastorno indicado. En algunos aspectos, el sujeto

es un mamifero, y en algunos aspectos, el sujeto es un ser humano.

Eltérmino "muestra", como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una muestra biol6gica obtenida con fines
de evaluacidn in vitro. En algunas realizaciones, la muestra puede comprender un fluido corporal. En algunas
realizaciones, el fluido corporal incluye, pero no se limita a, sangre total, plasma, suero, linfa, leche materna, saliva,
mucosa, semen, extractos celulares, fluidos inflamatorios, liquido cefalorraquideo, humor vitreo, lagrimas, vitreo,
humor acuoso u orina obtenidos del sujeto. En algunos aspectos, la muestra es un panel compuesto de dos o mas
fluidos corporales. En aspectos ejemplares, la muestra comprende sangre o una fraccién de la misma (por ejemplo,
plasma, suero o una fraccién obtenida mediante leucaféresis).

Los intervalos que se proporcionan en este documento se entienden como una abreviatura de todos los valores
dentro del intervalo. Por ejemplo, se entiende que un intervalo de 1 a 50 incluye cualquier nimero, combinacion
de numeros o subintervalo del grupo formado por 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21,22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, o0 50,
asi como todos los valores decimales intermedios entre los nimeros enteros antes mencionados tales como, por
ejemplo, 1,1,1,2,1,3,1,4,1,5, 1,6, 1,7, 1,8 y 1,9. Con respecto a los subintervalos, se contemplan especificamente
los "subintervalos anidados" que se extienden desde cualquier punto final del intervalo. Por ejemplo, un
subintervalo anidado de un intervalo ejemplar de 1 a 50 puede comprenderde 1a 10, de 1a20,de1a30yde 1
a 40 en una direccién, o de 50 a 40, de 50 a 30, de 50 a 20 y de 50 a 10 en la otra direccién.
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Por "recombinante”" se entienden moléculas de acido nucleico formadas por procedimientos de laboratorio de
recombinacién genética (tales como la clonacién molecular) para reunir material genético de multiples fuentes,
creando secuencias que de otro modo no se encontrarian en los organismos biolégicos.

La palabra "expresidén" o "expresado", como se utiliza en la presente memoria en referencia a una secuencia de
acido nucleico de ADN (por ejemplo, un gen), significa el producto transcripcional y/o traslacional de esa secuencia.
El nivel de expresién de una molécula de ADN en una célula puede determinarse en funcién de la cantidad de
ARNmMm correspondiente presente en la célula o de la cantidad de proteina codificada por ese ADN producida por la
célula (Sambrook et al., 1989 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 18.7-18.88). Cuando se utiliza en referencia
a polipéptidos, la expresidn incluye cualquier etapa implicada en la produccién de un polipéptido, incluyendo, pero
sin limitarse a, la transcripcién, la modificacién postranscripcional, la traduccién, la modificacién postraduccional y
la secrecién. La expresion puede detectarse mediante técnicas convencionales de deteccién de proteinas (por
ejemplo, ELISA, Western blot, citometria de flujo, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, etc.).

Por "reduce" se entiende una alteracién negativa de al menos el 10 %, el 25 %, el 50 %, el 75 % o el 100 %.
Por "referencia" se entiende una afeccién estandar o de control.

A menos que se indique especificamente o resulte obvio por el contexto, tal y como se utilizan en la presente
memoria, los términos "un”, "una" y "el" se entienden en singular o plural. Amenos que se indique especificamente

o resulte obvio por el contexto, como se utiliza en la presente memoria, el término "o" se entiende inclusivo.

A menos que se indique especificamente o resulte obvio por el contexto, como se utiliza en la presente memoria,
el término "aproximadamente" se entiende dentro de un intervalo de tolerancia normal en la técnica, por ejemplo
dentro de 2 desviaciones estandar de la media. Aproximadamente puede entenderse dentro del 10 %, 9 %, 8 %,
7 %, 6 %, 5%, 4%,3%,2%,1%, 0,5%, 0,1%, 0,05% 00,01 % del valor indicado. Salvo que el contexto indique
claramente lo contrario, todos los valores numéricos aqui indicados se modifican con el término "aproximadamente”

Como se utiliza en la presente memoria, el término "derivado” se refiere a un compuesto que tiene una estructura
derivada de la estructura de un compuesto original (por ejemplo, un compuesto divulgado en la presente memoria)
y cuya estructura es suficientemente similar a los divulgados en la presente memoria y, basandose en esa similitud,
un experto en la técnica esperaria que presentara las mismas o similares actividades y utilidades que los
compuestos reivindicados, o que indujera, como precursor, las mismas o similares actividades y utilidades que los
compuestos reivindicados. Los derivados ejemplares incluyen sales, ésteres, amidas, sales de ésteres o amidas y
N-6xidos de un compuesto original.

Cada realizacién divulgada adjunto se contempla como siendo aplicable a cada una de las otras realizaciones
divulgadas. Por tanto, todas las combinaciones de los diversos elementos de la invencién descritos en este
documento estan dentro del alcance de la invencién.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién se desprenderan de la siguiente descripcion de las realizaciones
preferidas de la misma, y de las reivindicaciones. A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos
y cientificos utilizados en este documento tienen el mismo significado que cominmente entiende un experto en la
técnica a la que pertenece esta invencién. Aunque en la practica o prueba de la presente invencién pueden
utilizarse procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria, a
continuacién se describen procedimientos y materiales adecuados. En caso de conflicto, prevaleceré la presente
especificacién, incluidas las definiciones. Ademés, los materiales, procedimientos y ejemplos son solamente
ilustrativos y no pretenden ser limitativos.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1A es un grafico que demuestra que el modelo de ratén G209S/+ recapitulaba los fenotipos del
sindrome de Ehlers-Danlos vascular (VEDS). Se muestra el porcentaje de supervivencia en funcién de la
edad. La mediana de supervivencia fue de 400 dias, p<0,0001.

La figura 1B es un grafico que demuestra que el modelo de raton G938D/+ recapitulaba los fenotipos del
VEDS. Se muestra el porcentaje de supervivencia en funciéon de la edad. La mediana de supervivencia fue de
45 dias, p<0,0001.

La figura 1C es una imagen que muestra el corazén y la aorta de un ratén vEDS. La punta de flecha (lado
izquierdo) indica la aorta ascendente y la flecha roja (lado derecho) indica el lugar de la diseccién adrtica en
la aorta descendente.

La figura 1D es un grafico que demuestra que las muestras VEDS se agruparon por separado de los controles,
lo que indica una diferencia significativa en el transcriptoma de las aortas vVEDS.
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La figura 1E es una ilustracién que muestra un analisis de red que indica que las aortas VEDS exhiben firmas
de expresién génica para elevaciones en la actividad de la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK)
(P38, JNK, AKT, ERK, ERK1/2).

La figura 1F es una tabla que ilustra que el andlisis corriente arriba predijo que las diferencias
transcripcionales en las aortas VEDS estaban impulsadas por la activacion del receptor acoplado a proteina
G (GPCR), que seflalaba a través del eje PLC/IP3/PKC/ERK relacionado.

La figura 1G es un inmunoblot y un grafico que demostrd la firma de elevaciones en la sefializacién GPCR y
MAPK por inmunotransferencia para marcadores de sefializaciéon activa a través de esta ruta. Se observé
que la fosforilacién de ERK1/2 y de PKC era significativamente mayor en las aortas VEDS.

La figura 2A es un grafico que representa la supervivencia de los ratones tratados con cobimetinib, un inhibidor
de MEK aprobado por la FDA. Se observé una supervivencia del 94 % tras 45 dias de tratamiento, frente a
una supervivencia de sélo el 55 % sin tratamiento.

La figura 2B es un gréfico que representa la supervivencia de ratones tratados con ruboxistaurina, un agente
farmacolégico bien tolerado administrado por via oral que inhibe especificamente la PKC beta. Se observé
una supervivencia del 100 % tras 39 dias de tratamiento, frente a una supervivencia de sélo el 55 % sin
tratamiento.

La figura 2C es un gréfico que representa la supervivencia de los ratones tratados con hidralazina, que
bloquea el eje PLC/IP3/PKC/ERK. Se observé una protecciéon del 98 % de supervivencia a los 45 dias de
edad, la mediana de supervivencia de un ratén vEDS no tratado.

La figura 3A es un gréfico que representa que en el modelo de ratén VEDS descrito en la presente memoria,
la prefiez y la lactancia se asocian con un 60 % de letalidad debido a la diseccién arterial en los primeros 30
dias postparto en ratones VEDS.

La figura 3B es un grafico que muestra que la prevencién de la lactancia mediante la retirada de la cria tras
el nacimiento pudo evitar la diseccidn y la muerte en ratones VEDS, observandose una supervivencia del 100
%.

La figura 3C es un gréfico que muestra que se consiguié una supervivencia casi completa (95 %) con el
tratamiento con hidralazina (16 mg/kg/dia), que bloquea el eje PLC/IP3/PKC/ERK activado por la oxitocina.

La figura 3D es un grafico que muestra que se observé proteccién (supervivencia del 95 %) con el tratamiento
con trametinib (GSK-1120212) a 1 mg/kg/dia, un inhibidor de MEK, la cinasa que activa ERK, aprobado por
la FDA.

La figura 3E es un grafico de barras que muestra que un mayor riesgo de muerte se correlacion6é con un
aumento de la activacién de ERK, mientras que la proteccién frente a la diseccién aértica se correlacioné con
una disminucién de la activaciéon de ERK, medida mediante inmunotransferencia.

La figura 3F es un gréfico de barras que muestra que un mayor riesgo de muerte se correlaciond con un
aumento de la activacién de ERK, mientras que la proteccién frente a la diseccién aértica se correlacioné con
una disminucién de la activacién de ERK, medida por la expresién de genes diana de ERK.

La figura 4A es una imagen de un inmunoblot que indica que la inhibicién farmacolégica de PKCR impidié la
autofosforilacion de PKC, asi como la fosforilacién de ERK en la pared abrtica, segin lo evaluado por
inmunoblot de lisados adrticos e indica que esa inhibicidn farmacolégica de MEK se correlacioné con la
reduccién esperada en la fosforilacion de ERK, el sustrato corriente abajo de MEK, pero también,
curiosamente, redujo la fosforilacion de PKC, lo que sugiere la presencia de un bucle de retroalimentacion
positiva.

Las figuras 4B y 4C son graficos que muestran la cuantificacién de la imagen de inmunotransferencia que
muestra que la inhibicién farmacol6gica de PKCB impidié la autofosforilacién de PKC, asi como la fosforilacién
de ERK en la pared adrtica y la inhibicién farmacolégica de MEK se correlacioné con la reduccion esperada
en la fosforilacién de ERK, el sustrato corriente abajo de MEK, pero también, curiosamente, redujo la
fosforilacién de PKC, lo que sugiere la presencia de un bucle de retroalimentacién positiva (*p<0. 05, **p<0.
01).05, **p<0,01, ***p<0,001). Ni el cobimetinib ni la ruboxistaurina tuvieron efecto sobre la presién arterial.

Las figuras 5A y 5B son graficos que muestran que los ratones con hidralazina (32 mg/kg/dia), que bloquea
el eje PLC/IP3/PKC/ERK, proporcionan una proteccién notable: 98 % de supervivencia a los 45 dias de edad,
la mediana de supervivencia para un ratén vVEDS no tratado y que la supervivencia se veia afectada en la
pubertad, y el riesgo se observaba casi exclusivamente en ratones macho (Figura 5A ratones macho y Figura
5B ratones hembra).
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La figura 6 es un gréafico que muestra que la combinacién de hidralazina (32 mg/kg/dia) con bicalutamida (50
mg/kg/dia) condujo a una supervivencia del 90 % en ratones macho, frente a una supervivencia de sélo el 24
% en ratones macho tratados Unicamente con hidralazina. Los ratones macho siguieron sobreviviendo tras la
retirada de la bicalutamida después de la pubertad, lo que sugiere que existe una dependencia temporal de
la sensibilidad a los andrégenos en este modelo de ratén.

La figura 7 es un gréafico que representa que los ratones macho tratados Unicamente con bicalutamida
conducen a una supervivencia intermedia del ~80 % y los machos no siguieron sobreviviendo tras la
eliminacién de la bicalutamida después de la pubertad, lo que sugiere que la inhibiciéon de la sefializacion
androgénica por si sola no fue suficiente para prevenir la enfermedad aértica en estos modelos de ratén de
vEDS.

Las figuras 8A y 8B son graficos que muestran que los ratones tratados con espironolactona sola (100
mg/kg/dia) mostraron una supervivencia intermedia del ~80 %, similar a la de la bicalutamida sola; sin
embargo, la combinacién de espironolactona (100 mg/kg/dia) e hidralazina (32 mg/kg/dia) condujo a una
supervivencia del 100 % tras 50 dias de tratamiento, similar a la de la combinacién de hidralazina y
bicalutamida.

La figura 9 es un gréafico que muestra que los ratones tratados con dosis mas altas de hidralazina tenian una
dosis mayor de hidralazina (50 mg/kg/d) y su supervivencia no mejoré mas de lo que lo hizo la dosis de 32
mg/kg/d.

La figura 10A es un gréfico que representa que la adicién de un antagonista especifico del receptor de
oxitocina 2 al tratamiento de ratones conduce a una supervivencia del 95 % en los primeros 30 dias posparto
en ratones VEDS que auln estan lactando, lo que demuestra que el riesgo significativamente elevado de
muerte por diseccién adrtica con la prefiez se debe especificamente a la activacidén del receptor de oxitocina
durante la lactancia.

La figura 10B es un grafico que muestra que el propranolol, un antagonista B no especifico que disminuye la
presién arterial en ratones VEDS no mejora la supervivencia en los primeros 30 dias postparto en ratones
VEDS que todavia estan lactando, lo que demostré que el riesgo significativamente elevado de muerte por
diseccidn aértica con la prefiez no se mejora disminuyendo la presién arterial.

La figura 11A es un gréafico que indica que la inhibicién de la sefializacién de la angiotensina-Il mediante el
tratamiento de los ratones con un antagonista de los receptores de angiotensina, losartan (60 mg/kg/d) no
mostré ningln impacto en la supervivencia (Figura 11A). El tratamiento de los ratones con un antagonista de
los receptores de trombina, vorapraxar (1 mg/kg/d) demostré que tampoco tenia ningln impacto en la
supervivencia (Figura 11B).

La figura 12 es un grafico que muestra que el tratamiento de los ratones con un antagonista inespecifico del
receptor tirosina cinasa, nintedanib (50 mg/kg/d) no tuvo impacto en la supervivencia, lo que sugiere que la
activaciéon del receptor tirosina cinasa no estaba impulsando la activaciéon de la ruta de sefializacion
PLC/IP3/PKC/ERK en los ratones VEDS.

La figura 13A-13C son graficos que representan el tratamiento de ratones con un antagonista § no especifico,
propranolol (80 mg/kg/d) (Figura 13A), un antagonista 1 especifico, atenolol (120 mg/kg/d) (Figura 13B), y
un agonista 1 antagonista/02, celiprolol (200 mg/kg/d) (Figura 13C) mostraron que ninguna de estas
manipulaciones conducen a una mejora en la supervivencia en nuestros modelos de ratén vEDS, a pesar de
las disminuciones en la presién arterial.

La figura 14 es un grafico que representa el celiprolol, que acelera el riesgo de diseccién adrtica en los
modelos de ratén, y la mutacién VEDS con la mutacién Col3a1%2%%%*  que también demostr6é un mayor riesgo
de diseccidn adrtica con celiprolol.

La figura 15 es un gréfico que muestra que el amlodipino (12 mg/kg/d) también aumenté el riesgo de diseccidn
aodrtica en el modelo de ratén, y se ha demostrado que esto también es consistente con los ratones MFS.

La figura 16A es un grafico que demuestra la inhibicion farmacolégica de PKCp utilizando un segundo
inhibidor especifico de PKCp, la enzastaurina. Figura 16A: La enzastaurina (60 mg/kg/d) también redujo el
riesgo de muerte por diseccién adértica: el 80 % de los ratones VEDS tratados con enzastaurina sobrevivieron
tras 40 dias de tratamiento, frente a sélo el 50 % de los ratones VEDS no tratados (p=0,0305).

La figura 16B es un grafico que demuestra que el tratamiento de los ratones con un antagonista del receptor
de la endotelina, el bosentan, mejord la supervivencia. Figura 16B: El tratamiento con bosentan condujo a
una supervivencia del 80 % tras 40 dias de tratamiento, frente a una supervivencia de sélo el 50 % en los
ratones VEDS no tratados (p=0,0298).

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2973 130T3

La figura 17 es una tincién inmunofluorescente que demuestra que la ruta de sefializacién esta elevada en
muestras de tejido vascular de pacientes humanos con VEDS. La figura 17 muestra la fosforilacién de PKC
en dos muestras de tejido (arteria iliaca y aorta toracica descendente) de pacientes con vEDS.

La figura 18 es una tincién inmunofluorescente que demuestra que la ruta de sefializacién esta elevada en
muestras de tejido vascular de pacientes humanos con vEDS. La figura 18 muestra la fosforilacién de ERK1/2
en dos muestras de tejido (arteria iliaca y aorta toracica descendente) de pacientes con vEDS.

La figura 19 es un gréfico que demuestra que el tratamiento con ruboxistaurina reduce el crecimiento de la
raiz adrtica en ratones 129 MFS.

Descripcion detallada

La invencién se basa, al menos en parte, en la identificacidn de una nueva anormalidad de sefializacién que
contribuye a la patogénesis del VEDS. En particular, se observé que los agentes farmacolégicos que inhiben la
activacién de ERK1/2 o la activaciéon de PKC fueron capaces de prevenir con éxito la muerte debida a la diseccién
aodrtica. Por otra parte, los agentes que inhiben la activacién de la ruta de sefializacién PLC/IP3/PKC/ERK también
previenen la muerte por diseccién aértica. En conjunto, estos hallazgos novedosos proporcionan la primera
evidencia de una anomalia de sefializacién abordable que contribuye a la patogénesis del vEDS y de otras posibles
vasculopatias, asi como de otros trastornos del tejido conectivo.

Vasculopatia

Vasculopatia es un término utilizado para describir una enfermedad que afecta a los vasos sanguineos. A menudo
incluye anomalias vasculares causadas por afecciones degenerativas, metabélicas e inflamatorias, enfermedades
embdlicas, trastornos de la coagulacién y trastornos funcionales tales como el sindrome de encefalopatia posterior
reversible. La etiologia de la vasculopatia suele ser desconocida y, con frecuencia, la enfermedad no se demuestra
patolégicamente. La vasculitis, por su parte, es un término méas especifico y se define como la inflamacién de la
pared de un vaso sanguineo.

Como se utiliza en la presente memoria, "vasculitis (angiitis o angitis)" se refiere a la inflamacién de un vaso
sanguineo, por ejemplo, arteritis, flebitis, o vaso linfatico, por ejemplo, linfangitis. La vasculitis puede adoptar
diversas formas, como vasculitis cutanea, vasculitis urticarial, vasculitis leucocitoclastica, vasculitis livedo y
vasculitis nodular. La vasculitis de vasos pequefios puede referirse a la inflamacién de vasos sanguineos o
linfaticos de tamafio pequefio o mediano, por ejemplo, capilares, vénulas, arteriolas y arterias.

Sindrome de Ehlers-Danlos vascular (VEDS)

El sindrome de Ehlers-Danlos vascular (VEDS) es un trastorno hereditario del tejido conectivo causado por
mutaciones heterocigotas en el gen de la cadena alfa 1 del colageno tipo Il (COL3A17). La principal causa de
mortalidad en el SVED es la diseccién y/o rotura arterial, pero se sabe poco sobre la patogenia de esta enfermedad.
No existen estrategias de tratamiento eficaces para esta enfermedad devastadora. La creencia actual es que las
cantidades reducidas de colageno Il conducen directamente a los signos y sintomas del VEDS debido a una
pérdida inherente de la integridad estructural de los tejidos. Sin embargo, los primeros modelos patogénicos del
sindrome de Marfan (MFS) también invocaban singularmente la debilidad tisular impuesta por una elastogénesis
fallida, pero trabajos posteriores demostraron claramente un aumento de la sefializacién del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-) en un modelo de ratén deficiente en fibrilina-1, el producto génico deficiente en el
MFS34. Los trabajos de seguimiento demostraron que el TGF-B y las moléculas de sefializacion celular corriente
abajo eran los principales mediadores de la patologia de la enfermedad. Ademas, las terapias que atentan la
sefializaciéon del TGF-B y las rutas relacionadas, como el anticuerpo neutralizante del TGF-B (Nab), el bloqueante
de los receptores de angiotensina-Il (Ang-Il) tipo 1 (ARB) losartén, o el inhibidor de la activacion de ERK1/2
RDEA119/trametinib, pueden suprimir la enfermedad aértica en ratones con MFS3€,

Sin embargo, de forma similar a otras vasculopatias hereditarias como el sindrome de Marfan y el sindrome de
Loeys-Dietz, en la presente memoria se proporcionan anomalias de sefializacién que son mediadores principales
de la patologia de la enfermedad en el VEDS. Los perfiles de ARN-seq en las aortas de ratones con mutaciones
Co/3a1 derivadas de pacientes demostraron una sefializacién PLC/IP3/PKC/ERK elevada en comparacién con las
aortas de tipo salvaje. La inmunotransferencia de la aorta toracica descendente proximal confirmé la elevada
activacion de PKC y ERK1/2.

En determinadas realizaciones, COL3A1 comprende la siguiente secuencia de aminoacidos (No de acceso NCBI:
AAH28178.1 (SEQ ID NO: 1)):

14
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181
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361
421
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721
781
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leddiicddg
gdpgipggpy
PRgppotsgh
erglpyppgl
prgapgergr
sngapggrge
angapglrgg
aagergapgf
spggpgsdgk
grapqgppgk
pkygdagapga
tpglggmpge
eggapulpgl
vagppgkdgt
alaglggeka
dikfchpelk

eldcpnpeip
SpYSpypPpgl
PgsSpgspuyy
kgpagipygfp
pglpgaagar
pgpgghagayg
agepgkngak
rgpagpngip
pappgsgges
ngetgpqopp
pggkydagap
rgglgspgpk
agprygspger
sghpgpigpp
ggfapyygde
sgeywvdpng

fgeccavepq
cescptgpan
gppdepodad
gnkghrgidg
gndgargsdg
gppgrpging
gepgprgerg
gekgpagerg
grpgppapsy
gptgpgadky
gergppglag
gdkgepggpg
getgppgpag
gprgnrgery
prmdfkintde
gcklidaikvE

goshlggsya
pptaptrppn
yspgydsydy
psgppgppaa
rngekgetga
AEgppgrpgt
spggkgemgp
eagipgvpga
apgpagprga
proggpgving £
dtgppapqgal
apglrggagp
adgvpgkdgp
fpgapganye
segspahpgg
imtalksvng
cnmetgetcei

1021 khvwfgesmd ggfgfsygnp elpedvidvg lafirlissr

drdvwkpepc

gqupggpkgd
ksgvavggla
igpsgpagkd
pglkgengly
agfpgspgak
agipgapglm
kgedgkdgsp
agepgrdgvp
papkandgap
qglpgtggpp
pgpeggkgaa
rgptgpigpp
pgukgergap
pappgppRgap
gieslispdg
sanplnvprk

asgnityhok

giovedsgsvy
pappgipgrn
gypapragppy
gesgrpgrey
gengapdpmyg
gevgpagspg
gargppgpaqg
gepganglpg
JUpgmEgmey
gkngerggpg
gengkpgepg
gppgppyaay
gpagypadky
gekgeguppya
gpc-::gg‘;zgaa
S rknp AIrncr
hwwtdssask

nsiavmdgas

1081 gnvkkalklim
1141 dapydiggpd

gsnegefkae gnskitytvl sdgctkhtgs wsktvisyrt
gefgvdvgpy <fl

rkavrlpivd

En determinadas realizaciones, COL3A1 comprende la siguiente secuencia de acido nucleico, los codones de
inicio y parada estan en negrita y subrayados (No de acceso NCBI: NM_000090.3 (SEQ ID NO: 2)):

15
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gyctygagttt
tgaactgctt
atgagetbittg
ttggcacaac
agagatgtet
tgegatgaca
ggagaatgtt
caaggaccto
gaccetggta
gaatocatgce
tctggagtag
coogghacoa
reecotggtyg
ggtccecatctyg
ogaggattgo
atgaaaggac
ggattaaagqg
agaggggehao
datgacggtyg
ggathccecatyg
aatggtgeos
ccehochggon
ggeatteoty
aapggpgctc
gagocogga
_gcgaagatg
goaggagaaa
gaaaagyggitc
ggagaaccty
coaggaggac
cgaccaggte
ggtoctaaaq
cectggeoccte
cotactgyge
ggctbtgactyg
aagggtgatg
gaacgtggac
gghocogaay
cctggtotge
gacasaggygtyg
qqt:c*actq
ggtggtgeos
gaaactggcecae
gatggtaaag
geaggaccen

tatgacggyc
ttecttttaote
tgeaaaagygy
aggaagetygt
ggaageoaga
taatatgtga
gbtgcagtttyg
aaggeoeoecaa
ttccaggaca
ctactggtacce
cagtaggagyg
chggtacatc
aacctgagoa
gtcecetgetgg
ctggacctea
acagagyctt
gtgaaaatygg
ctggtgageyg
ctegaggeag
gabcecooctygy
ctggacaaaqg
ctecotgggat
gagctoctgy
ctggactgeg
cacgtggtga
gcaaggatgy
ggggtgecee
ctgctyggaga
gragagatgg
caggaagtga
ctcecetgggee
gaaatgatgg
agggtocctec
ctggtggtga
gtacaggtgg
ceggtgeace
ctecoctyggatt
gaggaasggy
aaggaatgcece
aaccaggeygy
gtcetattgg
coggactteo
ctocaggacce
gagaaagagg
ctggagghta

ES 2973 130T3

ceggtgetga agggeagygga

ctttttgcac
gagotggeta
tgaaggagga
accatgocaa
cgatcaagaa
cccacagecet
gggagatecca
accagggtee
tcagaactat
actegeagyge
tggteatent
agekbgghtect
aaaagatgga
aggtatcaaa
cyatygacga
tecttecagge
aggacggoad
tgatggtcaa
Lgctaagygh
aggagaacct
taatggtagt
actgatggga
aggtggtgea
acgegatygag
atcacctgga
tgggttaocga
gegtggtgot
cgteococtygga

Lgggaaacea
atctggtecce
tgotoctggt
tggaaagaat
caaaggagac
tooctocagga
Lggagcteea
ggcaggggeco
tgotgotggat
tggagaaaga
Lceaggtget
tecteoctgge
aggtataget
Lgetggttta
ggctoocgggt
tggacctgot

16

aaagagtcta
cttcectegote
tgttceceate
atatgtgtaot
ttagactgecce
coaantgote
ggcoctocty
cectggttote
totcoccagt
tatcoctggac
ggttocccoty
toaggecote
gaatcagygta
ggtocagetyg
aatggagaas
gaaaatggag
ggactitachyg
ccaggeeote
gaaghtggac
ggacctocagy
cchgghggha
goceggggte
ggtgagcaty
gehggtatha
gaacctggtyg
ggacactgatg
ccaggeocty
ggteccaggas
gggcoteocy
cgaggtocage
aagaatggag
ggtgaaactg
acaggaccen
gaaaatggas
ggaggeaayy
ccagcactta

ggaggtcttg
gatggtgtce
ccagetggeoe a
ggacctegtg
cotggtgaote
gagaasaggtyg
gghaoctactyg

acaactbgat
atgtctgata
tgam atoe
toggtcagte
gtgactoagg
ccaacocaga
ctactogeoc
gtattootgy
ctggococes
atgattcata
cagetggece
gatctocagy
caggaochoc
gaﬂccqgacg
gga gutefef
agggtgaaac
ctaoctggaacc
gggotgoagy
ctggteocteoc
chigeagyggte
gacacgotgy
aaggcgaaat
ctocagganc
gtaagsatgg
caggtgttoen
caaatggget
gacocaaatgyg
cagggcccay
tgaggggeat
gaaghtoaagy
cLggrgtcat
aacgaggtgg
gacchoaggyg
coggrocaca
aacctgggga
ghgatgoigy
daggtggage
cacctggtgao
gaagtectgy
cagggaaaga
geotggaga
gtagecoctgyg
ctggaTagaa
aaggaggcecce
+ oo ”ddgg

z:l\.,

ggtgectactt
tttagacatg
cactattatt
“tatgcqgat

aa,tccattt
tecotaatgght
gagaaatggt
tggaatcetgt
tgatgtoaag
cocecaggeocect
ataccaagga
tggtgotata
acctgqagag
attcooctgat
aggtgctcct
catggghecea
tgctogggat
tggaactges
tecotggttaea
tgctoaaggt
gggtoceget
agecoggtget
tgcocaaaggs
aggagetaaa
tcecaggagnet
caboccagga
aggagctget
goeocggaagt
agaaagtggt
gggcttocece
coctggagga
acecoccagay
aggattacaa
accaggagtoea
tgooecetgagt
tggteccect
tgctggtact
tccasagygt
tggoeccaagy
taaggygtgaa
tgagagagat
tggtgaacct
tectggagtt
tgtcaaaggt
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gaacgtggea
ggtcoctaectyg
gatgggeoeo
ccaaaaggty
ggagctaocag
coaggeatge
asaccaggay
ggtoctggehy
coaggeegaqg
gecocootgygey
ggtgacagayg
cgaggtgaete
goctgotggea
gyeccctgety
gttggacoca
Coacoaggac
gggcaaccay
gecogetgeoa
gatgaacoas
aatggacaaa
tgoagagacse
aaccaaggat
tgecataagtyg
gagaagaaac
aatcotgaac
ageoogagett
gcoagbggaa
gotgaaggas
gyggaatgga
gtagatathyg
cotghtiget
abatgtgttc
tatttattic
ttttttgetyg
caatttcaaa
aacactgtgt
gtaaaagata
titaactacc
aaaattttat
ttaaaaagaa
aatattggat
gattactaat
tttaaactot
catgtctace
taaaggtcaa
gtgttgaaat
caccoataat

Ruta MAP/ERK

gtecotggtgy
gtagtaatgg
caggtoetge
atgectggeca
goeoeacttgy
caggtbootag
ctaacggtcet
gtacagotgyg
atggatctaoc
ctoctggtea
gagaaagtgyg
ctggtoctoa
tcaaaggaca
gtcagcagqy
gtggacctoco
ctogaggtaa
gceocteotgy
ttgotgggat
tggattteaa
tagaaagcct
Lgagattctyg
geaaattgga
ccaatceottt
acgtttggtt
ttoctgaaga
cccagaacat
atgtaaagaa
atageaaatt
gcaaaacagt
cacaoctatga
ttttataaac
ctottgtiat
caaaatgtt
tteccaccaaa
atgtctcaat
tatattottt
accthttottt
tecaactggtce
acgttgataa
aagtgtaatyg
atoaactgot
atttgggaag
agatcagaat
atcagaaaga
caataaaasac
Ltaactttgh
aaaatatcat

ES 2973 130T3

acctgygtget
tsacccagga
gggtaacact
accaggagag
gattgetggyg
gggaagooeat
cagtggagas
tgaacctgga
tggtggcaag
toccaggeooea
coctgetgge
aggoecacgt
tcgaggatte
tgcaatcgygco
tggcaaagat
cagaggtgaa
acctoctggt
tggaggtgaa
aatcaacacso
cattagtect
czatoectgaa
tgetatcaag
gaatgttcca
tggagagteo
tgtocttgat
cacatatcac
ggceotgaag
cacctacaca
ctttgaatat
cattggtggt
caaactotat
aatctigtaa
ggaaacagta
tacaattcaa
ggtgetatas
gaatcctage
ctgasatagt
agaaacacag
aacttataaa
caagaattta
tgtaaagghy
getttaaaga
tgttgactty
ttecattggoa
caaattatygg
aagettgtat
attaaaatte

17

getggcectice
cceoccaggte
gybtgectboctyg
aagggataogce
atcactggag
gycoctoagy
cgrggreecce
agagatggaa
ggtgatogtyg
cotggtenty
cctgotggtyg
gytgacaaaqg
cctggtaata
agtceaggac
ggaaccagtyg
agaggatoctyg
goecotggte
aazageigygcyg
gatgagatta
gatggttetco
cteocaagagtyg
gtattctgta
cggaaacact
atggatggtyg
gtgoagotgy
tgcaaaaata
ctgatggggt
gthotggagy
cgaacacgea
cctgatcaag
ctgaaat
accagtgeaa
taatttgaca
atgetttttyg
taaataaact
cecatetgeag
cagatacgaa
attgtattct
tttcattgat
aagaaatatt
ctoeoctettih
cgeatgtitat
cattcagaac
tgcoacagygyg
ggctgetitt
gtggttgityg

oo

L

ctggtbgctaog
ccagoeggtic
goagecotyy
ctggtgcoca
cacggggtot
gtgtcaaggyg
ctggacceca
accctggate
gtgaaaatgg
teggteocage
ctoceggteoe
gtgaaacagg
caggtgeococca
ctgecaggeoce
gacatcoaqyg
agggotoceo
cttgeotgtgyg
gttttgeccoce
Lgacttaach
gtaaaaaccc
gagaatachqg
atatggaaac
ggtggacaga
gtitttcagtt
cattectteg
geattgecata
caaatgaagg
atggttgecan
aggctgtgag
aatttggtgt
aacaaaazaa
gtgaccgaca
aagaaaaatg
ttttatttit
tcaacactet
ageaatgact
attagaaaaqg
atgagtocea
taatctcoetyg
tttaaagcoa
Ltehtgteat
ggtgcectaatqg
ataaatgcac
gattctacto
gtcacactag
atocttttttt

tggtctteet
Lccaggoaag
agtgtetgga
gggocracoa
tgcaggacca
tgaaagtgyg
gggtctteet
agatgghtett
ctctaoctggt
tggaaagagt
Lgeotggttao
tgaacygtgya
aggticteoca
cagaggacot
tocecattgga
aggeoacaoca
tggtgttgga
gtattatgga
caagtcetgtt
cgetagasac
ggttgaccat
tggggaaaca
ttetagtget
tagotacgge
actbotetee
catggatcayg
tLgaattecaag
gaaacacact
actacectatt
ggacgtigge
atttaactce
aaaticcagt

ttaccaatte
ttatgatasac
gtgcteacea
cecteoctat
gaagatgaada
gaagattggt
caattatttt
tgctggboaa
tactttecact
aaaatctgta
cttcateotg
catagagaat
tcaottacaga

La ruta MAPK/ERK (también conocida como ruta Ras-Raf-MEK-ERK) es una cadena de proteinas en la célula que
comunica una sefial desde un receptor en la superficie de la célula hasta el ADN en el nlcleo de la célula.

La sefial comienza cuando una molécula sefializadora se une al receptor en la superficie celular y termina cuando
el ADN en el ncleo expresa una proteina y produce algin cambio en la célula, tal como la divisidén celular. La ruta
incluye muchas proteinas, entre ellas las MAPK (proteinas cinasa activadas por mitégenos, originalmente llamadas
ERK, cinasa reguladas por sefiales extracelulares), que se comunican agregando grupos fosfato a una proteina
vecina, lo que actia como un interruptor de "encendido” o "apagado".
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El término "ERK" se refiere a cualquier gen o proteina humana ERK1 o ERK2. La ERK1 se conoce con varios
nombres, incluyendo, por ejemplo, proteina cinasa 3 activada por mitégenos, cinasa 1 regulada por sefiales
extracelulares, cinasa MAP2 estimulada por insulina, MAP cinasa 1, MAPK 1, p44-ERK1, ERT2, p44-MAPK o
proteina cinasa 2 asociada a microtibulos.

ERK2 se conoce por varios nombres, incluyendo, por ejemplo, proteina cinasa activada por mitégenos 1, cinasa
regulada por sefiales extracelulares 2, proteina cinasa activada por mitdgenos 2, MAP cinasa 2, MAPK 2, p42-

MAPK o ERT1.

En determinadas realizaciones, ERK1 comprende la siguiente secuencia de aminoacidos (No de acceso NCBI:
P27361.4 (SEQ ID NO: 3)):

1 MAAAARQGGG GGREPRRTEGV GPGVPGEVEM VEGQPEDV
DHVRETREVAL EKRKISPFEHQT YCQRTLREID

&l
121
181
241
201
36l

VODLIMETDLY
KICDYFGLARI
NEPIFPGKHY
SKALDLLDRM
KELIFQETAR

'GP
ILLRERHENY

KLLKIQOLSN DHICYFLYQY LRGLEYIHSA
ADPEHDHTGE LTEYVATRWY RAPEIMLNGSK
LOQLNHILGI LGSPSQEDLN CIENMKARNY

LTFNENEKRIT
FQPGVLEAP

VEEALAHPYL

EQYYDET

RYTQLGQYIGE
IGIRDILRAS

NVLHRDLERS
GVTKSZDIWS

LGSL

En determinadas realizaciones, la ERK1 comprende la siguiente secuencia de nucleétidos, la
esté en negrita y subrayada (No de acceso NCBI: X60188.1 (SEQ ID NO: 4)):

1 cgttcctegy cgocgoogyg

gecgagagtag
atcgaggdgd
gacgtggygae
241 agectoggoceth

301 gaacatcaga
3¢l catgagaatg
421 gatgtctaca
481 cagctgagoa
541 atccactoceg
€01 acctgogacce
661l cacaccggcet
721 ctgaactcoca
781 gagatgctaot «
841 attctgggcea
geeecgaaact
rccaaghoag
aaacggatca
acggatgage
11 aaggaguoggo
l“0¢
1261 gecocctectoce
1321 ccaggceoggg
1331 aggcaggoca
1441 tggccocagt
1501 agteoctctygge
1561 gtggagagty
1621 caaacaoccac
1681 aggagocadgg
1741 geottetgtgt
1801 cacctoeootg
1861 aaaaas

agatgacgge
Loggoeogygg
cgugetacac
atgaccacgt
cectactgooca
tLoateggeat
ttgtgcagga
atgaccatat
coaacgtgot
ttaagatityg
tecctgacgga
agggctatac
ctaacoggec
tbctgggctc

acctacagte
actoocaaago
cagtggagga
cagtggecega
tgaaggaget

gaggcceccock _agoccagaca

cgoocagacty
gtygagcatyg
aggecttete
tcaatctcac
agttctggaa
gggggcgetyg
cctagtttoc
cocgggoogaa
gtggtgagea
aceccgtctaa

gocccagagg goagoeggcoag

gacggcgget
ggteoegggy
goaghtgeaqg
gegoaagact
guogeacgebo
cogagacatt
coetgatgyag
ctgctactte
ccaccgagat
tgattteoggo
gtatgtgget
caagtceatao
catcttocch
cccatcococcag

tectgeccteo
cocttgacotyg
agcgetgygct
ggageeotto
catcttcecoaqg
gacatctctg

tagaaaatyg
gguochtggaooa
cteeccaccee
gectgcoctgety
tggaagggtt
agtagggact
ctgaaggaac
tcoootaocct
gaagtggage
tatataaata

caggagdagcyg
gaggtggaga
tacatocggoy
cgoghbggocea
cgggagatac
ctgegygoygt
actgacctge
ctctaccaga
ctaaagcoct
ctggcoogyga
acgcegetggr
gacatctggr
ggcaagoact &
gaggacchga

aagaccaaqy
ctggacocgga
caccoctace
acecttogeca
gagacagecac
caccotggag
gacactgtgc
ccechaotatoat
geocteoooea
ctgcechgogeo
ctggcectygeoc
cagggosatg
attcecottagt
gtcasagcty
tggggggegt
tagagatgtyg

En determinadas realizaciones, ERK2 comprende la siguiente secuencia de
P28482.3 (SEQ ID NO: 5)):

18

caacagceage
ggggceggaga
tggtgaaggg
agggegegta
toaagaagat
agatootget
ccaccotyga
acaagttget
tcetgegggy
coaacctget
ttgeoyg
acegyggecee
ctqtcgqrfg
acctggatbcea
attgtateat

atccec

tggettgygge
tgttaacctt
tggagcagta
tggagetgga
gettocagoes
coctggacctg
ccagooogga
ttgotgagge
cggggecteg
chtacctice
caacchgehy
cotgooaces
chtoaaggget
tcacttegey
ggagagececg
tetatygeotg

aminodacidos (No

SKTRV
?EEPFTFAM

GRYGMVASAY
TLEAMRDVYT
NLLINTTCLL
VGCILAEMLS
AWAKLETPKSD
ELDDLPEERL

regiéon codificante

agcagcagea
goooogtaga
gecageogtte
cggecatgghbo
gococthitc
gogettaocgs:
agceccatgaga
gaazaagecag
cotcaagtac
Cago
tgagoatgac
agagatcatg
cattotgget
gotcaacc
caacatgaag

[y

aAacC3cC

cac

caagetttte
ftaacccoaat
ctatgacccoy
tgacctacat
cggagtygcty
cotoctgect
ccttggeage
ctcococagetta
ggagctecagy
cragegtooe
azggygcagag
tcatctcatt
agoatocotyg
tgccetegat
gegooccotgo
ajzaaaaaaaa

de acceso NCBI:
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25

1 MAAARALGAG

&1
121
181
241

301

HOTYCQRTLR
LINDHICYFL
TGFLTEYVAT
LGILGIPSQR
RIEVEQALAH

PEMVRGQVED
EIRKILLRFRH
YQILRGLKYI
EWYRAPEIML
DLNCIINLEKA
PYLEQYYDPS

ES 2973 130T3

VGPRYTNLIY

ENIIGINDIX
HIANVLHRDL
NSKGYTKSID
RNYLLSLPHE
DEPIAEAPEK

IGEGAYGMVC
RAPTIEQMKD Y
KPSNLLLNTT
IWSVGCILAE
NEVPWUNRLEP
FOMELDDLPEK

SAYDNVNEVR

FTIVODLMET
CDLXICDEGL
MLSNRPIFRG
NADSKALDLL
EXLKELIFREE

VAIRKISPIE
DLYKLLKTOH
ARVADPDHDH
KHYLDOLNHI
DEMLTENPHE
TARFOPGYRS

En determinadas realizaciones, la ERK2 comprende la siguiente secuencia de nucleétidos, la secuencia codificante
esté en negrita y subrayada (No de acceso NCBI: NM_138957.3 (SEQ ID NO

l gocecteooch cogooogooe googgeocege wegtecagtot

et et
Lan Nt < ot BN AR 42
T T W W S )

da o WL N
3

@D i -3 Oy U
O PO h D B 0D RS
ICRE AL W i

ghecgagtygy

cagegtegge
gocggeggecg
atggeggcgy
gtggggecge
tcoctgettatg
caccagacceh
gagaacatca
gtatatatag
ctcagcaatyg
cattcagcta
tgtgatctca
acaggghbton
aattccaagyg
atgettteta
ttgggtatta
aggaactatt
aatgcetgact
aggattgaaqg
gacgagceeea
gaaaagctoa

taaatttgte
ttgttictag
tattggaagyg
daasaaaaal

ctgtoggete
ggctgcacey
cogagegtoeg
cggedggegda
gchtacaccaa
ataatgtcaa
actgocagag
ttggaatcaa
tacaggacct
accatatatg
acgttoctgcea
agatctgtga
tgacagaata
gctacaccaa
acaggoeccat
thggateoece
tgettictot
ccaaageotaot
tagaacagyc
tegeogaage
aagaactaat

aggtacctygg
aatattatgt
tattrtttta
aaas

ttoagaotote
gcggeggege
agoteagogce
gggegcgyge
cototegtac
caaagttbcga
aazccectgaqgyg
tgacattatt
catggaaaca
ctattttaote
cogtgaccte
ctttggoctyg
tgtggocacsa
gteccattygat
ctttecaggy
atoacaagaa
tcecacacaaa
ggacttattg
tetggoceac
accattecaag
tttigaagag

agtttaatac
toctoaaggh
aatttagaat

ccgotoggaeg
agtecoctgeg
gacggaggcy
ccggagatgg
atoeggcgagy
gtagctatca
gagataaaaa
cgageaceaa
gatctttaca
taccagatocc
aagcottoca
gocogtgttyg

ghtggtaca
atttggtctg
aagcattatc
gacotgaatt
aataaggtygo
gacaaaatgt

ccatatctgy ag

ttogacatgg
actgotagat

agtgagotet
cecathatittt
taaaaattat

1 6)):

ggcaggeagg
tettecttes
ggaggggoga
geggeggeoco
tcogegggea
gogeostacyg
agaaaatcag
tettactgoeg
cecategagea
agctettgaa
tcagaggght
acctgetget
cagatccadga
gggeotecoaga
taggectgeat
ttgaccaget
gtataataaa
catggaacaqg
tgacattocaa
geaghatta
aattggatga
tocagecagg

agcaaggdag
grtattetitt
ttagaaagtt

caggcaatcg

ctrccggt
caagagcectga
ggcagcoaac
ggtgttogac
catggtghge
ccoctittgag
cttcagacat
aatgaaagat
gacacaacac
aaaatatatce
Ccaacascace
ccatgatceac
aattatgttyg
toctggragaa
gaaccacatt
Lttaaaagch
getgtteoeca
cocoacacaag
cgaccegagt
cttgectaay
atacagatot

cgotgoctt
cecaagotact
acatataaaa

En determinadas realizaciones, la divulgacién proporciona procedimientos para tratar vasculopatias (por ejemplo,
VvEDS) en un sujeto que las necesita, los procedimientos comprenden administrar al sujeto una composicién
farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente que disminuye la actividad o
expresién de ERK. Algunos ejemplos de inhibidores de ERK son ASNOO7 (Asana BioSciences, Bridgewater, Nueva
Jersey), Ulixertinib (BVD-523) (BioMed Valley Discoveries, Kansas City, MO), CC-90003 (Celgene Corporation,
Summit, Nueva Jersey), GDC-0994 (Array BioPharma, Boulder, CO), KO-947 (Kura Oncology, San Diego,
California), LTT462 (Novartis, Basilea, Suiza), LY3214996 (Eli Lilly and Company, Indianapolis, IN), MK-8353
(Merck Sharp and Dohme Corp, Kenilworth, NJ).

Inhibidores de MEK

En las realizaciones, la divulgacién proporciona procedimientos para tratar vasculopatias (por ejemplo, VEDS) en
un sujeto que las necesita, los procedimientos comprenden administrar al sujeto una composicién farmacéutica
que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente que disminuye la actividad o expresién de ERK
o PKC. Por ejemplo, un inhibidor de la ruta Ras/RaffMEK/ERK. En algunas realizaciones, el inhibidor de la ruta de
Ras se selecciona entre un inhibidor de Raf tal como vemurafenib, sorafenib o dabrafenib, un inhibidor de MEK
como AZDE6244 (Selumetinib), PD0325901, GSK1120212 (Trametinib), U0126-EtOH, PD184352, RDEA119
(Rafametinib), PD98059, BIX 02189, MEK162 (Binimetinib), AS-703026 (Pimasertib), SL-327, BIX02188,
AZD8330, TAK-733, cobimetinib o PD318088, y un inhibidor de ERK tal como LY3214996, BVD-523 0 GDC-0994.

En las realizaciones, el inhibidor de MEK se selecciona del grupo que consiste en Trametinib, Refametinib,
Cobimetinib, TAK-733, PD0325901, PD184352 (CI-10-40), R05126766, RO-4987655, E6201; GDC-0623;
CH5126766; G-573; WX-554; Selumetinib, Binimetinib y Pimasertib. En algunas realizaciones, el inhibidor de MEK
comprende cobimetinib. En algunas realizaciones, el inhibidor de MEK comprende trametinib. En algunas
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realizaciones, el inhibidor de MEK comprende trametinib y cobimetinib. En las realizaciones de los inhibidores de
MEK, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos también se contemplan en el presente documento.

En determinadas realizaciones, el inhibidor de MEK puede administrarse en una concentracién de
aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 250 mg/kg de peso corporal, por ejemplo, 0,001 mg/kg, 0,05
mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,05 mg/kg, 1 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 25 mg/kg, 50 mg/kg, 75 mg/kg, 100 mg/kg, 125 mg/kg,
150 mg/kg, 175 mg/kg, 200 mg/kg, 225 mg/kg o 250 mg/kg de peso corporal.

Inhibidores de la proteina cinasa C (PKC)

La proteina cinasa C, cominmente abreviada PKC, es una familia de enzimas proteina cinasas que participan en
el control de la funcién de otras proteinas a través de la fosforilacién de grupos hidroxilo de residuos de aminoacidos
de serina y treonina en estas proteinas, o un miembro de esta familia. A su vez, las enzimas PKC se activan por
sefiales como el aumento de la concentracion de diacilglicerol (DAG) o de iones de calcio (Ca?*). Por tanto, las
enzimas PKC desempefian papeles importantes en varias cascadas de transduccidn de sefiales. La familia PKC
consta de quince isozimas en humanos, y se dividen en tres subfamilias, basadas en sus requisitos de segundo
mensajero: convencional (o clasica), novedosa y atipica. Las PKC convencionales contienen las isoformas q, B,
Biy y. Para su activacion necesitan Ca®*, DAG y un fosfolipido tal como la fosfatidilserina. Las nuevas (n) PKC
incluyen las isoformas 8, €, n y 8, y requieren DAG, pero no requieren Ca>* para su activacion. Por tanto, las PKC
convencionales y las nuevas se activan a través de la misma ruta de transduccién de sefiales que la fosfolipasa C.
Por otra parte, las PKC atipicas (a) (incluidas la proteina cinasa M{ y las isoformas

1/ \) no requieren ni Ca®* ni diacilglicerol para su activacion. El término "proteina cinasa C", tal como se utiliza en
la presente memoria, se refiere generalmente a toda la familia de isoformas.

Agentes PKC ejemplares incluyen, pero no se limitan a ruboxistaurina, queleritrina, miyabenol C, miricitrina,
gosipol, verbascésido, BIM-1, o Briostatina 1. En las realizaciones, el inhibidor de PKC comprende enzastaurina.
En las realizaciones, el inhibidor de PKC comprende ruboxistaurina. En las realizaciones, los agentes PKC o las
sales farmacéuticamente aceptables de los mismos también se contemplan en la presente memoria.

En algunas realizaciones, el inhibidor de PKC puede tener la estructura de:

0 una sal del mismo, en la que:

El anillo A es un cicloalquilo Cs-Cg sustituido o no sustituido, un heterocicloalquilo de 5 a 6 miembros sustituido
0 no sustituido y con uno 0 mas miembros N, O o0 S en el anillo, un fenilo sustituido o no sustituido, o un
heteroarilo de 5 a 6 miembros sustituido o no sustituido y con uno o mas miembros N, O 0 S en el anillo;

cada R'y R? es independientemente hidrégeno,

halogeno,.Ns, -CN, NO;, ‘NRARE, -C(O)R®, -C(O)-OR®, -C(O)NRARB, -ORP, - NRAC(O)R®, -NRAC(O)ORE,
alquilo sustituido o no sustituido (por ejemplo, C4-Co, C4-Cy4, Ci-Cs, or Ci-C4o) heteroalquilo sustituido o no
sustituido (por ejemplo, de 2 a 8 miembros, de 2 a 6 miembros, de 4 a 6 miembros, de 2 a 3 miembros, o de
4 a 5 miembros con uno o mas miembros N, O 0 S en el anillo), cicloalquilo sustituido o no sustituido (por
ejemplo, Cs-Cg, Cs-Cs, Cs-Cs, 0 Cs5-Cs), heterocicloalquilo sustituido o no sustituido (por ejemplo, de 3 a 8
miembros, de 3 a 6 miembros, de 4 a 6 miembros, de 4 a 5 miembros, o de 5 a 6 miembros con uno o0 mas
miembros N, O o S en el anillo), arilo sustituido o no sustituido (por ejemplo, Cs-C1o 0 fenilo), o heteroarilo
sustituido o no sustituido (por ejemplo, de 5 a 10 miembros, de 5 a 9 miembros o de 5 a 6 miembros, con uno
o méas miembros N, O 0 S en el anillo); o

Ry R? estan conectados entre si para formar un alquileno sustituido o no sustituido (por ejemplo, Ci-Co, C+-
Ca4, C4-Cg, C1-C1q), 0 heteroalquileno sustituido o no sustituido (por ejemplo, de 2 a 8 miembros, de 2 a 6
miembros, de 4 a 6 miembros, de 2 a 3 miembros, o de 4 a 5 miembros con o mas N, O 0 S en la cadena de
heteroalquileno), cicloalquileno sustituido o no sustituido (por ejemplo, Cz-Cs, Cs-Cs, Cs-Cs, 0 Cs-Cs),
heterocicloalquileno sustituido o no sustituido (por ejemplo, de 3 a 8 miembros, de 3 a 6 miembros, de4 a6
miembros, de 4 a 5 miembros, o de 5 a 6 miembros con uno o mas miembros N, O o S en el anillo), arileno
sustituido o no sustituido (por ejemplo, Ce-C1o 0 fenileno), o heteroarileno sustituido o no sustituido (por
ejemplo, de 5 a 10 miembros, de 5 a 9 miembros, o de 5 a 6 miembros que tengan uno o méas miembros N,
O 0 S en el anillo)) enlazante;
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en el que cada R* RB, RC, y RP en cada ocurrencia es independientemente hidrégeno, alquilo sustituido o no
sustituido, heteroalquilo sustituido o no sustituido (por ejemplo, de 2 a 8 miembros con uno 0 mas atomos de
N, O o 8), cicloalquilo sustituido o no sustituido (por ejemplo, de 2 a 3 miembros), heterocicloalquilo sustituido
0 no sustituido (por ejemplo, de 3 a 8 miembros, con uno o méas atomos de N, O o S), arilo sustituido o no
sustituido, tal como el fenilo, o heteroarilo sustituido o no sustituido (por ejemplo, de 5 a 10 miembros, con
uno o mas miembros N, O 0 S en el anillo).

En algunas realizaciones, el anillo A es un heteroarilo de 5-6 miembros que puede incluir uno 0 mas nitrégenos
como miembros del anillo.

En algunas realizaciones, el inhibidor de PKC puede tener la estructura de:

(II).
R'y R? son los descritos anteriormente.

En algunas realizaciones, el inhibidor de PKC puede tener la estructura de:

(II),
R'y R? son los descritos anteriormente.

En algunas realizaciones, el inhibidor de PKC puede tener la estructura de:

§ A \
; o,
3y

vm**\& e "**’*‘k

fiVeadra

R'y R? son los descritos anteriormente.

En algunas realizaciones, para el inhibidor de PKC de formula (1), (ID, (Ill), (IV-A) o (IV-B), cada R'y R?es
hidrégeno, alquilo C4-C4 sustituido o no sustituido, heteroalquilo de 2 a 6 miembros sustituido o no sustituido (por
ejemplo, con uno o mas miembros N, O o S), cicloalquilo Cs-Ce sustituido o sin sustituir, heterocicloalquilo de 5 a
10 miembros sustituido o sin sustituir (por ejemplo, con uno o méas miembros N, O o S), fenilo sustituido o sin
sustituir, o heteroarilo de 5 a 10 miembros sustituido o sin sustituir (por ejemplo, con uno o mas miembros N, O o
8). En algunas realizaciones, cada R'y R?es independientemente hidrégeno, alquilo C4-C4 sustituido o no
sustituido, o heterocicloalquilo sustituido con uno o mas miembros del anillo N, O o S. En algunas realizaciones,
cada R'y R? es independientemente hidrégeno, o alquilo C4-C4 no sustituido.

En algunas realizaciones, para el inhibidor de PKC de formula (I1), R es piperidinilo, piperazinilo, piridilo o pirimidilo
sustituido o no sustituido. Por ejemplo, R es
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En algunas realizaciones, R? es hidrégeno o alquilo C4-C4 no sustituido. En algunas las realizaciones, R? es
hidrégeno. En las realizaciones, R? es metilo. En las realizaciones, R? es etilo. En las realizaciones, R? es propilo.
En la realizacion, R? es butilo. En algunas realizaciones, R? es t-butilo.

En algunas realizaciones, para el inhibidor de PKC de formula (1), (11, (1), (IV-A) o (IV-B), R y R? estan conectados
entre si para formar un alquileno Ci-Cs sustituido o no sustituido, o un enlazante de heteroalquileno de 2 a 8
miembros sustituido o no sustituido que tiene uno o méas atomos de N, O 0 S en la cadena de heteroalquileno. En
algunas realizaciones, R' y R 2 estan conectados entre si para formar un enlazante de alquileno C4-Cg sustituido o
no sustituido. En algunas realizaciones, R' y R? estan conectados entre si para formar un enlazante de alquileno
Ci-Cs sustituido. En algunas realizaciones, R' y R? estan conectados entre si para formar un enlazante de alquileno
Ci-Cs no sustituido. En algunas realizaciones, R' y R? estan conectados entre si para formar un enlazante de
heteroalquileno de 2 a 8 miembros que tiene uno o mas atomos de N, O 0 S en la cadena de heteroalquileno. En
algunas realizaciones, R' y R? estan conectados entre si para formar un enlazante heteroalquileno no sustituido
de 2 a 8 miembros que tiene uno o mas atomos de N, O o S en la cadena del enlazante heteroalquileno.

En algunas realizaciones, R' y R? estan conectados entre si para formar

wi/\/\/\(ﬁ‘«
R3

: . &
'%zif-“‘\*\,f"“\,f‘ \-\(’\vﬁ"k \C\,{*‘wa'\% -~ "\ff ﬁ“\’\..s""':\"ws“"f\"}*ﬁ

LN R o
HQ} g\\ & g

b3 £ Y

gl
Rof‘\vf\wxj\av}‘&
T

53

en la que R3es hidrégeno, halégeno, -Ns, -CN, -NO,, -NR”RB, -C(O)R®, -C(O)-OR®, -C(O)NR”RB, -ORP, -
NRAC(O)R®, -NRAC(O)OR®, alquilo sustituido o no sustituido (por ejemplo, C4-Cs C4-C4, Ci-Cs, o Ci-C1o)
heteroalquilo sustituido o no sustituido (por ejemplo, de 2 a 8 miembros, de 2 a 6 miembros, de 4 a 6 miembros,
de 2 a 3 miembros, o de 4 a 5 miembros con uno o mas miembros N, O o S), cicloalquilo sustituido o no sustituido
(por ejemplo, Cz-Cg, Cs-Cs, Cs-Cq, 0 Cs5-Cg), heterocicloalquilo sustituido o no sustituido (por ejemplo, de 3 a 8
miembros, de 3 a 6 miembros, de 4 a 6 miembros, de 4 a 5 miembros, o de 5 a 6 miembros y con uno o mas
miembros N, O o S del anillo), arilo sustituido o no sustituido (por ejemplo, Cs-C1o 0 fenilo), o heteroarilo sustituido
o no sustituido (por ejemplo, de 5 a 10 miembros, de 5 a 9 miembros o de 5 a 6 miembros y que tenga uno o0 més
miembros N, O 0 S en el anillo). RA, RE, R y RP se describen como arriba.

En algunas realizaciones, R' y R? estan conectados entre si para formar

i’k/\/\/\,r"rr

>

. . %,
S e o™ e

13{%«’\»\,*’\,}& BN N N
2 ) - + 4] <

que puede estar sustituido con uno o mas de los R® descritos anteriormente.

En algunas realizaciones, R' y R? se conectan entre si para formar
'?71/\/0 ‘HL
?{s/\/

&
. % " & S0 . s
N o N e ; SR o
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H
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R3 se describe como arriba.
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En algunas realizaciones, R' y R? estan conectados entre si para formar

r‘;\/o\/\_rr"(,

0

. 3 n § - i
\&:«x‘% bt ?{i” e _‘\‘L}%f e ¢
X ol
R &

que puede estar sustituido con uno o mas de los R® descritos anteriormente.

En algunas realizaciones, para el inhibidor de PKC de formula (IV-A) o (IV-B), R' y R? estan conectados entre si
para formar un enlazante de cicloalquileno Cs-Cs sustituido o no sustituido. En algunas realizaciones, R y R? estan
conectados entre si para formar un enlazante de cicloalquileno Cs-Cs sustituido, por ejemplo, que puede estar
sustituido con uno o mas R3 descritos anteriormente. En algunas realizaciones, R' y R? estan conectados entre si
para formar un enlazante de cicloalquileno Cs-Cs no sustituido.

En algunas realizaciones, R' y R? estan conectados entre si para formar un enlazante heterocicloalquileno de 5 a
6 miembros sustituido o no sustituido (por ejemplo, con uno o mas atomos de N, O o S en la cadena enlazante).
En algunas realizaciones, R' y R? estan conectados entre si para formar un enlazante heterocicloalquileno de 5 a
6 miembros sustituido que tiene uno o mas atomos de N, O 0 S en la cadena enlazante, por ejemplo, que puede
estar sustituido con R® descrito anteriormente. En algunas realizaciones, R' y R? estan conectados entre si para
formar un enlazante heterocicloalquileno no sustituido de 5 a 6 miembros que tiene uno o mas atomos de N, O o
S en la cadena enlazante.

En algunas realizaciones, R' y R? estan conectados entre si para formar

wnaana
s
8

.S‘ e
EANIE
L :
N
N
N
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que puede estar sustituido con uno o mas de los R®descritos anteriormente. En algunas realizaciones, R'y
R? estan conectados entre si para formar

que puede estar sustituido con uno o mas de los R®descritos anteriormente. En algunas realizaciones, R'y
R? estan conectados entre si para formar
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que puede estar sustituido con uno o mas de los R® descritos anteriormente.

En algunas realizaciones, R' y R? estan conectados entre si para formar
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5 que puede estar sustituido con uno o mas de los R®descritos anteriormente. En algunas realizaciones, R'y
R? estan conectados entre si para formar

£,

! 0

. A

EA T N . Y
Pt \\:\& L 4.-,‘% \\;\\‘ % §. i .
\'\Mf . \\v\!a ¥ &

,que puede estar sustituido con uno o mas de los R® descritos anteriormente. En algunas realizaciones, R'y
10 R? estan conectados entre si para formar
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que puede estar sustituido con uno o mas de los R® descritos anteriormente.

En algunas realizaciones, para el inhibidor de PKC de férmula (lll), cada R y R? es independientemente hidrégeno,

15 alquilo C4-C4 sustituido o no sustituido, o heterocicloalquilo de 5 a 6 miembros sustituido o no sustituido y que tiene
uno o mas miembros de anillo N, O o S. En algunas realizaciones, R es alquilo C4-C4 no sustituido. En algunas
realizaciones, R' es heterocicloalquilo de 5 a 6 miembros sustituido que tiene uno o mas miembros de anillo N, O
0 S, que pueden estar sustituidos uno o mas de los R® descritos anteriormente. En algunas realizaciones, R' es
heterocicloalquilo de 5 a 6 miembros sustituido que tiene uno 0 mas miembros de anillo N, O o S, que pueden

20 estar sustituidos uno o mas de los R® descritos anteriormente. En algunas realizaciones, R' es piperidinilo o
piperazinilo sustituido o no sustituido. En alguna realizacién, R es piperidinilo o piperazinilo sustituido, que puede
estar sustituido uno o mas de los R®descritos anteriormente. En algunas realizaciones, R' es piperidinilo o
piperazinilo no sustituido. En algunas realizaciones, R es

: ¢ g
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que puede estar sustituido con uno o mas de los R® descritos anteriormente. En algunas realizaciones, R es

LN
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& I &
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__‘_»i\;\i
En algunas realizaciones, R? es hidrégeno. En la realizacion, R? es metilo.

=

Como se ha discutido anteriormente, los grupos que estan "sustituidos" estan sustituidos por otro que no sea
hidrégeno en una o més posiciones disponibles, por lo general 1, 2, 3, 4 0 5 posiciones, por uno 0 mas grupos
adecuados (que pueden ser iguales o diferentes), por ejemplo, halégeno, ciano, amino, hidroxi, nitro, azido,
carboxamido, -COOH, SOsNH,, alquilo (por ejemplo, alquilo C4-Cg), alquenilo (por ejemplo, alquenilo Co-Cs),
alquinilo (por ejemplo, alquinilo C>-Cs), alcoxi (por ejemplo, alcoxi Ci-Cs), éter alquilico (por ejemplo, éter alquilico
C»-Cs), alquiltio (por ejemplo, alquiltio Ci-Cs), mono o di-(alquil Ci-Cs)amino, haloalquilo (por ejemplo, haloalquilo
Ci-Ce), hidroxialquilo (por ejemplo, hidroxialquilo C1-Cg), aminoalquilo (por ejemplo, aminoalquilo C+-Cg), haloalcoxi
(por ejemplo, haloalcoxi C1-Cs), alcanoilo (por ejemplo, alcanoilo Ci-Cs), alcanona (por ejemplo, alcanoona Ci-Cs),
alcanoiloxi (por ejemplo, alcanoiloxi C1-Cs), alcoxicarbonilo (por ejemplo, alcoxicarbonilo Ci-Cs), mono y di- (alquil
C1-Cg)amino, mono-y di-(alquilo C1-Cg)aminoalquilo C4-Cs, mono-y di-(alquil Ci-Cs)carboxamido, mono-y di-(alquil
Ci-Cs)sulfonamido, alquilsulfinilo (por ejemplo, alquilsulfinilo Ci-Cs), alquilsulfonilo (por ejemplo, alquilsulfonilo Ci-
Cs), arilo (por ejemplo, fenilo), arilalquilo (por ejemplo, (arilo Ce-Cqg)alquilo C4-Cs, tal como bencilo y fenetilo), ariloxi
(por ejemplo, ariloxi Ce-C1s, tal como fenoxi), arilalcoxi (por ejemplo, (arilo Ce-Cqg)alcoxi C4-Cg) y/o grupos
heterociclicos de 3 a 8 miembros que tienen uno o mas miembros N, O 0 S en el anillo.

Como se menciona en la presente memoria, un grupo que tiene un nimero determinado de "miembros" se refiere
a un numero determinado de dtomos del grupo.

Algunos ejemplos de inhibidores de la PKC son
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Segln la invencién, el agente se selecciona entre ruboxistaurina, enzastaurina, sotrastaurina o una sal
farmacéuticamente aceptable de las mismas.

En determinadas realizaciones, se administra a un sujeto un inhibidor de proteina cinasa o un anticuerpo
monoclonal que inhibe receptores implicados en rutas de sefializacién de proteina cinasa o factor de crecimiento,
como un inhibidor de EGFR, VEGFR, AKT, Erb1, Erb2, ErbB, Syk, Ber-Abl, JAK, Src, GSK-3, PI3K, Ras, Raf,
MAPK, MAPKK, mTOR, c-Kit, receptor eph o BRAF. Ejemplos no limitantes de inhibidores de las vias de
sefializacioén de la proteina cinasa o del factor de crecimiento incluyen Afatinib, Axitinib, Bevacizumab, Bosutinib,
Cetuximab, Crizotinib, Dasatinib, Erlotinib, Fostamatinib, Gefitinib, Imatinib, Lapatinib, Lenvatinib, Mubritinib,
Nilotinib, Panitumumab, Pazopanib, Pegaptanib, Ranibizumab, Ruxolitinib, Saracatinib, Sorafenib, sunitinib,
trastuzumab, vandetanib, AP23451, vemurafenib, MK-2206, GSK690693, A-443654, VQD-002, miltefosina,
perifosina, CAL101, PX-866, LY294002, rapamicina, temsirolimus, everolimus, ridaforolimus, alvocidib, genisteina,
selumetinib, AZD-6244, vatalanib, P1446A-05, AG-024322, ZD1839, P276-00, GW572016 o una mezcla de los
mismos.

En determinadas realizaciones, el agente que disminuye la actividad o expresién de PKC puede administrarse en
una concentraciéon desde aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 250 mg/kg de peso corporal, por
ejemplo, 0,001 mg/kg, 0,05 mg/kg 0,01 mg/kg, 0,05 mg/kg, 1 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 25 mg/kg, 50 mg/kg, 75
mg/kg, 100 mg/kg, 125 mg/kg, 150 mg/kg, 175 mg/kg, 200 mg/kg, 225 mg/kg o 250 mg/kg de peso corporal.

En determinadas realizaciones, la PKC comprende la siguiente secuencia de aminoécidos (No de acceso NCBI:
NP_002728.1 (SEQ ID NO: 7)):

1 MADVEPGNDS TASQDVANRE ARKGALROKN VHEVEDHKEI ARFFKQPTEC SHCTDFIWGE

&1

GEQGEQCOVT
LLYGLIHQGM
KNLIPMDPENG
SVEIWDWDRT
LROKFEKAKL
TEELYAIKIL
NGGDLMYHIQ
DEGMCKEHMM
EDEDELEOST
DWEKLENRET
PREVHPILDS

et OV

CEVVHKRCHE
RCDTCOMNVH
L3DEYVELKL
TRNDEMGSLS
GPAGNRKVISPE
KKDVVIQDDD
QVGKEKEPQA
DGVTTRTECG
MEHNVSYPEKS
OPRPFRPEVIG

BV

EVTESCPGAD
KQCVINVEIL
IPDPRNESKQ
FGVSELMEKMP
SEDRKQFSNN
VECTMVEKRY
VEYAAREISIG
TPDYIAPEIT
LEREAVSICK
KGAENEFDKEFY

KGPLTDDPRE
CGMDHTEKRG
KTETIRSTLN
ASGWYRKLLNG
LBRVKLTDFEN
LALLDKXPPTL
LFFLHKEREGII
AYQPYGKRSVD
GLMTKHPAKR
TRGOPVLTEP

KHKFKIRTYG
RIYLKAREVAD
POQWNESFTEFK
DEGEYYNVEPI
FIMVLGKRGSEY
TOLHSCEQTY
YRDLKLDNVM
WWAYGVLLYE
LGCGPRGERD
DOLVIANIDQ

SPTECDHCGS
EXLHVTVREDA
LXPSDKDRRL
PEGDEEGNME
GRVMLADRKG
DRLYFVMEYV
LDSEGHIKIA
MLAGQPPEDG
VEEHAFERRI
SDYEGESYVN

En determinadas realizaciones, la PKC comprende la siguiente secuencia de nucleétidos, la secuencia codificante
esté en negrita y subrayada (No de acceso NCBI: NM_002737.2 (SEQ ID NO: 8).
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1 ggeecgeaget
1 cgggrcaacgs
tgaggoagaa
agceoeacctt
agtgccaagt
gtoegggtge
tccacactta
tocatcaagy
atgtcoccaqg
ctgaggttge
tggatcoaaa
atgaaagcasa
cchttacatt
actgggatcg
tgatgaagat
acaacgtacce
agaaagocaa
aaccttocaa
dgaaaggggaqg
caatcaaaat
tagaaaagceyg
getteoagac
tgtaccacat
agatttcocat
tagataacgt
aggaacacat
cococagagat
teotgttgta
tatttcagte
tttotatcty
adggdagagayg
agaacagygga
ttgacaagtt

cocococggegya
ctecacggeg
gaacghigeac
ctgcagocac
thtgetbgtttt
ggataaggga
cgygaagoooe
gatgaaatgt
cehotacgaga
tgatgaaaaq
cgggattica
gcaaaaaaqc
caaattgaaa
aacaacaayg
gcocggecagt
cattooggaa
acthggooct
caaccttgac
ttttggaaay
cctgaagaaqg
agtettggeo
agtggategy
toagoaagta
cggattgtite
catgtiggat
gatggatgga
aatcgettat
tgaaatgeht
tatcatggag
caaaggactyg
ggacgtgaga
gatoccageoca
cttcacacga
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ggecaagaggt
tctcaggang
gaggtgaagy
tgcacogact
gtggtccaca
ccecgacacty
acctitetgey
gacacotgog
atggatcaca
cteocatgtea
gatcottatg
aaaaccateo
ccttcagaca
aatygacttca
ggatggtaca
gdggacgagy
getggoaaca
cgagtgaaac
gtgatgotty
gatgtggtga
chgcttganca
ctgtactteg

Lcagaaggaoc
gtcacgaccs
cagceogtatyg
geegygoaga
cacaacgttt
atgacoaaac
gagcatgect
cecattoaago
ggacagoeaooyg
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gyttyggygy
tggacaacay
aicacaaatt
tecatctyggy
agaggtgceea
atgacccooag
atcactygtgy
atatgaacgt
ctgagaagaqg
cagracgaga
tgaaguotgaa
gotcecacact
aagaccgacy
tgggatceaot
agttgcttaa
sdaggaaacatbt
aagtcatcay
tcacggactt
cogacaggas,
ttecaggatga
aacccocght
toatggaata
aggaaccaca
aaagaggaat
atatbocaaaat
ggaccttcty
gaaaateotgt
cteccattiga
cetatceccaaa
acoccagocaa
tetteocggag
ccaaagtyty
tcttaacacc

gaccatggct

cttaogoacga
catcecgegoge
gtttgggaaa
tgaatttgtt
gagcaagoac
gtcactgete
tcacaageaa
ggggeygatt
tgcaaaaaat
acttattcct
aaatocgoaqg
actgtaotgta
ttocctttgga
ccaagaagaa
ggaactcagy
teocototgaa
caatttecte
gggcacagaa
tgacgtggag
cttgacgeag
tgtcaacgygt
agcagtattc
catttatagg
tgoctgactitt
tgggactceca
ggactyggtygg
tggtgaagat
atcettgteo
geggetagyge
gatcgactygqg
tggeaaagga
acctgatcayg

gacgttttce
aragggdeygc
ttottoaage
caagygctteo
actttttett
aagttoaaaa
tatggactta
tgegtcatcea
tacchtaaagy
ctaatcoccta
gatcecccaaga
tggaatygagt
gaaatctggg
gtttcecggage
ggtgagtact
cagaaatiog
gacaggaaac
atggtgttgg
gaactgtaty
tgcaccatgg
ctgcactech
ggggacchoa
tatgecggeag
gatctgaagt
gggatgtgoa
gattatatcg
gectatggey
gaagangagcoe
aaggaggotg
tgtgggocty
gaaaaactygy
gragagaact
ctggttattg



1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4201
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
48061
4921
4981
5041
5101
5lel
5221
5281
5341

ctaacataga
ccatcttaca
gccctceccecceg
tctgattcca
tcagggtctc
agtgtccagt
caagcagact
tggatttttc
acatctccac
agggattggg
aaacagcccc
aaatcctaac
tgttgggtga
ttctttgtaa
agatcaagga
catccagggt
ccccacacac
acgccctctc
cgatgtacag
cctcccttcet
atttctagtt
aacagctcaa
caatgaattt
aatcgtatca
ttgtgcaggt
tctgtgcttt
ataaaatttc
gtgtgtatat
tttgagctga
ctcttcctct
cacgtggcat
tcttcecctte
ctcttgctgt
tgtcgtttgc
ccagcacgtg
cagtcttggg
ccgggttcta
ctctgtttcc
tttgcctgaa
tggtcctggc
gaaccatttc
ctcccctgtc
tgctcctect

agggccagtc
agagaggagg
aaacagcctg
cacaagtttg
ccatatggca
ggacaacaga
gtgttgtcat
ggctttccag
catgagcaat
gggtattgtg
aggaggtccc
ggcctgtgga
catggagcta
tggccactcc

ccagtctgat
gagtgcagta
cagtgggaag
tatggaggcc
tctcttacaa
ttaattctgt
gttgccccat
agcattggaa
ccaagacgtc
ggtgggggag
tagaatctga
ccaaccatgg
atctgtcatc
gaggccaaat
taagccagtg
gccatcagta
accaacattt
cccttttgtg
taacttaatg
ctagccctgg
cacgttgaat
agatgttttg
tgcatgttta
agtataaaga
tcttgtttct
ccctccctgce
aaaaatgaat
atatgtattt
cactccctct
tggggacaac
tgccgcagca
agcctgtgac
gtgtactgga
tccagcatgce
cttttcagag
aggagcgcgce
ccacaaacag
tcccagaagce
gttcacagaa
aaccctgagt
ttctgccatc
cctgcagccc
ttgatccgag
cccctgceccca
aagatcccac
cctgtttaaa
tttctctagg
aagttttcca
catcagaaca
gtggaacctg
atctcagcag
ggctcgcctc
tgaaatgaga
tgggggatgce
ggtctaggcc
tgaccacacc

tcggtggcag
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tttgaagggt
tgaaactcac
tgaatcctta
tgaaaattgt
ccaagaacat
agaagttacg
tttgggtaca
tcceccaacce
tttggaatcc
gcctcaaaat
aaggccggga
tccagcagtt
tggtaccctc
cgtctaagga
tgtacatatg
atcatgccac
tgctgcctac
cttatttatt
gaagtgctga
atgtccactt
gacaggcctg
ttaatagaag
taataaacct
gagtattata
aatcctcttt
acatgggcac
ggctagttta
gattctacct
tagtttcttce
aggaagtgtc
cctgggctga
tgttgctgac
cacgcaggaa
acaaacttcg
gctgcggact
tgctttggtg
aaacagaatg
atctcccagce
cacacaacca
agaaggagag
ttttatgcac
tgcaggtcag
gggaaaggga
gaatggagca
ggaggaacac
gcaggcagca
aaacacattc
agaaaatgcc
aacccccaga
ctttatccat
ccaaagacag
agaatcagtt
tggtggcgag
tttgggaagt
gcctggcaga
aggccattca
ggcctttccc
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tctcgtatgt
cagcgagaac
accctaaaat
agggttatta
tatcttagtg
tctggctcta
atttgatata
agagatgtta
aagaacagga
accgactgcg
taaacctaat
accagtttaa
cttggttgat
cgttgctgaa
ttcattttaa
tactcaccag
cttgttatcc
taataggctg
ctctagcatc
agggataaaa
gagctgtaga
gattttaata
taataacaag
ataattttat
tctaattaag
tgtatcagat
cgtgatagat
gcaaacaaat
atgtcacctt
tgattccagt
cctttgtgtg
tccaggggtyg
gcatgctgtc
tgagaccaac
ttcttcecagce
agacacccce
aaagtagctg
taagctcgca
tgaaaggctt
acggggtagg
catagacatc
tgcatgatct
ctggtttata
gcagcaggac
atgaggttag
ggcttaggcc
actgtctcag
ccgacagggyg
gagaaacagt
tgctgagtgt
ttattgttgg
cataaaattc
gggtgcgctg
ccttgcccct
atctagcacc
aatggctctg
tgaggctgca

caacccccadg
aaacacctcc
tttaaggcca
gtccaaatgt
gaagatggta
ggttaaccct
ctttccatac
aagtgagcct
agccaagaga
tccattctct
cactgttccc
acaaaaaaac
aactgtcttg
caagcgtgtg
tctctgggag
tgttgttcge
ttctcaagaa
cagtgtcgct
agcctctacc
agaatatggt
atcaggaaac
cgttttgcaa
tgaatctata
aagacacaat
ttttagctga
agattacttt
taggctctta
ttttattggt
tcgtcctggt
ctgcctagta
tgcgtgtgtg
ggagggatgg
ttgctgccte
acagccgtge
cattgtggca
atgcaaggtc
tcagtccttg
ttatttttct
tttgaggtga
gaacgggccc
gagactccag
gggttcgtgt
gaaagagcct
agacccccac
ggacccttgt
ttccctgceaa
ctggctgtta
tgcccagcac
caaaatcagg
tgaatgtggg
aagactgtca
tatggtactg
tggaactgcc
gagcactgcce
gtccgaatcc
cattatcttc

ggccgtggge

tttgtgcacc
ccagccccea
cggccttgtg
gatcaactgt
cgtcatgctc
tcctagaaag
cctccatctg
gtcccaggaa
gtgagcaggg
gcctccatgg
aaacattgac
ctcagatgag
atacttttca
aaatcatttc
attatttttc
caacacccac
gctgaagtgt
tatgaaagta
gattgatttt
tttggttccc
ccggatgcct
atgcatcatg
ttattgatat
tgtgctctat
atcccttgct
ttaaatgtag
ctacatatgt
gaggactatt
tcctccgceca
cgttggtaca
tgtgtttcct
ggagactccc
tgcaacgacc
cctgcaggca
ttggccttte
ctcagagtag
tagagagccg
cctctggcectg

gaggcccagg
ggccagaaaa

ggggtcctgg
cctgaccagg
aggagacaaa
gaggcccccece
tcagcacccc
ccccaacacc
ctctctcaga
actgcctgag
gcccggtgca
taatggttag
tgtagataac
gccccttegt
gcagccacgc
tgattgccag
ccgcaggacec
ccttggaagg
tggcagcccg
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toctecttggea
gotgeoagygyg
aaaaggeaga
ttecatcecact
tattaggott
ctygececyggaa
coaaagtect
coceoccaacyg
agagaagaac
gatgocaccy
ctyggooctoa
ccaaatgeta
gtagcteata
tectgeaoat
gaagtaaaaa
cecacttagoa
thgctggaat
aagcctogyga
cctatthatt
ggagtgccty
guoaggggos
accaggaaqgyq
tgecgaaattt
ggctggagty
attetoctge
taaattttgt
ceccectygaccte
Tacoacgoec
gtyaaataca
coagggaatg
cgeacacatg
gtagtgtecag
ccatttatgt
ccttacagty
aagaaattat
tatagagaac
ttitecctaaga
accoccgace
tgggaatgac
gacactgggg
gtgtccccca

retbtgehboeyg
gtgcccagac
gtaaggattt
ageagoaaac
ctegygetttt
agataaaaqgg
aectittaggayg
atcattetit
tactattttyg
ttcagaatat
gtgtgtgaag
tttgtttgga
aaatgtagag
tgtaaattac
atacgebtty
tgatecatteo

ttt”aat*ga
goecgoochac
tcagaaacca
gguootegtgh
tcttactheag
agacoaaggt
taggogaghg
gargtgqua

agggtitgygyg
tcaacggett
agagagtgtt
acaacatcace
gttctetggg
tbtoctoteh
caactaacac
ggagacattt
ttgttttete
aaggtgatac
gtgtgtgecac
ttteeccctge
caaaggygtgt
acaagggtygce
ttatttatth
cggtggtaca
ctecagoctaoe
gtttttagta
atgatctgceco
agcoaaaata
ctggacggtce
ttacotgttt

atgaaggcv
ggattetteg
satcaggtga
accctacaca
ttgttaattc
tttaataata
tteccaatgeco
tgatctaocea
tgcaagttica
acaactgett
tccagagygea
tgaggcectocty

T

\»’2

1

Ttitgaaggy
agtctaaaqg
cttttataaa
gacataccac
ggaagagacy
gzcatbtcaac
tgeattgett
ttagaaacatb
azaaaagaaa
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aggtcaccag
aaggttaaty
caggagtcaa
ggtoeatgea
aattttgata
tcatgcagee
tggtgachte
dgaagggagag
tgocatooaga
cecatoeggay
Ltgecoagaga
caccagetge
cagageoaga
ggotbootgo
cgcacasacta
cggagygtet
agtactgaaa
catctgacag
atcacaccat
tgggcacacc
gatcatgaga
tctgttgtia
atttatttat
atcteggete
caaghacoty
gagatggggt
tgocteggen
tthttttaaa
aacatteoty
ctgetgetag
atcatetaga
ggaaggtcaa

cagttastaa
aaageeeeca
cagtagagea
attctttaaa
ctggagott
ctgocagath
gytggaactt
aaggtttaga
geocctggaat
tggoeateit

g

)

 cccoaggheta

gcaactcaga
acgtotghtt
gtgtcaagia

¢ tgtgattgta
ttggtttact
ttttctaaaa
cagaagoatl
gtttasatca
gaggttgagy
cgtcaaacac
tttttttecag
taattgtagt
aaaaaas

29

gtgctgggtt
agaggceooac
aattattget
gggecactgt
gagaaaccatg
caacaaatyga
ctggaaggayg
ggaggcddagy
aatatgecctyg
gragttqgtg
cacagtetgt
tagaagecoce
ccatcocagty
caagaattat
acaactaaca
tttttgtttt
agagaaaaaqg
tecattttctoe
ttoctgttia
agacaategt
gttaccggga
gtggeocacac
tttgagatgyg
actgecaacct
ggactacayqg
Ltcaccatgt
tceocegzaagtyg
gtocattttoo
tctectoccea
aagatccagg
aatgggygtea
cagtatgaayg
cegtggaggt
aattccaaaq
actgaatata
aatgagtttt
taggaggact
ttocecatgot
gycogactyga
aacttccaaa
aggattccea
thggeaggay ¢
tecacchtgygy
aatactitoga
catagttace
cactttataa
asacgactgt
gacttthgtt
agaatatitca
attaacctea
tgaagtcatt
ttaattgaas
tttttectte
cathbtgghta
tttgtataac
thggaageaa

tgaaaggaag
atccaggeaa
chﬁcaqugc
cty
gggccaagag
ttgttgagca
gatgcagact
gotgtagtca
cagtaggagy
cagatggaag
teotoecteayg
tttcocecooten
taccocagag
ggcagaotgay
ccgeagttee
tgttcctgtt
tgacaateth
acvgttggtet
Lttataaccc
aatcacaaaa
cageagtagyg
accaattiga
agtttoactc
ccacctooca
tgogtgmecaa
tggccaggat
ctgggattac
ttaagotgot
tttgggrotga
aazattgggas
accacaattg
gattotgace
cacactcage
actttitett
ctgggetatth
agaacaaayg
tagoeotgggt
cctagggtat
tgotectgega
ccacaggaasa
ggygtttotg

aggatgott
tgaagattca
~ctcccaaga
acttacgega
gaaccttitt
gtectitgina
gatattocttc
aaatcaatea
catcoctiot
gottttgota
agcatcatat
tgtataagca
tatcgecagag
ctctaatetco
gtgtgtatga
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L

tcactggagt
gaactaatto
tteoeottect
Lgatgecacy
ctctggaage
cectcteggag
teoagagage
ggaaggagoc
gagaggaadd
tttcectgtetg
AJARCATCCT
ccaccthgas
gcecagtagygt
gatgaatgga
cacctgggtt
ttttbtttit
gtattittaa
tctaaagtea
gacaagggta
cagacactga
catgacagha
caaggagtygt
Ltgttgeoca
ggttcaageg
cacaconags
ggrrttqcar
aggcatgagce
tgggaotacat
tgcageagat
gghtacctga
tgttaattce
cctgtgeote
catcoaacaqg
aacctaasaqq
tgtactttth
caactgacyga
cagcetggage
ggagtceacg
gtttttaata
gacattttta
ggaccecottt
coetbggetat
gagatgeoct

tataagaggco
gtagacagaa
ttctaaaata
cctetgetta
ctggaagaat
tgaaggoagh
gttagyggtcet
catgatttgt
aagcaoccaac
cctactgaca
gagacggatg
cgtttygcatg
ataaagataa
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Agentes que disminuyen la expresion o la actividad de la fosfolipasa C (PLC) o del inositol trifosfato (IP3)

En algunos ejemplos, se utilizan determinados agentes que actian como vasodilatadores que bloquean la actividad
o expresidn de PLC o IP3. En algunas realizaciones, los inhibidores de PLC comprenden U-73122, U73343 y ET-
18-OCHs. En las realizaciones, los inhibidores de IP3 comprenden 2-APB y Xestospongin C. En las realizaciones,
el agente comprende hidralazina. Se contempla que los inhibidores puedan utilizarse solos o en cualquier
combinacién. En algunas realizaciones, los inhibidores de PLC o IP3, o sales farmacéuticamente aceptables de
los mismos también se contemplan en el presente documento.

En determinadas realizaciones, el agente que disminuye la actividad o expresién de PLC o IP3 puede administrarse
en una concentracién desde aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 250 mg/kg de peso corporal, por
ejemplo, 0,001 mg/kg, 0,05 mg/kg 0,01 mg/kg, 0,05 mg/kg, 1 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 25 mg/kg, 50 mg/kg, 75
mg/kg, 100 mg/kg, 125 mg/kg, 150 mg/kg, 175 mg/kg, 200 mg/kg, 225 mg/kg o 250 mg/kg de peso corporal. En
otras realizaciones, se contempla que el agente pueda administrarse en una concentracién superior, por ejemplo,
hasta 1000 mg/kg de peso corporal.

En algunas realizaciones, se contempla la terapia de combinacién con un antagonista androgénico (por ejemplo,
antiandrégeno). Los antiandrégenos son una clase de farmacos que impiden que andrégenos como la testosterona
y la dihidrotestosterona (DHT) ejerzan sus efectos bioldgicos en el organismo. Actlan bloqueando el receptor de
andrégenos (RA) y/o inhibiendo o suprimiendo la producciéon de andrégenos. Los antiandrégenos ejemplares
incluyen:

Antagonistas de los receptores de andrdégenos: Farmacos que se unen directamente al AR y lo bloquean.
Estos farmacos incluyen los antiandrégenos esteroideos acetato de ciproterona, acetato de megestrol,
acetato de clormadinona, espironolactona, oxendolona y acetato de osaterona (veterinarios) y los
antiandrégenos no esteroideos flutamida, bicalutamida, nilutamida, topilutamida, enzalutamida y apalutamida.
Aparte del acetato de ciproterona y el acetato de clormadinona, algunas otras progestinas utilizadas en
anticonceptivos orales y/o en HRT menopdausica, como el dienogest, la drospirenona, la medrogestona, el
acetato de nomegestrol, la promegestona y la trimegestona, también tienen diversos grados de actividad
antagonista del AR,

Inhibidores de la sintesis de andrégenos: farmacos que inhiben directamente la biosintesis enzimatica de
andrégenos como la testosterona y/o la DHT. Algunos ejemplos son los inhibidores del CYP17A1 ketoconazol,
acetato de abiraterona y seviteronel, el inhibidor del CYP11A1 (P450scc) aminoglutetimida y los inhibidores
de la Sa-reductasa finasterida, dutasterida, epristerida, alfatradiol y extracto de palma enana americana
(Serenoa repens). También se sabe que otros antiandrégenos, incluyendo el acetato de ciproterona, la
espironolactona, la medrogestona, la flutamida, la nilutamida y el bifluranol, inhiben débilmente la sintesis de
andrégenos.

Antigonadotropinas: Farmacos que suprimen la liberacién de gonadotropinas inducida por la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) y la consiguiente activacién de la produccion de andrégenos gonadales.
Algunos ejemplos son los moduladores de la GnRH como la leuprorelina (un agonista de la GnRH) y el
cetrorelix (un antagonista de la GnRH), progestagenos como el alilestrenol, el acetato de clormadinona, el
acetato de ciproterona, el caproato de gestonorona, el caproato de hidroxiprogesterona, acetato de
medroxiprogesterona, acetato de megestrol, acetato de osaterona (veterinario) y oxendolona, y estrégenos
como estradiol, ésteres de estradiol, etinilestradiol, estrégenos conjugados y dietilestilbestrol.

Ejemplos adicionales: Farmacos que se oponen a los efectos de los andrégenos por medios distintos de
los anteriores. Algunos ejemplos son los estrogenos, especialmente los orales y sintéticos (p. ej,
etinilestradiol, dietilestilbestrol), que estimulan la produccién de globulina fijadora de hormonas sexuales
(SHBG) en el higado y, por consiguiente, disminuyen los niveles libres y bioactivos de testosterona y DHT;
anticorticotropinas como los glucocorticoides, que suprimen la produccién de andrbégenos suprarrenales
inducida por la hormona adrenocorticotrépica (ACTH); e inmundgenos y vacunas contra la androstenediona
como la albumina de ovandrotona y la albimina de androstenediona, que disminuyen los niveles de
andrégenos mediante la generacién de anticuerpos contra el andrégeno y el precursor androgénico
androstenediona (utilizados Unicamente en medicina veterinaria).

Trastornos del tejido conjuntivo

Las enfermedades del tejido conjuntivo se refieren a un grupo de trastornos que afectan al tejido rico en proteinas
que sostiene los érganos y otras partes del cuerpo. Ejemplos de tejido conjuntivo son la grasa, el hueso y el
cartilago. Estos trastornos suelen afectar a las articulaciones, los masculos y la piel, pero también pueden afectar
a otros 6rganos y sistemas orgénicos, incluyendo los ojos, el corazén, los pulmones, los rifiones, el tracto
gastrointestinal y los vasos sanguineos. Existen mas de 200 trastornos que afectan al tejido conjuntivo. Las causas
y los sintomas especificos varian segun los distintos tipos.

Ejemplos de enfermedades tisulares (por ejemplo, tejido epitelial, conectivo, muscular y nervioso) potencialmente
tratables con las composiciones y procedimientos incluyen, pero no se limitan a las siguientes: autoinmunes,
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degenerativas, inflamatorias, infecciosas, cancerosas, viricas, fungicas, derivadas de lesiones o traumatismos.
Estas enfermedades de tejidos y/u érganos pueden ser la enfermedad primaria o estar causadas por una
enfermedad y/o dolencia existente. Algunos ejemplos son: amiloidosis, fibrilacidn auricular, convulsiones,
calambres, dermatomiositis, encondroma, fibroma, lumbao, trastorno hereditario del tejido conjuntivo (por ejemplo,
sindrome de Marfan, enfermedad de Peyronie, sindrome de Ehlers-Danlos, osteogénesis imperfecta, sindrome de
Stickler, sindrome de Alport, arachodactilia contractural congénita), trastorno autoinmune del tejido conjuntivo (por
ejemplo, lupus eritematoso sistémico (SLE), artritis reumatoide, esclerodermia, sindrome de Sjoegren, enfermedad
mixta del tejido conjuntivo, artritis psoridsica), escorbuto, enfermedad muscular (por ejemplo, tumor muscular,
distrofia muscular, atrofia por desuso, atrofia por denervacién, distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular
facioescapulohumoral), enfermedad hepéaticaemiastemia gravis, miopatia, miositis, miositis osificante, cancer,
fibromialgia, fatiga muscular, espasmo, espasticidad, esguince, distensién, lesién cerebral, lesién medular, gliomas,
neuroepteliomatosis, hipertensién, enfermedad cardiovascular, diabetes, enfermedad de Alzheimer, cistitis, SIDA,
raquitismo y tumores de la vaina nerviosa. Ejemplos de tejidos, érganos y/o sistemas corporales afectados por
enfermedades y que pueden ser tratados con las composiciones, y procedimientos descritos en las mismas, pero
no se limitan a los siguientes: Sistema inmunitario, érganos sensoriales (por ejemplo, érganos del gusto, olfato,
vista, oido), aparato digestivo (por ejemplo, boca, fauces, faringe, es6fago, abdomen, estémago, intestino delgado,
intestino grueso, higado, péncreas), aparato urogenital, sistema endocrinolégicot, metabolismo, sistema
cardiovascular (por ejemplo, corazén, tensidn arterial, arterias), hematologia (por ejemplo, quimica sanguinea),
organos urinarios (por ejemplo, rifiones, uréteres, vejiga urinaria, uretra masculina, uretra femenina, érganos
genitales masculinos (por ejemplo, testiculos y su cubierta, conducto deferente, vesiculas seminales, conductos
eyaculadores, pene, préstata, glandulas bulbouretrales), 6rganos genitales femeninos (por ejemplo, ovarios,
trompa uterina, Utero, vagina, clitoris, glandulas de Bartolino, 6rganos externos, mamas)), glandulas sin conductos
(por ejemplo, tiroides, paratiroides, timo, hipéfisis cerebri, cuerpo pineal, sistemas cromafilico y corticol, bazo),
reproduccién, respiratorio (por ejemplo, laringe, traquea, bonchi, pleurae, mediastino, pulmones), sistema nervioso
central (por ejemplo, nervios, fibras nerviosas), piel, epitelial (por ejemplo, simple, estratificado, columnar
pseudoestratificado, glandular), conectivo (por ejemplo, conectivo laxo (por ejemplo, areolar, adiposo, reticular), y
conectivo denso (por ejemplo, denso regular, denso irregular)), cartilago (por ejemplo, hialino, elastico, fibroso),
musculo (por ejemplo, muasculo esquelético (por ejemplo, tipo |, Il, lla, lIx, IIb), mlsculo cardiaco, musculo liso),
nervioso (por ejemplo, neurona (por ejemplo, motoneurona, interneurona, neurona sensorial), neuroglia, médula
espinal, nervios, cerebro).

En las realizaciones de la divulgaciédn, el trastorno del tejido conectivo comprende una vasculopatia (por ejemplo,
sindrome de Ehlers-Danlos vascular), sindrome de Marfan, sindrome de Loeys-Dietz o0 aneurisma adrtico toracico
familiar.

Sindromes de Ehlers-Danlos (EDS)

Los sindromes de Ehlers-Danlos (EDS) son un grupo de trastornos genéticos del tejido conectivo. Los sintomas
pueden incluir articulaciones flojas, piel elastica y formacién anormal de cicatrices. Pueden manifestarse al nacer
o en la primera infancia. Las complicaciones pueden incluir diseccién adrtica, luxaciones articulares, escoliosis,
dolor crénico u osteoartritis precoz.

Los EDS se deben a una mutacién en uno de mas de una docena de genes diferentes. El gen especifico afectado
determina el EDS especifico. Algunos casos son el resultado de una nueva mutacién que se produce durante el
desarrollo temprano, mientras que otros se heredan de forma autosémica dominante o recesiva. Esto da lugar a
defectos en la estructura o el procesamiento del colageno. El diagnéstico puede confirmarse con pruebas genéticas
0 una biopsia de piel. Las personas pueden ser diagnosticadas erréneamente de hipocondriasis, depresién o
sindrome de fatiga crénica.

Hasta la fecha, no se conoce ninguna cura, sin embargo, la fisioterapia y la ortesis pueden ayudar a fortalecer los
musculos y apoyar las articulaciones. Mientras que algunos trastornos dan lugar a una esperanza de vida normal,
los que afectan a los vasos sanguineos suelen dar lugar a una esperanza de vida mas corta. Los EDS afectan
aproximadamente a una de cada 5.000 personas en todo el mundo, y el pronéstico depende del trastorno
especifico.

Clasificacién EDS

El SEDH hipermévil (hSED tipo 3) se caracteriza principalmente por una hipermovilidad articular que afecta tanto
a las articulaciones grandes como a las pequefias, lo que puede provocar luxaciones y subluxaciones articulares
recurrentes (luxacién parcial). En general, las personas con este tipo tienen la piel suave, lisa y aterciopelada, con
moretones faciles y dolor crénico de los musculos y/o huesos. Se desconoce la mutacién que causa este tipo de
EDS. La afectacion cutdnea es menor que en otros tipos. No se dispone de ninguna prueba genética para este
tipo.

El EDS clasico (EDSc tipo 1) se asocia a una piel extremadamente elastica (elastica) y lisa que es fragil y se
magulla con facilidad; cicatrices anchas y atréficas (cicatrices planas o deprimidas); e hipermovilidad articular.
También se observan con frecuencia pseudotumores moluscoides (hematomas calcificados sobre puntos de
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presién tales como el codo) y esferoides (quistes que contienen grasa en antebrazos y espinillas). Puede
producirse hipotonia y retraso en el desarrollo motor. La mutacién que causa este tipo de EDS se encuentra en los
genes COL5A1, COLSA2y COL1A1. Afecta mas a la piel que el hEDS.

El EDS vascular (tipo 4 VEDS) se caracteriza por una piel fina y transllcida que es extremadamente fragil y se
magulla con facilidad. Las arterias y determinados 6rganos, tales como los intestinos y el Utero, también son fragiles
y propensos a romperse. Las personas con este tipo suelen tener baja estatura y el cuero cabelludo fino. También
presenta rasgos faciales caracteristicos, como ojos grandes, mentén pequefio, mejillas hundidas, nariz y labios
finos y orejas sin I6bulos. La hipermovilidad articular esta presente, pero generalmente se limita a las articulaciones
pequefias (dedos de manos y pies). Otras caracteristicas comunes son pie zambo, rotura de tendones y/o
musculos, acrogeria (envejecimiento prematuro de la piel de manos y pies), aparicién precoz de varices,
neumotérax (colapso de un pulmdn), recesién de las encias y disminucién de la cantidad de grasa bajo la piel.
Puede estar causada por mutaciones en el gen COL3A1.

La cifoescoliosis EDS (tipo 6 KEDS) se asocia con hipotonia grave al nacer, retraso en el desarrollo motor,
escoliosis progresiva (presente desde el nacimiento) y fragilidad escleral. Las personas afectadas también pueden
presentar hematomas con facilidad, arterias fragiles propensas a romperse, cérneas inusualmente pequefias y
osteopenia (baja densidad 6sea). Otros rasgos comunes son el "habito marfanoide", caracterizado por dedos largos
y delgados (aracnodactilia), extremidades inusualmente largas y térax hundido (pectus excavatum) o protuberante
(pectus carinatum). Puede estar causada por mutaciones en el gen PLOD1.

La artrocalasia EDS (tipos 7A y B aEDS) se caracteriza por una hipermovilidad articular grave y una luxacién
congénita de cadera. Otros rasgos comunes son la piel fragil y eléstica, con facil aparicibn de hematomas,
hipotonia, cifoescoliosis (cifosis y escoliosis) y osteopenia leve. El coldgeno de tipo | suele estar afectado. Es muy
poco frecuente, con aproximadamente 30 casos registrados. Es mas grave que el tipo de hipermovilidad. La causan
mutaciones en los genes COL7141y COL1A2.

La dermatosparaxis EDS (tipo 7C dEDS) se asocia con una piel extremadamente fragil que provoca hematomas
y cicatrices graves; piel flacida y redundante, especialmente en la cara; y hernias. Es extremadamente rara, con
unos 10 casos registrados.

El sindrome de la cérnea quebradiza se caracteriza por una cérnea delgada, queratoglobo progresivo de
aparicién temprana o queratocono y escleréticas azules. También se observan a menudo sintomas clasicos, tales
como articulaciones hiperméviles y piel hiperelastica.

El EDS de tipo clasico (EDSc tipo 1) se caracteriza por hiperextensibilidad cutdnea con textura cutéanea
aterciopelada y ausencia de cicatrices atréficas, hipermovilidad articular generalizada con o sin luxaciones
recurrentes (con mayor frecuencia hombro y tobillo), y piel facilmente amoratada o equimosis espontaneas
(decoloraciones de la piel resultantes de hemorragias subyacentes).

El EDS espondilodisplasico (spEDS) se caracteriza por baja estatura (progresiva en la infancia), hipotonia
muscular (que van desde congénita grave a leve de aparicién posterior) y arqueamiento de las extremidades.

El EDS musculocontractural (mcEDS) se caracteriza por contracturas multiples congénitas, caracteristicamente
contracturas de aduccion-flexién y/o talipes equinovarus (pie equinovaro), rasgos craneofaciales caracteristicos,
que son evidentes al nacer o en la primera infancia, y rasgos cutadneos como hiperextensibilidad cutanea,
hematomas, fragilidad cutédnea con cicatrices atréficas y aumento de las arrugas palmares.

El EDS miopatico (mEDS) se caracteriza por hipotonia muscular congénita y/o atrofia muscular que mejora con
la edad, contracturas articulares proximales (articulaciones de la rodilla, la cadera y el codo) e hipermovilidad de
las articulaciones distales (articulaciones de los tobillos, las mufiecas, los pies y las manos).

El EDS periodontal (pEDS) se caracteriza por periodontitis grave e intratable de aparicién temprana (infancia o
adolescencia), falta de encia adherida, placas pretibiales e historia familiar de un pariente de primer grado que
cumpla los criterios clinicos.

El EDS cardiaco-valvular (cvEDS) se caracteriza por problemas cardiacos-valvulares graves y progresivos
(valvula aértica, valvula mitral), problemas cutdneos (hiperextensibilidad, cicatrices atréficas, piel fina, facil
aparicién de hematomas) e hipermovilidad articular (generalizada o restringida a pequefias articulaciones).

Métodos de tratamiento

La presente divulgacién proporciona procedimientos para el tratamiento de vasopatia (por ejemplo, VEDS) o
trastornos deltejido conectivo en un sujeto que los necesita, administrando al sujeto una cantidad terapéuticamente
eficaz de un agente, en el que el agente disminuye la actividad o expresién de la cinasa regulada por sefial
extracelular (ERK) o proteina cinasa C (PKC). El procedimiento comprende ademés la administraciéon de un agente
que disminuye la actividad o expresién de la fosfolipasa C (PLC) o del inositol trifosfato (IP3). En las realizaciones,
el agente comprende un anticuerpo o fragmento del mismo, un polipéptido, una molécula pequefia, una molécula
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de acido nucleico, o cualquier combinacion, para la preparacion de un medicamento Gtil para el tratamiento de
vasopatias (por ejemplo, VEDS) o trastornos del tejido conectivo.

La presente divulgacién también proporciona procedimientos que comprenden terapia de combinacién. Como se
utiliza en la presente memoria, la "terapia combinada" o "coterapia” incluye la administracién de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agente (por ejemplo, un agente que disminuye la actividad o expresién de ERK,
PKC y/o PLC o IP3), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, con al menos un agente activo adicional,
también denominado en la presente memoria "ingrediente farmacéutico activo" ("API"), como parte de un régimen
de tratamiento destinado a proporcionar un efecto beneficioso de la coaccién del agente (por ejemplo, un agonista,
antagonista o inhibidor) y el agente activo adicional.

De acuerdo con las realizaciones descritas a continuacién, se entiende que "el API adicional" se refiere a al menos
un API adicional administrado en un régimen de terapia de combinacién con un agente (por ejemplo, un agente
que disminuye la actividad o expresién de ERK, PKC y/o PLC o IP3). Ademés, se entiende que en el régimen
puede utilizarse més de uno de los API| adicionales descritos a continuacién. Los términos "terapia combinada” o
"régimen de terapia combinada" no pretenden abarcar la administracién de dos o méas compuestos terapéuticos
como parte de regimenes de monoterapia separados que incidental y arbitrariamente resultan en un efecto
beneficioso que no se pretendia ni se preveia.

Preferentemente, la administracién de una composicién que comprende un agente (por ejemplo, un agente que
disminuye la actividad o expresion de ERK, PKC y/o PLC o IP3) en combinacién con uno o mas API adicionales
como se discute en la presente memoria proporciona una respuesta sinérgica en el sujeto tratado. En este contexto,
el término "sinérgico" se refiere a que la eficacia de la combinacién es mayor que los efectos aditivos de cualquiera
de las terapias por separado.

La presente divulgacién también proporciona procedimientos que comprenden terapia de combinacién para el
tratamiento de vasopatia (por ejemplo, VEDS) o trastornos del tejido conectivo. Como se utiliza en la presente
memoria, la "terapia combinada" o "coterapia” incluye la administracién de un compuesto descrito en la presente
memoria, con al menos un agente adicional, tal como se describe en la presente memoria, como parte de un
régimen de tratamiento especifico destinado a proporcionar el efecto beneficioso de la coaccién de estos
compuestos terapéuticos. El al menos un agente adicional puede ser un agente terapéutico o un agente no
terapéutico. El efecto beneficioso de la combinacién incluye, pero no se limita a, la coaccién farmacocinética o
farmacodinamica resultante de la combinacion de compuestos terapéuticos. El efecto beneficioso de la
combinacién también puede estar relacionado con la mitigacidn de una toxicidad, efecto secundario o
acontecimiento adverso asociado con otro agente de la combinacién. "Terapia combinada" puede ser, pero
generalmente no pretende abarcar la administracion de dos o méas de estos compuestos terapéuticos como parte
de regimenes de monoterapia separados que incidental y arbitrariamente dan lugar a las combinaciones de la
presente divulgacion.

De acuerdo con lo anterior, en determinadas realizaciones, a un sujeto que lo necesita se le administra uno o mas
agentes que inhiben la expresiéon o actividad de la proteina cinasa activada por mitégenos/sefial extracelular
regulada cinasa (MEK), sefial extracelular regulada cinasa (ERK), fosfolipasa C (PLC), inositol trifosfato (IP3) o
proteina cinasa C (pKC), y de ese modo inhiben la actividad de ERK, PLC, IP3 o PKC.

En determinadas realizaciones, a un sujeto que lo necesita se le administra uno o mas agentes que inhiben la
actividad o expresién de una o més moléculas asociadas con la ruta de la proteina cinasa activada por mitégenos
(MAPK), por ejemplo, las proteinas cinasa RAS-RAF/MEK/cinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK).

En el contexto de la terapia de combinacién, la administracién del antagonista puede ser simultdnea o secuencial
a la administracion de uno o més agentes adicionales. En otro aspecto, la administracién de los distintos
componentes de una terapia combinada puede realizarse con frecuencias diferentes. El uno o mas agentes
adicionales pueden administrarse antes de (por ejemplo, 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2
horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4
semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8 semanas 0 12 semanas antes de), concomitantemente con, o posteriormente
a (por ejemplo, 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24
horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8
semanas 0 12 semanas después) de la administracién de un compuesto de la presente divulgacion.

El uno o mas agentes adicionales pueden formularse para coadministracién con un agente de la presente
divulgacidén en una forma de dosificaciéon Unica, como se describe con mayor detalle en la presente memoria. El
uno o mas agentes adicionales pueden administrarse por separado de la forma de dosificacién que comprende el
compuesto de la presente divulgaciéon. Cuando el agente adicional se administra por separado de un compuesto
de la presente divulgaciéon, puede ser por la misma via de administracién que el compuesto de la presente
divulgacién o por una via diferente.

Preferentemente, la administracién de una composicién que comprende un agente de la presente divulgacién en
combinacién con uno 0 més agentes adicionales proporciona una respuesta sinérgica en el sujeto que padece un
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trastorno, enfermedad o afeccién de la presente divulgaciéon. En este contexto, el término "sinérgico" se refiere a
que la eficacia de la combinacién es mayor que los efectos aditivos de cualquiera de las terapias por separado. El
efecto sinérgico de la terapia combinada segun la divulgacién puede permitir el uso de dosificaciones mas bajas
y/o la administracién menos frecuente de al menos un agente de la combinacién en comparacién con su dosis y/o
frecuencia fuera de la combinacién. El efecto sinérgico puede manifestarse en la evitacién o reduccién de los
efectos secundarios adversos o no deseados asociados al uso de cualquiera de las terapias de la combinacién por
si sola.

La "terapia de combinacion" también abarca la administraciéon de los compuestos de la presente divulgacion en
combinacién adicional con terapias no farmacolégicas (por ejemplo, cirugia o radioterapia). Cuando la terapia
combinada comprende ademas un tratamiento no farmacolégico, el tratamiento no farmacolégico puede realizarse
en cualquier momento adecuado siempre que se consiga un efecto beneficioso de la coaccién de la combinacion
de los compuestos terapéuticos y el tratamiento no farmacolégico. Por ejemplo, en los casos apropiados, el efecto
beneficioso se sigue consiguiendo cuando el tratamiento no farmacoldgico se aleja temporalmente de la
administracién de los compuestos terapéuticos, quizas dias o incluso semanas.

En las realizaciones de los procedimientos descritos en la presente memoria, los agentes (por ejemplo, un agente
que disminuye la actividad o expresién de ERK, PKC y/o PLC o IP3), pueden administrarse solos 0 en combinacion
con al menos un agente adicional en un procedimiento para tratar vasopatias (por ejemplo, VEDS) o trastornos del
tejido conectivo. En algunas realizaciones, el agente y al menos un agente adicional se administran en una Unica
forma de dosificacion. En otro aspecto, el agente y el al menos un agente adicional se administran en formas de
dosificacion separadas. En algunas realizaciones, el al menos un agente adicional es un agente terapéutico. En
algunas realizaciones, el agente terapéutico esté indicado para el tratamiento de vasopatias (por ejemplo, vVEDS)
o trastornos del tejido conectivo. En otro aspecto, el agente se administra en combinacién con al menos un agente
adicional que no es para el tratamiento de la vasopatia (por ejemplo, VEDS) o trastornos del tejido conectivo,
por ejemplo, un segundo agente que sirve para mitigar una toxicidad o evento adverso asociado con otro agente
activo que se administra en la terapia de combinacion.

En las realizaciones, el al menos un agente adicional esté dirigido a la terapia dirigida, en la que el tratamiento se
dirige a la vasopatia (por ejemplo, VEDS) o a los trastornos del tejido conectivo, a las proteinas o al entorno tisular
que contribuye a la vasopatia (por ejemplo, VEDS) o a la progresién del trastorno del tejido conectivo.

En algunas realizaciones, se contempla la terapia de combinacién con un antagonista androgénico (por ejemplo,
antiandrégeno). Los antiandrégenos son una clase de farmacos que impiden que andrégenos como la testosterona
y la dihidrotestosterona (DHT) ejerzan sus efectos bioldgicos en el organismo. Actlan bloqueando el receptor de
andrégenos (AR) y/o inhibiendo o suprimiendo la produccién de andrégenos.

En las realizaciones, las combinaciones ejemplares comprenden antagonistas androgénicos mas inhibidores de
PLC, IP3, PKC o ERK.

El término "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad suficiente para tratar, mejorar un sintoma
de, reducir la gravedad de, o reducir la duracién de la enfermedad, trastorno o afeccién, o potenciar o mejorar el
efecto terapéutico de otra terapia, o para prevenir una enfermedad, trastorno o afeccién identificada, o para exhibir
un efecto terapéutico o inhibitorio detectable. El efecto puede detectarse mediante cualquier procedimiento de
ensayo conocido en la técnica. La cantidad eficaz precisa para un sujeto dependeré de su peso corporal, tamafio
y estado de salud; de la naturaleza y extensidn de la afeccidn; y de la terapéutica o combinacién de terapéuticas
seleccionadas para su administracion.

Una cantidad eficaz del agente puede administrarse una vez al dia, de dos a cinco veces al dia, hasta dos veces
o hasta tres veces al dia, o hasta ocho veces al dia. En algunas realizaciones, el agente se administra tres veces
al dia, dos veces al dia, una vez al dia, catorce dias de inicio (cuatro veces al dia, tres veces al dia o dos veces al
dia, o una vez al dia) y 7 dias de descanso en un ciclo de 3 semanas, hasta cinco o siete dias de inicio (cuatro
veces al dia, tres veces al dia o dos veces al dia, o una vez al dia) y 14-16 dias de descanso en un ciclo de 3
semanas, o unavez cada dos dias, o una vez a la semana, o una vez cada 2 semanas, o una vez cada 3 semanas.

Una cantidad eficaz de un agente (por ejemplo, un agente que disminuye la actividad o expresién de ERK, PKC
y/o PLC o IP3) puede oscilar entre aproximadamente 0,001 mg/kg y aproximadamente 1000 mg/kg, entre
aproximadamente 0,01 mg/kg y aproximadamente 100 mg/kg, entre aproximadamente 0,1 mg/kg y
aproximadamente 10 mg/kg; o cualquier intervalo en el que el extremo inferior del intervalo sea cualquier cantidad
comprendida entre 0,001 mg/kg y 900 mg/kg y el extremo superior del intervalo sea cualquier cantidad comprendida
entre 0,1 mg/kg y 1000 mg/kg (por ejemplo, 0.005 mg/kg y 200 mg/kg, 0,5 mg/kg y 20 mg/kg). Las dosis eficaces
también variardn, como reconocen los expertos en la técnica, en funcién de las enfermedades tratadas, la via de
administracién, el uso de excipientes y la posibilidad de utilizacién conjunta con otros tratamientos terapéuticos,
tales como el uso de otros agentes.

En aspectos mas especificos, un agente de la divulgacién (por ejemplo, un agente que disminuye la actividad o
expresion de ERK, PKC y/o PLC o IP3) se administra en un régimen de dosificacién de 30-300 mg/dia (por ejemplo,
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30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275 o 300 mg/dia) durante
al menos 1 semana (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 36, 48 o mas semanas). En determinadas
realizaciones, un compuesto(s) aqui incluido(s) se administra(n) en un régimen de dosificacién de 100-300 mg/dia
durante 4 o 16 semanas. Alternativa o posteriormente, un agente incluido en la presente memoria se administra en
un régimen de dosificacién de 100 mg dos veces al dia durante 8 semanas, u opcionalmente, durante 52 semanas.

Como se utiliza en la presente memoria, un "sujeto que lo necesita" es un sujeto que padece una enfermedad, un
trastorno o una afeccién, o un sujeto que tiene un mayor riesgo de desarrollar una enfermedad, un trastorno o una
afeccién en relacién con la poblacién en general. En un aspecto preferido, el sujeto que lo necesita es un sujeto
que padece vasopatia (por ejemplo, VEDS) o trastornos del tejido conectivo o que tiene un mayor riesgo de
desarrollar vasopatia (por ejemplo, VEDS) o trastornos del tejido conectivo en relacién con la poblacién en general.
El sujeto que lo necesita puede ser uno que "no responda” o sea "refractario" a una terapia actualmente disponible
para la enfermedad o trastorno. En este contexto, los términos "no responde" y "refractario” se refieren a que la
respuesta del sujeto a la terapia no es clinicamente adecuada para aliviar uno o méas sintomas asociados a la
enfermedad o trastorno.

Un "sujeto” incluye un mamifero. EI mamifero puede ser, por ejemplo, cualquier mamifero, como un ser humano,
un primate, un vertebrado, un péjaro, un ratén, una rata, un ave, un perro, un gato, una vaca, un caballo, una cabra,
un camello, una oveja o un cerdo. Preferentemente, el mamifero es un ser humano. Los términos "sujeto" y
"paciente" se utilizan indistintamente en la presente memoria.

La presente divulgacidén proporciona una monoterapia para el tratamiento de una enfermedad, trastorno o afeccién
como se describe en la presente memoria. Como se utiliza en la presente memoria, "monoterapia” se refiere a la
administracién de un Unico compuesto activo o terapéutico a un sujeto que lo necesite. Preferentemente, la
monoterapia implicara la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto activo. Por
ejemplo, la monoterapia con un agente de la divulgacién, puede administrarse en una cantidad terapéuticamente
eficaz a un sujeto que necesite tratamiento. La monoterapia puede contrastarse con la terapia combinada, en la
que se administra una combinacién de multiples compuestos activos, preferentemente con cada componente de
la combinacién presente en una cantidad terapéuticamente eficaz. En un aspecto, la monoterapia con un agente
de la divulgacién es més eficaz que la terapia combinada para inducir un efecto biolégico deseado.

Como se utiliza en la presente memoria, "tratamiento”, "tratar" o "que trata" describe el manejo y cuidado de un
paciente con el propésito de combatir una enfermedad, afeccién o trastorno e incluye la administracién de un
agente de la divulgacién para aliviar los sintomas o complicaciones de una enfermedad, afeccién o trastorno, o
para eliminar la enfermedad, afeccién o trastorno.

Como se utiliza en la presente memoria, "prevencién”, "prevenir" o "que previene" describe la reduccién o
eliminacién de la aparicién de los sintomas o complicaciones de la enfermedad, afeccién o trastorno e incluye la
administracién de un agente de la divulgacién para reducir la apariciéon, desarrollo o recurrencia de los sintomas
de la enfermedad, afeccién o trastorno.

Como se utiliza en la presente memoria, el término "aliviar' se refiere a un procedimiento mediante el cual se
disminuye la gravedad de un signo o sintoma de un trastorno. Es importante destacar que un signo o sintoma
puede aliviarse sin ser eliminado. En una realizacién preferida, la administracién de un agente de la divulgacién
conduce a la eliminacién de un signo o sintoma, sin embargo, la eliminacién no es necesaria. Se espera que las
dosis eficaces disminuyan la gravedad de un signo o sintoma.

Como se utiliza en la presente memoria, el término "sintoma" se define como una indicacién de enfermedad,
dolencia, lesién o de que algo no va bien en el cuerpo. Los sintomas son percibidos o percibidos por la persona
que los experimenta, pero pueden no ser percibidos facilmente por los otros. Otros se definen como profesionales
no sanitarios.

El tratamiento de un trastorno, enfermedad o afeccién segun los procedimientos descritos en la presente memoria
puede dar lugar a una disminucidén de la tasa de progresién de la vasopatia (por ejemplo, VEDS) o de la tasa de
progresidon del del trastorno del tejido conectivo. Preferentemente, después del tratamiento, la tasa de progresién
de la vasopatia (por ejemplo, VEDS) o del trastorno del tejido conectivo se reduce en al menos un 5 % con respecto
al numero anterior al tratamiento; mas preferentemente, la tasa de progresién de vasopatia (por ejemplo, VEDS) o
trastorno del tejido conectivo se reduce en al menos un 10 %; mas preferentemente, se reduce en al menos un 20
%; mas preferentemente, se reduce en al menos un 30 %; més preferentemente, se reduce en al menos un 40 %;
méas preferentemente, se reduce en al menos un 50 %; aln més preferentemente, se reduce en al menos un 50 %;
y lo méas preferentemente, se reduce en al menos un 75 %. La tasa de progresién de la vasopatia (por ejemplo,
VEDS) o de los trastornos del tejido conjuntivo puede medirse por cualquier medio de medicién reproducible.

Como se utiliza en la presente memoria, el término "selectivamente" significa que tiende a ocurrir a una frecuencia
méas alta en una poblacién que en otra poblacion. Las poblaciones comparadas pueden ser poblaciones celulares.
Preferentemente, un agente de la presente divulgacién actia selectivamente sobre una célula hiperproliferante
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pero no sobre una célula normal. Un agente de la presente divulgacién actia selectivamente para modular una
diana molecular pero no modula significativamente otra diana molecular.

Terapia combinada

En las realizaciones, la divulgacién también proporciona procedimientos que comprenden terapia de combinacién
de hidralazina y al menos un agente activo adicional. En algunas realizaciones, el al menos un agente activo
adicional es un agente terapéutico, por ejemplo, un compuesto antiandrégeno tal como la bicalutamida o la
espironolactona.

Como se utiliza en la presente memoria, "Terapia de combinacién" o "coterapia" incluye la administracién de una
cantidad terapéuticamente eficaz de un agente descrito en la presente memoria con al menos un agente activo
adicional, como parte de un régimen de tratamiento especifico destinado a proporcionar un efecto beneficioso de
la coaccién del agente y el agente activo adicional. El efecto beneficioso de la combinacién incluye, pero no se
limita a, la coaccién farmacocinética o farmacodinamica resultante de la combinacién de compuestos
terapéuticamente activos. La "Terapia combinada" no pretende abarcar la administracién de dos 0 mas compuestos
terapéuticos como parte de regimenes monoterapéuticos separados que incidental y arbitrariamente resultan en
un efecto beneficioso que no estaba previsto o intencionado.

Preferentemente, la terapia combinada proporciona una respuesta sinérgica en el sujeto tratado. En este contexto,
el término "sinérgico" se refiere a que la eficacia de la combinacién es mayor que los efectos aditivos de cualquiera
de las terapias por separado. El efecto sinérgico de una terapia combinada segun la divulgacién puede permitir el
uso de dosis mas bajas y/o la administracién menos frecuente de al menos un agente de la combinacién en
comparacién con su dosis y/o frecuencia fuera de la combinacién. Los efectos beneficiosos adicionales de la
combinacién pueden manifestarse en la evitacién o reduccién de los efectos secundarios adversos o no deseados
asociados al uso de cualquiera de las terapias de la combinacién sola (también denominada monoterapia).

La "Terapia de combinacién" también abarca la administracion del agente que inhibe o reduce la actividad biolégica
y/o la expresién de una ruta de sefalizacion (por ejemplo, PLC/IP3/PKC/ERK) de la presente divulgacién en
combinacién adicional con terapias no farmacolégicas (por ejemplo, cirugia o radioterapia). Cuando la terapia
combinada comprende ademas un tratamiento no farmacolégico, el tratamiento no farmacolégico puede realizarse
en cualquier momento adecuado siempre que se consiga un efecto beneficioso de la coaccién de la combinacion
de los compuestos terapéuticos y el tratamiento no farmacolégico. Por ejemplo, en los casos apropiados, el efecto
beneficioso se sigue consiguiendo cuando el tratamiento no farmacoldgico se aleja temporalmente de la
administraciéon de los compuestos terapéuticos, quizas dias o incluso semanas. El tratamiento no farmacolégico
puede seleccionarse entre quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal, terapia antiestrogénica, terapia génica y
cirugia.

En el contexto de los procedimientos descritos en la presente memoria, la cantidad de un agente administrada al
sujeto es una cantidad terapéuticamente eficaz. El término "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una
cantidad suficiente para tratar, mejorar un sintoma de, reducir la gravedad de, o reducir la duracién de la
enfermedad que se esté tratando (por ejemplo, VEDS), o potenciar o mejorar el efecto terapéutico de otra terapia,
o suficiente para exhibir un efecto terapéutico detectable en el sujeto. En una realizacién, la cantidad
terapéuticamente eficaz del agente es la cantidad eficaz para reducir una ruta de sefializacién (por ejemplo,
PLC/IP3/PKC/ERK).

En las realizaciones, la administracién de hidralazina y un agente antiandrégeno segun los procedimientos
descritos en la presente memoria conduce a la eliminacién de un sintoma o complicaciéon de la enfermedad (por
ejemplo, VEDS) que se esté tratando; sin embargo, no se requiere la eliminacién. En una realizacién, la gravedad
del sintoma o complicacidén disminuye.

Composiciones farmacéuticas

En determinadas realizaciones, se emplea una composiciéon farmacéutica que comprende un agente (por ejemplo,
un agente que disminuye la actividad o expresiéon de ERK, PKC y/o PLC o IP3). El agente puede formularse
adecuadamente e introducirse en un sujeto o en el entorno de una célula por cualquier medio reconocido para tal
administracion. Segun la invencidn, se proporciona una composicién farmacéutica para su uso en un procedimiento
de tratamiento del sindrome de Ehlers-Danlos vascular (vEDS), que comprende una cantidad eficaz de un agente,
en la que el agente disminuye la actividad o expresion de la cinasa regulada por sefial extracelular (ERK) o la
proteina cinasa C (PKC) y en la que el agente se selecciona entre ruboxistaurina, enzastaurina, sotrastaurina o
una sal farmacéuticamente aceptable de las mismas.

Una "composicién farmacéutica" es una formulaciéon que contiene los agentes descritos en la presente memoria
en una forma farmacéuticamente aceptable adecuada para su administracién a un sujeto. Como se utiliza en la
presente memoria, la frase "farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellos compuestos, materiales,
composiciones, portadores y/o formas de dosificacién que son, dentro del ambito del buen juicio médico,
adecuados para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad, irritacién,
respuesta alérgica u otro problema o complicacién, proporcional a una proporcién beneficio/riesgo razonable.
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Tales composiciones incluyen por lo general el agente y un portador farmacéuticamente aceptable. Como se utiliza
en la presente memoria, el término "portador farmacéuticamente aceptable" incluye suero salino, disolventes,
medios de dispersién, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardadores
de la absorcién, y similares, compatibles con la administracién farmacéutica. También pueden incorporarse a las
composiciones compuestos activos suplementarios.

Como se utiliza en la presente memoria, el término "sal farmacéuticamente aceptable" es una sal formada, por
ejemplo, a partir de un acido y un grupo basico de un agente descrito en la presente memoria. Las sales ilustrativas
incluyen, pero no se limitan a, sulfato, citrato, acetato, oxalato, cloruro, bromuro, yoduro, nitrato, bisulfato, fosfato,
fosfato é&cido, isonicotinato, lactato, salicilato, citrato é&cido, tartrato, oleato, tanato, pantotenato, bitartrato,
ascorbato, succinato, maleato, besilato, gentisinato, fumarato, gluconato, glucaronato, sacarato, formiato,
benzoato, glutamato, metanosulfonato, etanosulfonato, bencenosulfonato, p-toluenosulfonato y pamoato (por
ejemplo, 1,1"-metilen-bis-(2-hidroxi-3-naftoato)).

Una composicion farmacéutica se formula para que sea compatible con su via de administracién prevista. Ejemplos
de vias de administracién incluyen la parenteral, por ejemplo, intravenosa, intradérmica, subcuténea, oral (por
ejemplo, inhalacién), transdérmica (tépica), transmucosa y rectal. Las soluciones o suspensiones utilizadas para
aplicacion parenteral, intradérmica o subcutédnea pueden incluir los siguientes componentes: un diluyente estéril
tal como agua para inyeccidn, solucién salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros
disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o metilparabenos; antioxidantes tales
como Acido ascérbico o bisulfito sédico; agentes quelantes tales como acido etilendiaminotetraacético; tampones
tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de la tonicidad tales como cloruro sédico o
dextrosa. El pH puede ajustarse con acidos o bases, como el 4cido clorhidrico o el hidréxido de sodio. El preparado
parenteral puede presentarse en ampollas, jeringas desechables o viales de dosis multiples de vidrio o plastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (cuando
son solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacién extemporanea de soluciones o
dispersiones inyectables estériles. Para la administracién intravenosa, los portadores adecuados incluyen solucién
salina fisiologica, agua bacteriostatica, Cremophor. EL™ (BASF, Parsippany, N.J.) o solucién salina tamponada con
fosfato (PBS). En todos los casos, la composicion debe ser estéril y fluida hasta el punto de que se pueda emplear
una jeringa facilmente. Debe ser estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y conservarse contra
la accién contaminante de microorganismos como bacterias y hongos. El portador puede ser un disolvente o medio
de dispersién que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol
liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo,
mediante el uso de un recubrimiento tal como la lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula
requerido en el caso de la dispersién y mediante el uso de tensioactivos. La prevencién de la accién de los
microorganismos puede lograrse mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo,
parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascérbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir en
la composicién agentes isotdnicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, cloruro
sédico. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede conseguirse incluyendo en la
composicién un agente que retrase la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida
en un disolvente seleccionado con uno o una combinacién de los ingredientes enumerados anteriormente, segun
sea necesario, seguido de esterilizacion filtrada. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el
compuesto activo a un vehiculo estéril, que contiene un medio de dispersién bésico y los demas ingredientes
necesarios de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparaciéon de soluciones
inyectables estériles, los procedimientos preferidos de preparacién son el secado al vacio y la liofilizacién, que
producen un polvo del ingrediente activo més cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una solucién
previamente filtrada estérilmente.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un portador comestible. Para fines de
administracién terapéutica oral, el compuesto activo puede incorporarse con excipientes y utilizarse en forma de
comprimidos, pastillas o cépsulas, por ejemplo, capsulas de gelatina. Las composiciones orales también pueden
prepararse utilizando un portador fluido para su uso como enjuague bucal. Pueden incluirse como parte de la
composicién agentes aglutinantes farmacéuticamente compatibles y/o materiales adyuvantes. Los comprimidos,
pildoras, capsulas, pastillas y similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o compuestos
de naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, tal goma tragacanto o gelatina; un excipiente
tal como almiddn o lactosa, un agente desintegrador tal como é&cido alginico, Primogel o almidén de maiz; un
lubricante tal como estearato de magnesio o Sterotes; un deslizante tal como diéxido de silicio coloidal; un agente
edulcorante tal como sacarosa o sacarina; o un agente aromatizante tal como menta, salicilato de metilo o aroma
de naranja.

Las composiciones de la divulgacién también podrian formularse como formulaciones de nanoparticulas. Los
compuestos de la divulgacién pueden administrarse para aplicaciones de liberacién inmediata, liberacion
retardada, liberacion modificada, liberacion sostenida, liberacién pulsatil y/o liberacion controlada. Las
composiciones farmacéuticas para su uso segun la invencion pueden contener desde 0,01 a 99 % en peso - por
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volumen del material activo. Para la administraciéon por inhalacién, los compuestos se suministran en forma de
aerosol a partir de un recipiente a presiéon o dispensador que contiene un propelente adecuado, por ejemplo, un
gas tal como el diéxido de carbono, o un nebulizador. Tales procedimientos incluyen los descritos en U.S. Pat. No.
6,468,798.

La administracién sistémica también puede ser por via transmucosa o transdérmica. Para la administracién
transmucosa o transdérmica, se utilizan en la formulacién penetrantes adecuados a la barrera que se desea
permeabilizar. Tales penetrantes son generalmente conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para la
administracién transmucosa, detergentes, sales biliares y derivados del acido fusidico. La administracion
transmucosa puede realizarse mediante el uso de aerosoles nasales o supositorios. Para la administracién
transdérmica, los compuestos activos se formulan en pomadas, ungientos, geles o cremas como se conoce
generalmente en la técnica. Los compuestos también pueden prepararse en forma de supositorios (por ejemplo,
con bases convencionales para supositorios, tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de
retencién para administracién rectal.

En una realizacién, los compuestos activos se preparan con portadores que protegeran el compuesto contra la
eliminacién rapida del cuerpo, tal como una formulacién de liberacidén controlada, incluyendo implantes y sistemas
de entrega microencapsulados. Pueden utilizarse polimeros biodegradables y biocompatibles, tales como el
etilvinilacetato, los polianhidridos, el 4cido poliglicdlico, el colageno, los poliortoésteres y el &cido polilactico. Tales
formulaciones pueden prepararse utilizando técnicas estédndar. Los materiales también pueden obtenerse
comercialmente de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. Las suspensiones liposomales (incluidos los
liposomas dirigidos a células infectadas con anticuerpos monoclonales contra antigenos viricos) también pueden
utilizarse como portadores farmacéuticamente aceptables. Estos pueden prepararse segin procedimientos
conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, como se describe en la Patente de los Estados Unidos No.
4,522,811.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de dichos compuestos pueden determinarse mediante procedimientos
farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales de experimentacion, por ejemplo, para determinar la LD50
(la dosis letal para el 50 % de la poblacién) y la EDsg (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50 % de la poblacién).
La relacidén de dosis entre los efectos téxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la
proporcidn LDso/EDso. Se prefieren los compuestos que presentan altos indices terapéuticos. Si bien pueden
utilizarse compuestos que presenten efectos secundarios toxicos, debe procurarse disefiar un sistema de
administraciéon que dirija tales compuestos al lugar del tejido afectado, a fin de minimizar el dafio potencial a las
células no infectadas y, de este modo, reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos de los ensayos en cultivos celulares y de los estudios en animales pueden utilizarse en la
formulacién de una gama de dosificaciones para su uso en seres humanos. La dosificacién de tales compuestos
se encuentra preferentemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la EDsy con poca
o ningunatoxicidad. La dosis puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma farmacéutica empleada
y de la via de administracién utilizada. Para un compuesto utilizado en un procedimiento de la divulgacién, la dosis
terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Puede formularse una
dosis en modelos animales para lograr un intervalo de concentracion plasmatica circulante que incluya la ICsp (es
decir, la concentracién del compuesto de ensayo que logra una inhibicibn semimaxima de los sintomas)
determinada en cultivo celular. Tal informacién puede utilizarse para determinar con mayor precision las dosis Utiles
en humanos. Los niveles en plasma pueden medirse, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alta
resolucion.

Como se define en la presente memoria, una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente (es decir, una dosis
eficaz) depende del agente seleccionado. Por ejemplo, pueden administrarse cantidades de dosis Unica de un
agente en el intervalo de aproximadamente 1 pg a 1000 mg; en algunas realizaciones, pueden administrarse 10,
30, 100 o 1000 pg, o 10, 30, 100 o 1000 ng, o 10, 30, 100 o 1000 pg, o 10, 30, 100 o 1000 mg. En algunas
realizaciones, pueden administrarse de 1 a 5 g de las composiciones.

Una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de la presente divulgacién puede determinarse por
procedimientos conocidos en la técnica. Ademéas de depender del agente y de la formulacién
seleccionada/farmacéutica utilizada, las cantidades terapéuticamente eficaces de una composicién farmacéutica
para su uso segln la invencién dependeran de la edad y del estado fisiolégico general del paciente y de la via de
administraciéon. En determinadas realizaciones, las dosis terapéuticas serdn generalmente de aproximadamente
10 y 2000 mg/dia y preferentemente de aproximadamente 30 y 1500 mg/dia. Pueden utilizarse otros intervalos,
incluyendo, por ejemplo, 50-500 mg/dia, 50-300 mg/dia, 100-200 mg/dia.

La administracién puede ser una vez al dia, dos veces al dia 0 mas a menudo, y puede disminuirse durante una
fase de mantenimiento de la enfermedad o trastorno, por ejemplo, una vez cada segundo o tercer dia en lugar de
cada dia o dos veces al dia. La dosis y la frecuencia de administracion dependeran de los signos clinicos, que
confirman el mantenimiento de la fase de remisién, con la reduccién o ausencia de al menos uno o mas
preferentemente més de un signo clinico de la fase aguda conocida para el experto en la técnica. El experto
apreciara que determinados factores pueden influir en la dosis y el tiempo necesarios para tratar eficazmente a un
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sujeto, incluyendo, pero no limitandose a, la gravedad de la enfermedad o trastorno, los tratamientos previos, la
salud general y/o la edad del sujeto, y otras enfermedades presentes. Ademés, el tratamiento de un sujeto con una
cantidad terapéuticamente eficaz de un agente puede incluir un Unico tratamiento u, opcionalmente, puede incluir
una serie de tratamientos.

Puede apreciarse que el procedimiento de introducciéon de un agente en el entorno de una célula dependera del
tipo de célula y de la composicién de su entorno. Deben introducirse cantidades adecuadas de un agente y estas
cantidades pueden determinarse empiricamente utilizando procedimientos estdndar. Las concentraciones eficaces
ejemplares de un agente individual en el entorno de una célula pueden ser de 500 milimolar o menos, 50 milimolar
0 menos, 10 milimolar o menos, 1 milimolar o menos, 500 nanomolar o menos, 50 nanomolar o menos, 10
nanomolar o menos, o incluso composiciones en las que pueden utilizarse concentraciones de 1 nanomolar o
menos.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluirse en un kit, contenedor, envase o dispensador junto con las
instrucciones de administracion.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se presentan para proporcionar a los expertos en la técnica una divulgacion y descripcidn
completas de cémo fabricar y utilizar la composicién farmacéutica segln la invencion, y no pretenden limitar el
alcance de lo que los inventores consideran su invencién.

Ejemplo 1: Generacidn de ratones con insercién génica de sustitucion de glicina vEDS.

Se crearon nuevos ratones VEDS con insercion génica de sustitucién de glicina (Col3a? G209S/+
y Col3a1 G938D/+) utilizando CRISPR/Cas9. El modelo de ratén recapitulaba los fenotipos vasculares humanos,
y se descubri6é una base molecular para el fallo final de la pared vascular, mediante la explotacién de los efectos
ambientales sobre el fenotipo de la enfermedad.

Para introducir cada mutacién, se disefiaron 3 ARN guia (tractrARN + crARN) dirigidos a las regiones de ADN que
flanquean el sitio de mutacién previsto. También se disefié una plantilla de reparacién de ADN oligo (ADNmc oligo)
que incluia secuencias homdlogas corriente arriba y corriente abajo de la regién diana, asi como la mutacién
prevista. La inyeccién pronuclear de embriones unicelulares C57BL/6J fue realizada por el Nucleo Transgénico de
la JHU utilizando técnicas estandar de microinyeccién con una mezcla de proteina Cas9, tracrRNA, crRNA y
ADNmc oligo diluidos en tampén de inyeccién sin ARNasa. Los embriones inyectados se transfirieron a los
oviductos de hembras ICR pseudoprefiadas mediante técnicas establecidas. Se utilizé la secuenciacién Sanger
del sitio para confirmar la introduccién de la mutacién, y los ratones se retrocruzaron durante al menos 4
generaciones para eliminar los efectos fuera del objetivo. Para el ratén G209S, la mutacién introducida fue
€.625_626GG>TC, correspondiente a p.Gly210Ser en humanos. Para el ratén G938D, la mutacién introducida fue
€.2813G>A, correspondiente a p.Gly939Ser en humanos. EIARNm Col3a1 humano de tipo salvaje No de acceso
NCBI: NM_000090.3; el ratén de tipo salvaje Col3a1 ARNm No de acceso NCBIl: NM_009930.2.

Ejemplo 2: Los modelos de ratén Co/3a1 G209S/+ y Col3a71 G938D/+ recapitularon los fenotipos vEDS.

Tanto los modelos de ratén Col3a1 G209S/+ como Col3a1 G938D/+ recapitularon los fenotipos VEDS. Los ratones
con VEDS mueren subitamente por rotura aértica, diseccién adrtica o rotura de 6rganos, presentando con mayor
frecuencia hemotérax o hemoperitoneo en la necropsia. Los ratones con la mutacién Col3a1 G938D/+ presentan
un fenotipo mas grave (mediana de supervivencia = 45 dias frente a 400 dias para el modelo Co/3a1 G209S/+,
p<0,0001, Figura 1A - 1C). La figura 1A es un grafico que demuestra que el modelo de ratén G209S/+ recapituld
los fenotipos VEDS, y la mediana de supervivencia fue de 400 dias, p<0,0001. En la figura 1B, se muestra la
supervivencia del modelo de ratéon G938D/+, y recapituld el VEDS, y la mediana de supervivencia fue de 45 dias,
p<0,0001.

En ninguno de los dos modelos de ratén se observé evidencia de aneurisma de la raiz aértica mediante
ecocardiografia.

Ejemplo 3: Las anomalias de sefializaciéon fueron mediadoras de la patologia de la enfermedad en el vEDS.

Se planteé la hipdtesis de que las anomalias de sefializacién podrian ser los principales mediadores de la patologia
de la enfermedad en el VEDS. Para probar esta hipétesis, se realizd6 RNA-seq en las aortas toracicas descendentes
proximales de tres ratones Col3a1 G209S/+, tres ratones Col3a1 G938D/+ y tres ratones Col3a1 +/+ (tipo salvaje),
dado que la aorta descendente proximal es la localizacién mas comun de la diseccién aértica en este modelo. Se
realiz6 una agrupacién jerérquica no supervisada utilizando los genes mas expresados diferencialmente (FDR
<0,10). Las muestras de VEDS se agruparon por separado de los controles (Figura 1D), lo que indica diferencias
significativas en el transcriptoma de las aortas de VEDS.

El anélisis de redes indicd que las aortas VEDS mostraban firmas de expresién génica para elevaciones en la
actividad de la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK) [P38, JNK, AKT, ERK, ERK1/2] (Figura 1E).
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Por otra parte, el anélisis corriente arriba predijo que las diferencias transcripcionales en las aortas VEDS eran
impulsadas por la activacion del receptor acoplado a proteina G (GPCR), que sefiala a través del eje
PLC/IP3/PKC/ERK relacionado (Figura 1F).

La firma de elevaciones en la seflalizacién GPCR y MAPK se confirmbé mediante inmunotransferencia para
marcadores de sefializacion activa a través de esta ruta, y se encontré que la fosforilacién ERK1/2 y la fosforilacién
PKC eran significativamente mayores en las aortas vEDS (Figura 1G).

En contraste con el sindrome de Marfan (MFS) o el sindrome de Loeys-Dietz (LDS), el perfil de expresidén de la
aorta VEDS no muestra un repertorio sintético tipico de alta sefializacién TGFp, sin embargo, se observé evidencia
de aumento de la activacién ERK (similar a MFS y LDS). Un pequefio estudio en humanos sugirié que el
betabloqueante celiprolol tiene el potencial de retrasar los acontecimientos adversos en pacientes con VEDS,
mientras que los bloqueadores de los receptores de angiotensina, tales como el losartan, ofrecen una proteccién
espectacular en modelos de ratén de MFS o vEDS.

Por otra parte, no hay pruebas de proteccion frente a la disecciéon o la muerte en los ratones con VEDS tratados
con losartan, mientras que el celiprolol se asocia con una aceleracion significativa de la diseccién y la muerte en
ambos modelos de VEDS; ambos farmacos lograron la disminucién prevista del estrés hemodinamico. Aunque los
primeros datos muestran que la hidralazina, que inhibe el eje PLC/IP3/PKC/ERK, ofrece cierta proteccién en
ratones con VEDS, estos datos ponen de relieve la necesidad de procedimientos basados en descubrimientos para
revelar estrategias terapéuticas imprevistas.

Las mutaciones VEDS se introdujeron en fondos puros 129 y BL6 para evaluar la modulacién de la severidad
fenotipica. Ambas mutaciones estan asociadas a la muerte prematura por disecciéon aértica en el fondo BL6E. De
forma bastante notable, el fondo 129 condujo a una proteccién completa frente a la diseccién para ambos genotipos
VEDS, con una esperanza de vida totalmente normal. El rescate se asocia con la normalizacién de los perfiles de
expresién génica de la pared aértica. Estos datos justifican e incentivan la realizaciéon de estudios genéticos para
identificar la fuente y el mecanismo de modificaciéon en ratones VEDS, con la esperanza y la intencién de imitar las
estrategias de éxito de la naturaleza mediante agentes farmacolégicos.

Ejemplo 4:_La inhibicién farmacolégica del eje PLC/IP3/PKC/ERK disminuyé el riesgo de rotura adrtica en
ratones vEDS.

Dado que se ha demostrado que la activacién del eje PLC/IP3/PKC/ERK es patogénica en el MFS7, se planteé la
hipbtesis de que la inhibicion farmacoldgica de este eje disminuiria el riesgo de rotura aértica en ratones vEDS.

El antagonista farmacolégico de ERK aumenté la supervivencia

Se probaron antagonistas farmacolégicos de ERK para apoyar el papel de la activacién de ERK en la patogénesis
de VEDS y como un procedimiento para identificar estrategias terapéuticas para VEDS. Los ratones fueron tratados
con cobimetinib [GDC-0973, RO5514041] (2 mg/kg/dia), un inhibidor de MEK, la cinasa que activa ERK?, aprobado
por la FDA. Se planteé la hipétesis de que si la activacién de ERK era realmente la causa del riesgo de enfermedad,
la inhibicidn de ERK rescataria el riesgo de muerte por diseccién adrtica.

De acuerdo con esta hipétesis, se observd una supervivencia del 94 % después de 45 dias de tratamiento, en
comparacién con sélo el 55 % de supervivencia sin tratamiento (Figura 2A).

La inhibicién farmacoldgica de la PKC aument6 la supervivencia

A continuacién, se realizaron estudios adicionales para probar agentes que inhiben la activaciéon de la PKC. Los
ratones fueron tratados con ruboxistaurina [LY 333531] (10 mg/kg/dia), un agente farmacolégico bien tolerado
administrado por via oral que inhibe especificamente la PKC beta®. Se planted la hipétesis de que si la activacion
de ERK, y de este modo el riesgo de enfermedad, se debia a la activacién de PLC/IP3/PKC, un inhibidor
farmacolégico de PKC también reduciria el riesgo de muerte por diseccién aértica.

De acuerdo con esta hipétesis, se observé un 100 % de supervivencia tras 39 dias de tratamiento, en comparacién
con sélo un 55 % de supervivencia sin tratamiento (Figura 2B).

Los agentes que inhiben la cascada de sefializacién PLC/IP3/PKC/ERK aumentaron la supervivencia

Se realizaron estudios adicionales para probar otros medicamentos que inhiben esta cascada de sefializacién. Los
ratones fueron tratados mediante la administracién de hidralazina (32 mg/kg/dia), que bloquea el eje
PLC/IP3/PKC/ERK, con la hipétesis de que esta medicaciéon se dirigiria a la misma ruta y, de este modo,
proporcionaria una proteccién similar’®. Se observé una notable proteccion, un 98 % de supervivencia a los 45
dias de edad, la mediana de supervivencia de un ratén vEDS no tratado (Figura 2C).

Si bien la supervivencia se vio afectada en la pubertad, este riesgo se observé casi exclusivamente en ratones
macho y, por lo tanto, el tratamiento con un antagonista de andrégenos puede ser beneficioso para estos ratones.
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Por otra parte, la dosis de hidralazina puede ser insuficiente para inhibir completamente esta ruta en este modelo
de ratén, y una dosis mayor de hidralazina puede resultar beneficiosa.

Los ratones son tratados con una terapia combinada de hidralazina y un antagonista androgénico.
Por otra parte, los ratones son tratados con dosis mas altas de hidralazina.

Estos resultados sugieren que la inhibicion de la sefializacién PLC/IP3/PKC/ERK excesiva en la aorta rescata el
riesgo de muerte por diseccién aértica en el modelo de ratén de VEDS.

Ejemplo 5: La sefalizaciéon ERK inducida por la oxitocina activé el eje PLC/IP3/OKC/ERK y empeord el
riesgo de diseccion adrtica

Los pacientes con sindrome de Ehlers Danlos vascular (vEDS) experimentan diseccién de arterias medianas a
grandes. Muchas caracteristicas del vEDS son claramente diferentes de otras vasculopatias hereditarias, tales
como el sindrome de Marfan (MFS) y el sindrome de Loeys-Dietz (LDS), que se han asociado a una actividad
excesiva del TGFB. Entre ellas se incluyen la ausencia de predisposicién particular a la afectacién de la raiz adrtica
y la diseccién sin dilatacion previa del vaso. La rotura vascular en pacientes con vEDS es dificil de prever o prevenir.
Concretamente, la prefiez aumenta el riesgo de diseccidn, con complicaciones en més del 50 % de los embarazos
y muerte en aproximadamente el 12-25 % de los embarazos. La aparicién predominante de diseccién vascular
posparto no es coherente con un mecanismo que invoque singularmente el estrés hemodinamico. En su lugar, se
planteé la hipétesis de que la oxitocina, una hormona que inicia la contraccién uterina y se mantiene después del
parto durante la lactancia, puede contribuir al riesgo asociado al embarazo. La expresién del receptor de oxitocina
se induce en la aorta durante la prefiez y la hormona estimula los tejidos periféricos a través de la activacién de
ERK, una cascada de sefializacién previamente implicada en la patogénesis del MFS y el LDS.

Anteriormente, se demostré que la diseccién adrtica asociada al embarazo es impulsada en gran medida por la
liberacion de oxitocina asociada a la lactancia y la sefializacién ERK inducida por oxitocina en aortas' de ratones
MFS. Por tanto, la sefializacién ERK inducida por oxitocina se utilizé como procedimiento para comprobar si la
activacion del eje PLC/IP3/PKC/ERK empeoraria el riesgo de diseccién adrtica.

En el modelo de ratén VEDS, se identificé que la prefiez y la lactancia estaban asociados con un 60 % de letalidad
debido a la diseccién arterial en los primeros 30 dias postparto en ratones vEDS (Figura 3A). Asimismo, la
prevencién de la lactancia mediante la retirada de la cria tras el nacimiento pudo evitar la diseccién y la muerte en
los ratones VEDS (100 % de supervivencia, figura 3B). Ademas, se consiguié una supervivencia casi completa
(95 %) con el tratamiento con hidralazina (16 mg/kg/dia), que bloquea el eje PLC/IP3/PKC/ERK activado por la
oxitocina (Figura 3C). Se observd una proteccién similar (supervivencia del 95 %) con el tratamiento con trametinib
[GSK-1120212] (1 mg/kg/dia), un inhibidor de MEK, la cinasa que activa ERK, aprobado por la FDA (Figura 3D).

Este aumento del riesgo de muerte se correlacioné con un aumento de la activacién de ERK, mientras que la
proteccién frente a la diseccién adrtica se correlaciond con una disminucién de la activacién de ERK, medida por
inmunotransferencia y por la expresién de genes diana de ERK (Figura 3E y Figura 3F). Estos datos apoyan
ademas que el aumento de la activaciéon de la ruta de sefializacién PLC/IP3/PKC/ERK conduce a un riesgo
significativamente elevado de muerte por diseccién aértica en el modelo de ratén de VEDS y, ademas, la inhibicidén
de la ruta de sefializacion PLC/IP3/PKC/ERK mejora este riesgo.

Ejemplo 6: composiciones y métodos para el tratamiento del sindrome de Ehlers Danlos vascular y
trastornos asociados

El uso tanto de antagonistas farmacolégicos MEK/ERK como de antagonistas PKC rescata el riesgo de muerte por
diseccion adrtica, demostrando que la activacién ERK dependiente de PKC es un componente critico de la
enfermedad adrtica en VEDS y que dirigirse a esta ruta de sefializacién es beneficioso para reducir la enfermedad
adrtica en modelos de ratén vEDS.

Aqui se demuestra que la inhibicién farmacolégica de PKCp utilizando un segundo inhibidor especifico de PKCp,
enzastaurina (60 mg/kg/d), también rescaté el riesgo de muerte por diseccién aértica, con un 80 % de ratones
VEDS tratados con enzastaurina que sobrevivieron después de 40 dias de tratamiento en comparacidén con sélo el
50 % de ratones VEDS no tratados (p=0,0305, Figura 16A). Esto proporciona mas pruebas de que la fosforilacién
de PKCP es un componente critico de la enfermedad aértica en ratones vVEDS.

Dado que en la presente memoria se identific6 que la activacién de la ruta de sefializacion PLC/IP3/PKC/ERK es
patogénica en VEDS, se examiné la identidad del receptor que podria estar activando esta ruta de sefializacién
anormal. Los GPCR (Gq) envian sefiales a través de esta ruta: los receptores Gq habituales en la aorta son el
receptor de angiotensina I, el receptor de trombina, el receptor de endotelina-1, el receptor de vasopresina 1, el
receptor de esfingosina-1-fosfato, el receptor adrenérgico alfa-1 y el receptor de serotonina. Sin embargo, también
hay GPCR huérfanos, como el GPRS56, que ha demostrado interactuar con el colageno 33,4, que también se
expresan en la aorta.
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Sin querer estar limitado por la teoria, se planted la hipétesis de que si se inhibe el receptor que estd anormalmente
activado, se podria identificar exactamente cémo se esta activando la ruta de sefializacién. Ademas, los ratones
fueron tratados con bosentdn (100 mg/kg/d), un antagonista inespecifico de los receptores de endotelina
biodisponible por via oral. El tratamiento con bosentan condujo a una supervivencia del 80 % tras 40 dias de
tratamiento, frente a una supervivencia de sélo el 50 % en los ratones VEDS no tratados (p=0,0298, Figura
16B). Esto sugiere que la sefializacién del receptor de endotelina contribuye a la patogénesis del vVEDS.

El uso tanto de antagonistas farmacolégicos MEK/ERK como de antagonistas PKC rescata el riesgo de muerte por
diseccion adrtica, demostrando que la activacién ERK dependiente de PKC es un componente critico de la
enfermedad adrtica en VEDS y que dirigirse a esta ruta de sefializacién es beneficioso para reducir la enfermedad
adrtica en modelos de ratén VEDS. A continuacién se traté de identificar pruebas de que esta ruta de sefializacion
esta elevada en muestras de tejido vascular de pacientes humanos con VEDS. Tanto la fosforilacion de
PKC (Figura 17) como la de ERK1/2 (Figura 18) se identificaron en dos muestras de tejido (arteria iliaca y aorta
toracica descendente) de pacientes con VEDS. Ninguna de estas proteinas fosforiladas se observé en una muestra
de tejido tomada de la aorta ascendente de una persona sin VEDS.

Conclusiones

En conjunto, los resultados proporcionan la primera evidencia de una anomalia de sefializacién abordable que
contribuye a la patogénesis del VEDS. Estos datos apoyan la hipétesis de que el aumento de la sefializacion
PLC/IP3/PKC est4 impulsando el aumento de la activacién MAPK/ERK, lo que a su vez aumenta el riesgo de
muerte por diseccién aértica en modelos de ratéon vEDS.

Se demostré que la inhibicidn de la activacién de ERK a través de la inhibicién farmacoldgica de MEK, el activador
de ERK, o la inhibicién farmacolégica de PKC, o la inhibicién farmacoldgica del eje PLC/IP3/PKC/ERK es suficiente
para rescatar la muerte por diseccién aoértica. Los agentes que inhiben esta ruta proporcionaran beneficios
terapéuticos para el sindrome de Ehlers Danlos vascular y potencialmente para otros trastornos del tejido
conectivo.

Por otra parte, el activador PLC/IP3/PKC/ERK podria mostrar una regulacién al alza coordinada en aortas vEDS,
lo que se comprueba mediante analisis de candidatos que surgen de los perfiles RNA-Seq.
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Ejemplo 7: Los andrégenos desempeiiaron un papel significativo en el riesgo de diseccion adrticay en la
terapia combinado con hidralazina.

La inhibiciéon farmacolégica de PKCB impidié la autofosforilacion de PKC asi como la fosforilacién de ERK en la
pared adrtica (Figura 4A-4C), como se evalué por inmunotransferencia de lisados adrticos. La inhibicién
farmacolégica de MEK se correlacioné con la esperada reduccién de la fosforilacién de ERK, el sustrato corriente
abajo de MEK, pero curiosamente también redujo la fosforilacion de PKC, lo que sugiere la presencia de un bucle
de retroalimentacién positiva (Figura 1, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Ni el cobimetinib ni la ruboxistaurina
tuvieron efecto sobre la presién arterial.

Terapia combinada de hidralazina y bicalutamida para el tratamiento del vEDS

El tratamiento de los ratones con hidralazina (32 mg/kg/dia), que bloquea el eje PLC/IP3/PKC/ERK, proporciona
una proteccién notable: 98 % de supervivencia a los 45 dias de edad, la mediana de supervivencia para un ratén
vEDS no tratado. Aunque la supervivencia se vio afectada en la pubertad, este riesgo se observé casi
exclusivamente en ratones macho (Figura 2Ay 2B), por lo que se planteé la hipétesis de que el tratamiento con un
antagonista de los andrdégenos podria ser beneficioso para estos ratones. De hecho, la combinacién de hidralazina
(32 mg/kg/dia) con bicalutamida (50 mg/kg/dia) condujo a una supervivencia del 90 % en ratones macho, frente a
una supervivencia de sélo el 24 % en ratones macho tratados Unicamente con hidralazina (Figura 6).

Curiosamente, si se retiraba la bicalutamida después de la pubertad (a los 90 dias de vida), los ratones macho
seguian sobreviviendo al mismo ritmo mientras seguian recibiendo hidralazina (Figura 6), lo que sugiere que habia
una dependencia temporal de la sensibilidad a los andrégenos en este modelo de ratén. Informativamente, los
ratones macho tratados Unicamente con bicalutamida dieron lugar a una supervivencia intermedia del ~80 % y los
machos no siguieron sobreviviendo tras la retirada de la bicalutamida después de la pubertad (Figura 7), lo que
sugiere que la inhibicién de la sefializacién androgénica por si sola no fue suficiente para prevenir la enfermedad
adrtica en los modelos de ratén de VEDS.

Terapia combinada de hidralazina y espironolactona para el tratamiento del vEDS

Estas nuevas observaciones y la comprensién de que los andrégenos desempefian un papel importante en el
riesgo de diseccidn adrtica en nuestros modelos de ratéon VEDS llevaron a probar otro medicamento aprobado por
la FDA en combinacién con hidralazina. La espironolactona es un medicamento diurético aprobado por la FDA que
tiene como efecto secundario el antagonismo directo de los andrégenos. La espironolactona se utiliza fuera de
etiqueta para tratar especificamente el acné, el hirsutismo y otros trastornos andrégeno-dependientes’. Se plante6
la hipétesis de que la espironolactona también podria utilizarse como antagonista androgénico directo en este
trastorno.

Los ratones fueron tratados con espironolactona sola (100 mg/kg/d) (Figura 8A) y se observé una supervivencia
intermedia de ~80 %, similar a la bicalutamida sola. Sin embargo, la combinacién de espironolactona (100
mg/kg/dia) e hidralazina (32 mg/kg/dia) condujo a una supervivencia del 100 % tras 50 dias de tratamiento, similar
a la combinacién de hidralazina y bicalutamida (Figura 8B).

Terapia combinada de hidralazina y ruboxistaurina para el tratamiento de \VEDS

En algunos ejemplos, se contempla la terapia combinada que comprende la administracién de hidralazina y
ruboxistaurina. La ruboxistaurina es un inhibidor de la proteina cinasa C-beta (PKC-B) y un compuesto macrociclico
de bisindolilmaleimida que Eli Lilly esta desarrollando con potencial terapéutico para el edema macular diabético y
otras angiopatias diabéticas, como la retinopatia diabética, la neuropatia periférica diabética y la nefropatia
diabética. La nomenclatura adicional de la ruboxistaurina incluye Arxxant (marca comercial propuesta), IUPAC:
(9S)-9{(dimetilamino)metil]-6,7,10,11-tetrahidro-9H,18H-5,21:12,17-di(meteno)dibenzo[e k]pirrolo[3,4 -
h][1,4,13]oxadiazaciclohexadecina-18,20-diona, y Numero CAS: 169939-94-0

A continuacién se presenta la estructura de la ruboxistaurina:
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En ejemplos, se contempla la terapia combinada que comprende la administracién de hidralazina y enzastaurina.
La enzastaurina es una bisindolilmaleimida sintética con potencial actividad antineoplasica. Al unirse al sitio de
unién al ATP, la enzastaurina inhibe selectivamente la proteina cinasa C beta (PKC-), una enzima implicada en la
induccién de la neoangiogénesis estimulada por el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Este agente
puede disminuir el riego sanguineo del tumor, impidiendo su crecimiento. La nomenclatura adicional de la
enzastaurina incluye: LY-317615, IUPAC 3-(1-metilindol-3-il)-4-[1-[1-(piridin-2-ilmetil)piperidin-4-illindol-3-il]pirrol-
2,5-diona, y Namero CAS: 170364-57

A continuacién se presenta la estructura de la enzastaurina:

Terapia combinada de hidralazina y sotrastaurina para el tratamiento del vEDS

En algunos ejemplos, se contempla la terapia combinada que comprende la administracién de hidralazina y
sotrastuarina. La sotrastaurina (EABO71) es un inmunosupresor en fase de investigaciéon que bloquea la activacion
de los linfocitos T mediante la inhibicién de la proteina cinasa C.

A continuacién se presenta la estructura de la sotrastaurina:

Terapia combinada de hidralazina y antiandrégenos para el tratamiento del vEDS

Se prueban combinaciones adicionales de hidralazina y diferentes antiandrégenos. Por ejemplo, se contemplan la
hidralazina y los antagonistas de los receptores androgénicos, incluidos los antiandrégenos esteroideos (acetato
de ciproterona, acetato de megestrol, acetato de clormadinona, oxendolona y acetato de osaterona). Ademas, se
contempla la hidralazina en combinacién con antiandrégenos no esteroideos como flutamida, nilutamida,
topilutamida, enzalutamida, drospirenona o medrogestona).

En otros ejemplos, se contempla una terapia combinada que comprende hidralazina e inhibidores de la sintesis de
andrégenos o antigonadotropinas. Los inhibidores de la sintesis de andrégenos ejemplares incluyen ketoconazol,
acetato de abiraterona, seviteronel, aminoglutetimida, finasterida, dutasterida, epristerida y alfatradiol. Algunos
ejemplos de antigonadotropinas son la leuprorelina y el cetrorelix. Otros antiandrégenos contemplados son el
etinilestradiol y el dietilestilbestrol.

Aumento de la dosis de hidralazina

Ademas, la dosis de hidralazina puede ser insuficiente para inhibir completamente esta ruta en este modelo de
ratén, y que una dosis més alta de hidralazina puede resultar beneficiosa. Asi, estos ratones fueron tratados con
dosis més altas de hidralazina, y se comprobd que una dosis mayor de hidralazina (50 mg/kg/d) no mejoraba la
supervivencia méas de lo que lo hacia la dosis de 32 mg/kg/d (Figura 9).

Ejemplo 8: Seifializacién inducida por la oxitocina

La sefalizacion ERK inducida por oxitocina se utilizé como procedimiento para probar la hipdtesis de que la
activacion del eje PLC/IP3/PKC/ERK empeoraria el riesgo de diseccién aértica. En el modelo de ratén vVEDS
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descrito en la presente memoria, se observd que la prefiez y la lactancia estaban asociados con un 60 % de
letalidad debida a la diseccién arterial en los primeros 30 dias postparto en ratones VEDS, y la prevencidn de la
lactancia mediante la extraccién de la cria tras el nacimiento, el tratamiento con hidralazina (16 mg/kg/d), o el
tratamiento con trametinib, fue capaz de prevenir la diseccién y la muerte en ratones vEDS. Este mayor riesgo de
muerte se correlacioné con un aumento de la activacién de ERK, mientras que la proteccién frente a la diseccién
aodrtica se correlacion6 con una disminucién de la activacién de ERK, medida mediante inmunotransferencia y
mediante la expresién de genes diana de ERK.

Se agregd el tratamiento de ratones con un antagonista especifico del receptor de oxitocina? (el antagonista
selectivo del receptor de oxitocina utilizado fue des Gly-NHz,d(CHo)s[D-Tyro, ThrsJOVT), que condujo a una
supervivencia del 95 % en los primeros 30 dias posparto en ratones VEDS que seguian lactando, demostrando
que el riesgo significativamente elevado de muerte por diseccién adrtica con la prefiez estaba impulsado
especificamente por la activacién del receptor de oxitocina durante la lactancia (Figura 10Ay 10B).

Ademas, se demostrd que el tratamiento con propranolol (Figura 10B), que es el estandar de atencién en esta
poblacién y disminuye la presién arterial sin afectar la sefializacién PLC/IP3/PKC/ERK no afecté la supervivencia
(46 % de supervivencia vs. 50 % de supervivencia después de 30 dias posparto) en este modelo de
prefiez/lactancia. Estos datos apoyan ademas que el aumento de la activaciéon de la ruta de sefializacién
PLC/IP3/PKC/ERK conduce a un riesgo significativamente elevado de muerte por diseccién aértica en este modelo
de ratén de VEDS, y ademas, la inhibicién de la ruta de sefializacién PLC/IP3/PKC/ERK mejora este riesgo.

Los GPCR activaron las vias de sefializacién PLC/IP3/PKC/ERK

Dado que se identific6 que la activacidn de la ruta de sefializacién PLC/IP3/PKC/ERK era patogénica en VEDS, se
identificd un receptor que podria estar activando esta ruta de sefializacién anormal. Los GPCR (Gq) envian sefiales
a través de esta ruta: los receptores Gq habituales en la aorta son el receptor de angiotensina Il, el receptor de
trombina, el receptor de endotelina-1, el receptor de vasopresina 1, el receptor de esfingosina-1-fosfato, el receptor
adrenérgico alfa-1y el receptor de serotonina. Sin embargo, también hay GPCR huérfanos, tales como el GPR56,
que ha demostrado interactuar con el colageno 34, que también se expresan en la aorta.

Se plante6 la hipétesis de que si se inhibe la actividad del receptor, se identificaria como podria activarse la ruta
de sefalizacion. Primero se inhibié la sefializacién de la angiotensina-Il tratando a los ratones con un antagonista
del receptor de la angiotensina, el losartan (60 mg/kg/d) (Figura 11A), pero se comprobé que no tenia ningln efecto
sobre la supervivencia. A continuacién, se traté a los ratones con un antagonista de los receptores de trombina,
vorapraxar (1 mg/kg/d), pero se comprobé que tampoco tenia ningln efecto sobre la supervivencia (Figura 11B).

Se prueban otros inhibidores especificos del receptor Gq. Algunos inhibidores de receptores Gq ejemplares que
se prueban son el receptor de endotelina-1, el receptor de vasopresina 1, el receptor de esfingosina-1-fosfato, el
receptor adrenérgico alfa-1, el receptor de serotonina y GPCR huérfanos como el GPR56.

Los receptores tirosina cinasa v la via de sefializacion PLC/IP3/PKC/ERK

La ruta de sefializacién PLC/IP3/PKC/ERK también puede ser transactivada por receptores tirosina cinasa
expresados en la aorta. Entre ellos se incluyen EGFR, VEGFR, FGFR y PDGFR. Para probar la hipétesis de que
se estaba activando anormalmente un receptor de tirosina cinasa y provocando elevaciones en la ruta de
seflalizacién PLC/IP3/PKC/ERK, se traté con un antagonista inespecifico del receptor de tirosina cinasa, nintedanib
(50 mg/kg/dia), pero se comprobé que tampoco tenia impacto en la supervivencia (Figura 12). Esto sugeria que la
activacion del receptor tirosina cinasa no impulsaba la activacion de la ruta de sefializacién PLC/IP3/PKC/ERK en
los ratones VEDS.

Bloqueadores de los receptores beta-adrenérgicos y el riesgo de rotura aértica

Otros han propuesto®? que los fenotipos VEDS son el resultado de un tejido crénicamente "débil" v, por lo tanto,
proponen que la disminucién de la presién arterial con bloqueadores de los receptores beta-adrenérgicos deberia
disminuir el riesgo de rotura aértica en estos pacientes. Para abordar esta hipétesis, los ratones con un B
antagonista no especifico, propranolol (80 mg/kg/d), un B1 antagonista especifico, atenolol (120 mg/kg/d), y un p1
antagonista/(32 agonista, celiprolol (200 mg/kg/d), pero se encontré que ninguna de estas manipulaciones
conducen a una mejora en la supervivencia en nuestros modelos de ratén vEDS (Figura 13A-13C) a pesar de
disminuciones en la presién arterial. El celiprolol incluso aceleré el riesgo de diseccién adrtica en los modelos de
raton, y la mutacion vEDS con la mutacion Col3a1%2%%s* también demostr6é un mayor riesgo de diseccién aodrtica
con celiprolol (Figura 14). Dado que esto no era comun a todos los antagonistas B, esta observacién podria deberse
a la actividad agonista B2 del celiprolol.

También se probaron los bloqueadores de los canales de calcio, que reducen la presién arterial por otro
mecanismo. Se descubrié que el amlodipino (12mg/kg/d) también aumentaba el riesgo de diseccién aértica en el
modelo de ratén, y se ha demostrado que esto también es consistente con los ratones MFS (Sindrome de
Marfan)® (Figura 15).

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2973 130T3

(Referencias)

Ejemplo 9: Tratamiento del sindrome de Marfan con inhibidores de la proteina cinasa C-beta (PKC-(8).

En los ejemplos, se utilizan diferentes inhibidores de PKC-3 para el tratamiento del sindrome de Marfan. Por
ejemplo, el tratamiento del sindrome de Marfan puede incluir la administracién de ruboxistaurina. Aqui se
demuestra que la inhibicién farmacolégica de la PKCp utilizando ruboxistaurina (10 mg/kg/d), rescaté el crecimiento
de la raiz aértica en ratones con sindrome de Marfan, (p=2E-4, Figura 19). En otros ejemplos, el tratamiento del
sindrome de Marfan incluye la administraciéon de enzastaurina o sotrastaurina.

Terapia combinada de hidralazina y antiandrégenos para el tratamiento del vEDS

Se prueban combinaciones adicionales de hidralazina y diferentes antiandrégenos. Por ejemplo, se contemplan la
hidralazina y los antagonistas de los receptores androgénicos, incluidos los antiandrégenos esteroideos (acetato
de ciproterona, acetato de megestrol, acetato de clormadinona, oxendolona y acetato de osaterona). Por otra parte,
se contempla la hidralazina en combinacién con antiandrégenos no esteroideos como flutamida, nilutamida,
topilutamida, enzalutamida, drospirenona o medrogestona).

En otros ejemplos, se contempla una terapia combinada que comprende hidralazina e inhibidores de la sintesis de
andrégenos o antigonadotropinas. Los inhibidores de la sintesis de andrégenos ejemplares incluyen ketoconazol,
acetato de abiraterona, seviteronel, aminoglutetimida, finasterida, dutasterida, epristerida y alfatradiol. Algunos
ejemplos de antigonadotropinas son la leuprorelina y el cetrorelix. Otros antiandrégenos contemplados son el
etinilestradiol y el dietilestilbestrol.

Ejemplo 10: La inhibicién farmacoldgica aumenta la supervivencia en ratones vEDS.

La inhibicién farmacolégica de la PKC con enzastaurina aumenta la supervivencia en ratones con vEDS

Ambos modelos de ratén Col3a7 G209S/+ y Col3at1 G938D/+ recapitularon los fenotipos de VEDS y se utilizan
para probar agentes para el tratamiento de VEDS. Los ratones se tratan con un agente bien tolerado administrado
por via oral, la enzastaurina, a aproximadamente 30 mg/kg/dia. Al unirse al sitio de unién al ATP, la enzastaurina
inhibe selectivamente la proteina cinasa C beta (PKC-B), por lo que se plantea la hipétesis de que un inhibidor
farmacolégico de la PKC rescatara el riesgo de muerte por diseccién aértica. Se observa unatasa de supervivencia
de aproximadamente el 100 % tras aproximadamente 30 dias (1 mes) de tratamiento, en comparaciéon con una
tasa de supervivencia significativamente menor en los ratones sin tratamiento (por ejemplo, una diferencia
estadisticamente significativa en comparacién con los ratones de control).

Los ratones también se tratan durante al menos aproximadamente 45 dias y se evalla la tasa de supervivencia de
los ratones tratados con enzastaurina con respecto a los ratones de control.

Los ratones también son tratados con dosis méas altas de enzastaurina, por ejemplo, aproximadamente 40
mg/kg/dia, 50 mg/kg/dia, o 100 mg/kg/dia. En otros ejemplos, los ratones se tratan una o dos veces al dia con
enzastaurina.

Estos resultados sugieren que la inhibicién de la sefializacién PLC/IP3/PKC/ERK excesiva con enzastaurina en la
aorta rescata el riesgo de muerte por diseccién aértica en el modelo de ratén de vEDS.

La inhibicién farmacolégica de la PKC con sotrastaurina aumenta la supervivencia en ratones con vEDS

Estudios adicionales utilizando los modelos de ratén descritos en la presente memoria (por ejemplo, los modelos
de ratdn Col3a1 G209S/+ y Col3a1 G938D/+) se utilizan para probar agentes adicionales para el tratamiento del
VEDS. Se evallan ratones tratados con un agente bien tolerado administrado por via oral, la sotrastaurina, a
aproximadamente 30 mg/kg/dia. La sotrastaurina (AEBO71) es un inmunosupresor que bloquea la activacién de
los linfocitos T mediante la inhibicién de la proteina cinasa C. De forma similar a la enzastaurina, se plantea la
hipo6tesis de que un inhibidor de la PKC (por ejemplo, la sotrastaurina) también rescatara el riesgo de muerte por
diseccién aértica. Se observa una tasa de supervivencia de aproximadamente el 100 % tras aproximadamente 30
dias (1 mes) de tratamiento, en comparacién con una tasa de supervivencia significativamente menor en los
ratones sin tratamiento (por ejemplo, una diferencia estadisticamente significativa en comparacién con los ratones
de control). También se trata a los ratones durante al menos aproximadamente 45 dias y se evalla la tasa de
supervivencia de los ratones tratados con sotrastaurina con respecto a los ratones de control.

Los ratones también son tratados con dosis mas altas de sotrastaurina, por ejemplo, aproximadamente 40
mg/kg/dia, 50 mg/kg/dia, o 100 mg/kg/dia. En otros ejemplos, los ratones se tratan una o dos veces al dia con
sotrastaurina.

Estos resultados proporcionan pruebas de que la inhibicién de la sefalizacién PLC/IP3/PKC/ERK excesiva con
sotrastaurina en la aorta rescata el riesgo de muerte por diseccién aértica en el modelo de ratén de VEDS.
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Otras realizaciones

Aungque la invencién se ha descrito junto con la descripcién detallada de la misma, la descripcién anterior pretende
ilustrar y no limitar el alcance de la invencion, que se define por el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Otros
aspectos, ventajas y modificaciones estan dentro del alcance de las reivindicaciones siguientes.

La literatura cientifica y de patentes a la que se hace referencia en la presente memoria establece los
conocimientos disponibles para los expertos en la técnica.

Mientras que esta invencién se ha mostrado y descrito particularmente con referencias a las realizaciones
preferidas de la misma, se entenderé por los expertos en la técnica que los diversos cambios en la forma y los
detalles se pueden hacer en el mismo sin apartarse del alcance de la invencién abarcada por las reivindicaciones
adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica para su uso en un procedimiento de tratamiento del sindrome de Ehlers-Danlos
vascular (VEDS), la composicién que comprende una cantidad eficaz de un agente, en la que el agente disminuye
la actividad o expresidn de la cinasa regulada por sefial extracelular (ERK) o proteina cinasa C (PKC) y en la que
el agente se selecciona de ruboxistaurina, enzastaurina, sotrastaurina, o una sal farmacéuticamente aceptable de
las mismas.

2. La composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 1, en la que el agente comprende una cantidad
eficaz de enzastaurina.
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