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DESCRIPCION

Uso de ciclopirox como modulador de la biosintesis de grupo hemo y en el tratamiento de porfirias y otras
enfermedades

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a como ciclopirox es capaz de modular la biosintesis de grupo hemo y cémo esta
propiedad puede usarse para el tratamiento y/o la prevencion de varias enfermedades, incluida la porfiria aguda
intermitente (AIP), porfiria cutanea tardia (PCT), coproporfiria hereditaria (HC), harderoporfiria (HP), porfiria variegata
(VP) y anemia sideroblastica (SA) y sindromes de hiperbilirrubinemia hereditaria, entre otras.

Antecedentes de la invencion

El grupo de patologias producidas por una falta de actividad en algunas de las enzimas de la biosintesis de grupo
hemo se conoce genéricamente como porfiria. Normalmente, la pérdida de actividad se produce por mutaciones en la
secuencia de aminoacidos de dichas proteinas y el tipo de porfiria depende de la enzima especifica que provoca la
mutacion. La biosintesis de grupo hemo se muestra en el esquema 1, que indica las enzimas implicadas en cada etapa
de la via (por encima de la flecha de reaccion, que incluye el acréonimo de cuatro letras) y que detalla los nombres de
las patologias especificas provocadas por deficiencias funcionales en cada una de estas enzimas (en cursiva).

Los pacientes con porfiria pueden padecer muchos sintomas dependiendo de la patologia especifica y la enzima
dafada implicada. Las porfirias pueden dividirse en tipos eritropoyético y hepatico, dependiendo de doénde se
acumulen primero compuestos dafiinos denominados porfirinas y precursores de porfirina en el cuerpo (tabla 1). En
las porfirias eritropoyéticas, estos compuestos se originan en la médula dsea. Las porfirias eritropoyéticas incluyen
protoporfiria eritropoyética y porfiria eritropoyética congénita (CEP). Los problemas de salud asociados con las porfirias
eritropoyéticas incluyen un bajo nimero de glébulos rojos (anemia) y agrandamiento del bazo (esplenomegalia). Los
otros tipos de porfirias se consideran porfirias hepaticas. En estos trastornos, las porfirinas y los precursores de
porfirina se originan principalmente en el higado, lo que conduce a una funcion hepatica anémala y a un mayor riesgo
de desarrollar cancer de higado (tabla 1).

Una caracteristica comun es la acumulacion de los subproductos: uroporfirinégeno I; UROgenl y coproporfirindégeno I;
COPROgenl (esquema ). Tales productos se oxidan facilmente a las porfirinas respectivas (UROI y COPROI) y son
subproductos dificiles de catabolizar que tienden a acumularse en el cuerpo. Por lo tanto, se producen grandes
cantidades de UROgenl que se acumulan en bolsas debajo de los ojos y deforman las extremidades en pacientes con
CEP (aquellos que tienen una deficiencia de UROS). La acumulacién de subproductos también da como resultado
una sensibilidad extrema a la luz solar desde la infancia que se manifiesta como lesiones dérmicas intensas en las
areas expuestas. Esta es una caracteristica comun observada en varias porfirias, como se describe en la tabla 1.
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Esquema 1:La via de biosintesis de hemo y su relacién con las porfirias.
[P=propionato, A=acetato, V=vinilo, M=metilo].
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La biosintesis de grupo hemo esta regulada en tres puntos: i) Fe** y ALA regulan por incremento la ruta, mientras que
la acumulacion de hemo da como resultado el efecto opuesto debido a la regulacion por disminuciéon por
retroalimentacion. En este contexto, una sintesis reducida del grupo hemo debido al mal funcionamiento en una de las
enzimas en la ruta da como resultado la activacién de la ruta, poniendo fin a la acumulacién de subproductos en el
cuerpo y la fotosensibilidad de la piel.

Tabla 1: la familia de las porfirias y los principales sintomas observados por los pacientes.

Tipo de porfiria Enzima deficiente Tipo Sintomas principales
Anemia sideroblastica ALAS Eritro. Cirrosis, fotosensibilidad
(protoporfiria dominante ligada
al cromosoma X)

Porfiria por deficiencia de ALAD Hep. Dolor abdominal, neuropatia

aminolevulinato deshidratasa

Porfiria aguda intermitente PBGD Hep. Dolor abdominal, neuropatia,
trastornos psiquiatricos,
taquicardia

Porfiria eritropoyética UROS Eritro. Fotosensibilidad grave,

congénita anemia hemolitica, formacion
de ampollas, esplenomegalia

Porfiria cutanea tardia UROD Hep. Fotosensibilidad con
vesiculas y ampollas

Coproporfiria hereditaria CPOX Hep. Fotosensibilidad, dolor
neurolégico, colico.

Harderoporfiria CPOX Eritro. Ictericia, anemia, higado vy
bazo agrandados,
fotosensibilidad tardia.

Porfiria variegata PPOX Hep. Fotosensibilidad, sintomas
neurolégicos, retraso del
desarrollo

Protoporfiria eritropoyética FECH Eritro. Fotosensibilidad con lesiones
cutaneas. Colelitiasis,
disfuncion hepatica leve

Las enzimas de biosintesis de hemo se han estudiado intensamente en los Ultimos afios. Todos los genes implicados
se han clonado y se han determinado las estructuras cristalinas de todas las enzimas. En este contexto, la regulacion
de la expresion génica de la via se ha propuesto como un enfoque prometedor para el tratamiento de trastornos
porfiricos. Sin embargo, actualmente no hay cura para ninguna de las porfirias y todos los tratamientos son paliativos
o preventivos. En porfirias agudas, los brotes de sintomas a menudo requieren hospitalizacion y a los pacientes se les
puede dar un medicamento para el dolor, las nauseas y los vomitos. La hemina es la Unica terapia de hemo aprobada
para su uso. El tratamiento de la porfiria cutanea depende del tipo especifico y la gravedad de los sintomas e incluye
la extraccion regular de sangre (flebotomias) para reducir la cantidad de hierro en el higado, y dosis bajas del farmaco
antipaltudico cloroquina. Las técnicas experimentales curativas se limitan al trasplante de médula ésea (para porfirias
eritropoyéticas) con el consiguiente peligro de infeccion. La terapia génica se ha explorado para la porfiria
eritropoyética congénita (en modelos animales) y la porfiria aguda intermitente (en seres humanos) sin mejora
significativa.

También se ha encontrado que la desregulacion de la biosintesis de grupo hemo desempefia un papel en otras
enfermedades tales como los sindromes de hiperbilirrubinemia hereditaria, incluido el sindrome de Crigler-Najjar,
sindrome de Lucey-Driscoll, sindrome de Gilbert, sindrome de Rotor and sindrome de Dubin-Johnson. En todos estos
casos se encuentran altos niveles de bilirrubina y/o biliverdina. Dado que la bilirrubina y la biliverdina son metabolitos
obtenidos de la catabdlisis del grupo hemo, una regulacion de este Ultimo también deberia reducir los niveles de los
primeros.

Por lo tanto, todavia existe una gran necesidad de proporcionar agentes terapéuticos adecuados para el tratamiento
y/o la prevencion de porfirias y otras enfermedades asociadas con la biosintesis de grupo hemo desregulada.

Sumario de la invenciéon

En el presente documento se describe un nuevo tratamiento para la porfiria, hiperbilirrubinemia y otras enfermedades
en las que esta implicada una desregulacion de la biosintesis de grupo hemo. En particular, se ha demostrado que el
compuesto ciclopirox es capaz de regular la biosintesis de grupo hemo no por mecanismos bien conocidos como la
regulacion de la expresion génica de la via, sino en su lugar por su asociacion y estabilizacion del grupo hemo, que
reduce la regulacion por incremento de la via de biosintesis y, en Ultima instancia, reduce los niveles de concentracion
intracelular de los subproductos toxicos, asi como de los productos catabdlicos de hemo, poniendo de relieve una
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nueva forma inesperada de regulacién de hemo.

Por lo tanto, la presente invencién se refiere a ciclopirox o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo
para su uso en el tratamiento y/o la prevencién de una enfermedad provocada por biosintesis de grupo hemo
desregulada y caracterizada por la acumulacion de UROI, COPROI, bilirrubina y/o biliverdina, con la condicién de que
dicha enfermedad no sea porfiria eritropoyética congénita.

Un aspecto adicional es una composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de una
enfermedad provocada por biosintesis de grupo hemo desregulada y caracterizada por la acumulacion de UROI,
COPROI, bilirrubina y/o biliverdina, con la condicién de que dicha enfermedad no sea porfiria eritropoyética congénita,
comprendiendo dicha composicion ciclopirox, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, y un
excipiente farmacéuticamente aceptable. Segun una realizacion particular, dicha composicién es para administracion
oral o tépica.

También se da a conocer un método para el tratamiento y/o la prevencion de una enfermedad provocada por
biosintesis de grupo hemo desregulada en un sujeto y caracterizada por la acumulaciéon de UROI, COPROI, bilirrubina
y/o biliverdina, con la condicion de que dicha enfermedad no sea porfiria eritropoyética congénita, comprendiendo
dicho método la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de ciclopirox, o una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo a dicho sujeto. En una realizacion preferida, dicho sujeto es un ser humano.

Las enfermedades que surgen de la sintesis de hemo desregulada se conocen por el experto en la materia, incluyendo
las patologias contempladas por la presente invencion, es decir, aquellas que se caracterizan por (o dan como
resultado) la acumulaciéon de subproductos de la via de biosintesis de hemo o productos catabdlicos de hemo,
seleccionandose dichos productos de UROI, COPROI, bilirrubina y/o biliverdina,

En una realizacion particular de la presente invencion, la enfermedad provocada por la biosintesis de grupo hemo
desregulada se caracteriza por la acumulacion de UROI y/o COPROI. Mas particularmente, dicha enfermedad
caracterizada por la acumulacién de UROI y/o COPROI es una porfiria seleccionada del grupo que consiste en anemia
sideroblastica, porfiria cutanea tardia, coproporfiria hereditaria, harderoporfiria, porfiria variegata y protoporfiria
eritropoyética.

En ofra realizacion, la enfermedad provocada por la biosintesis de grupo hemo desregulada se caracteriza por la
acumulacion de bilirrubina y/o biliverdina. Mas particularmente, dicha enfermedad caracterizada por la acumulacion
de bilirrubina y/o biliverdina se selecciona del grupo que consiste en el sindrome de Crigler-Najjar, sindrome de Lucey-
Driscoll, sindrome de Gilbert, sindrome de Rotor, sindrome de Dubin-Johnson y otras hiperbilirrubinemias hereditarias.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. La asociacion de ciclopirox (CPX) al grupo hemo cambia la frecuencia de absorcién y el color debido a las
diferentes propiedades de coordinacion del complejo no covalente (A). El color de una disolucién de hemo cambia
progresivamente tras la adicion de CPX (B).

Figura 2. El efecto de la asociacion puede observarse por RMN. En la figura se muestra la regién aromatica del
espectro de 'H-RMN 1D de CPX (linea de puntos). Cuando se afiade un equivalente de hemo a la muestra, se observa
una reduccion en la intensidad de la sefial debido a la asociacion al hemo y la relajacion paramagnética con el ion
Fe?* (linea continua).

Figura 3. El cambio de intensidad de sefial en la '"H-RMN 1D puede usarse para determinar la constante de afinidad
del complejo. El mejor ajuste a los datos experimentales proporciona un valor de 380 pM.

Figura 4. Evaluacion de los niveles de uroporfirina | (UROI) en diferentes lineas celulares HEK sin fenotipo de porfiria
(WT) o con una inestabilidad gendmica introducida usando la técnica de CRISPR-cas9 (mutaciones P248Q y C73R).
[Izquierda] Para las lineas celulares mencionadas, la acumulacién de porfirinas en funcién de [CPX] se mide mediante
espectroscopia de fluorescencia (fluorocitos) y se representa como el desplazamiento a la derecha de la poblacién en
comparacion con las células normales (que se concentran en la izquierda debido a la ausencia de fluorescencia
intrinseca). Las intensidades de dispersion lateral (SSC) y PE-Cy5 se expresan en unidades arbitrarias. [Derecha] La
concentracion de UROI determinada por analisis de HPLC, en funcién de las lineas celulares [CPX] para HEK P248Q
[Superior] y HEK C73R [Inferior].

Figura 5. Niveles de reduccion de uroporfirina | (UROI) en un conjunto de lineas celulares que incluyen: A) fibroblastos
de un paciente con HC, B) fibroblastos de un paciente con AIP y C) fibroblastos de un individuo sano. En todos los
casos, se observa una reduccién de los niveles de UROI en presencia de una concentracién extracelular de CPX
(15 uM).

Figura 6. Niveles de reduccion de otras porfirinas y derivados. Separacion por HPLC de penta |, hexa | y copro | como
se indica para células HEK-P248Q (linea continua) y las mismas células tratadas con 120 uM de CPX (linea
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discontinua).

Figura 7. Analisis transcriptémico de células HEK (WT, UROIIIS-C73R y UROIIIS-P248Q como se indica) para los
diferentes genes de la via de biosintesis de hemo en ausencia (blanco) y en presencia (negro) de CPX 120 uM. Se
han usado tubulina, actina y la proteina ribosémica S14 como genes constitutivos para la cuantificacion.

Descripcion detallada de la invencién

El compuesto ciclopirox se dio a conocer por primera vez en la década de 1970, en el documento US 3883545, donde
se describié que presentaba propiedades antimicéticas. El nombre quimico de ciclopirox es 6-ciclohexil-1-hidroxi-4-
metil-2(1H)-piridona, con la férmula molecular C12H17NO; y un peso molecular de 207,27. El nimero de registro CAS
es [29342-05-0]. La estructura quimica se representa a continuacioén en el esquema 2:

Esquema 2: ciclopirox

La presente invencion también contempla todas las sales y solvatos farmacéuticamente aceptables de ciclopirox. Por
ejemplo, ciclopirox puede ser, por ejemplo, ciclopirox olamina (nimero de registro CAS [41621-49-2]), que comprende
6-ciclohexil-1-hidroxi-4-metil-2(1H)-piridona con 2-aminoetanol en una proporcion 1:1.

El ciclopirox (y la sal ciclopirox olamina) se han descrito/usado/aprobado previamente como tratamientos antifingicos.
Actualmente, una variedad de formulaciones tdpicas indicadas para el tratamiento de infecciones fungicas estan
disponibles comercialmente (por ejemplo, como una laca, como un champu, como una disolucién, como una
suspension, como una crema, como una locién y como un gel).

En el presente documento se describe una nueva y sorprendente utilidad del farmaco ciclopirox aprobado y disponible
comercialmente. Especificamente, en esta invencion se demuestra que ciclopirox es capaz de modular la
concentracién de porfirina en varios modelos celulares que acumulan porfirinas, dando como resultado finalmente una
reduccion de los subproductos téxicos generados. Esto es posible debido al hecho de que ciclopirox se asocia de
manera no covalente con el grupo hemo (véase el ejemplo 1), estabilizando asi su concentracion y activando el
mecanismo de regulacion por retroalimentacion. Esta actividad se notifica a concentraciones extracelulares que son
comparables a la dosificacion administrada para los usos médicos ya aprobados, lo que indica que el compuesto
puede ser activo a una concentracion por debajo del umbral de toxicidad. Ademas, la regulacion de la via de biosintesis
de hemo también es util para disminuir los niveles de metabolitos obtenidos de la catalisis del grupo hemo y, por lo
tanto, ciclopirox también puede ser beneficioso en patologias asociadas con la acumulacion de productos catabolicos
de hemo.

El inventor no conoce ninguna divulgacion de la utilidad de ciclopirox (o sales) en el tratamiento de cualquier
enfermedad por su capacidad para modular la biosintesis de grupo hemo como se muestra en el presente documento.
Ventajosamente, la capacidad de ciclopirox para asociarse de manera no covalente con el grupo hemo y estabilizarlo
representa un mecanismo novedoso y eficaz para el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades relacionadas con
la desregulacion de la sintesis del hemo. La utilidad de ciclopirox en el tratamiento y/o la prevencion de la porfiria
eritropoyética congénita (CEP) debido a su capacidad para actuar como chaperona farmacolégica para
uroporfirinégeno 1l sintasa es el sujeto de la solicitud de patente en tramitacion junto con la presente
PCT/EP2017/077570, presentada el 27 de octubre de 2017 y no publicada.

La presente invencion se refiere al uso de ciclopirox o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo para
la fabricacidon de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades provocadas por biosintesis
de grupo hemo desregulada, distintas de la porfiria eritropoyética congénita. En una realizacion particular, la
enfermedad surge de la acumulacion de UROI y/o COPROI y mas particularmente es una porfiria seleccionada del
grupo que consiste en anemia sideroblastica, porfiria cutanea tardia, coproporfiria hereditaria, harderoporfiria, porfiria
variegata y protoporfiria eritropoyética. En otra realizacion, la enfermedad esta asociada con la acumulacion de
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bilirrubina y/o biliverdina (catabolitos del grupo hemo) tal como el sindrome de Crigler-Najjar, sindrome de Lucey-
Driscoll, sindrome de Gilbert, sindrome de Rotor, sindrome de Dubin-Johnson y otras hiperbilirrubinemias hereditarias.

Por “farmacéuticamente aceptable” se entiende en el presente documento un material que no es biolégicamente o de
otro modo no deseable, es decir, el material puede incorporarse en una composicion farmacéutica administrada a un
paciente sin provocar ningun efecto bioldgico no deseable ni interaccionar de manera perjudicial con cualquiera de los
otros componentes de la composiciéon en la que esta contenido. Preferiblemente, como se usa en el presente
documento, el término “farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno
federal o uno estatal o enumerado en la Farmacopea de EE.UU. u otra farmacopea generalmente reconocida para su
uso en animales, y mas particularmente en seres humanos.

El término “sal” debe entenderse como cualquier forma de ciclopirox usada segun esta invencién en la que dicho
compuesto esta en forma ionica o esta cargado y acoplado a un contraién (un cation o anién).

Las sales de ciclopirox pueden ser preferiblemente sales de adicion de base o sales metalicas, y pueden sintetizarse
a partir del compuesto original por métodos quimicos convencionales. Los ejemplos de las sales de adicion de alcali
incluyen sales inorganicas tales como, por ejemplo, amonio, y sales de alcalis organicas tales como, por ejemplo,
etilendiamina, etanolamina, trietanolamina, glucamina y sales de aminoacidos basicos. Los ejemplos de las sales
metdlicas incluyen, por ejemplo, sales de sodio, potasio, calcio, magnesio, aluminio y litio. Segun una realizacion
particular, la sal de ciclopirox es una sal de metales alcalinos (por ejemplo, de sodio o potasio); una sal de amonio;
una sal de amina primaria (como por ejemplo alquilamina C4-Csg); una sal de amina secundaria (como por ejemplo
dialquilamina C4-Cs); una sal de aminas terciarias (como por ejemplo trialquilamina C4-Cs); una sal de diamina; una
sal de alcanolamina (como por ejemplo, alcanolamina C4-Cg o dialcanolamina C+-Csg 0 trialcanolamina C+-Cg); una
dialquil C4-Cg-alcanolamina C+-Cs; o una alquil C¢-Cg-dialcanolamina C1-Cs. Una sal de ciclopirox preferida es
ciclopirox olamina.

Debe entenderse que el término “solvato” segun esta invencién significa cualquier forma del compuesto segun la
invencion en la que este compuesto se ha unido mediante unién no covalente a otra molécula (lo mas probablemente
un disolvente polar) incluyendo especialmente hidratos y alcoholatos, por ejemplo, metanolato. Los métodos de
solvatacion se conocen generalmente en la técnica.

Segun una realizacién de la presente invencion, el compuesto ciclopirox o una sal o solvato farmacéuticamente
aceptable del mismo esta destinado a modular la via de biosintesis de hemo.

Segun una realizacién de la presente invencion, el compuesto ciclopirox o una sal o solvato farmacéuticamente
aceptable del mismo esta destinado a asociarse de manera no covalente con el grupo hemo para estabilizarlo.

Segun otra realizacion de la presente invencion, el compuesto ciclopirox o una sal o solvato farmacéuticamente
aceptable del mismo esta destinado a reducir los niveles toxicos de porfirina, en particular los niveles de
uroporfirinogeno (UROgenl), coproporfirinogeno | (COPROgenl) y/o sus derivados.

Segun otra realizacion de la presente invencion, el compuesto ciclopirox o una sal o solvato farmacéuticamente
aceptable del mismo esta destinado a reducir los niveles toxicos de catabolitos del grupo hemo, en particular los niveles
de bilirrubina, biliverdina y/o sus derivados.

Un aspecto adicional es una composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de las
enfermedades mencionadas anteriormente que comprende ciclopirox, o una sal o solvato farmacéuticamente
aceptable del mismo, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Los ejemplos de composiciones farmacéuticas incluyen cualquier composicion sélida (por ejemplo, comprimidos,
pildoras, capsulas, granulos) o composicion liquida (por ejemplo, disoluciones, suspensiones, lociones o emulsiones).

Las composiciones pueden administrarse, por ejemplo, por via oral, por via tépica, por via dérmica, por via nasal, por
via intravenosa, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intracerobroespinal, por via intracraneal, por via
intraespinal, por via subcutanea, por via intraarticular, por via intrasinovial o por via intratecal. Otras formas de
administracion no estan excluidas. Segun una realizacién particular, dicha composicion es para administracion oral o
topica. Segun ofra realizacion particular, dicha composicién se formula como una laca, como un champu, como una
disolucién, como una suspensién, como una crema, como una locién o como un gel.

La composicién respectiva también puede, dependiendo de su via de administracion, contener uno o mas excipientes
conocidos por los expertos en la técnica. La composicion o el medicamento segun la presente invencion puede
producirse segun procedimientos convencionales conocidos por los expertos en la técnica.

El término “excipiente” se refiere a componentes de un compuesto farmacoldgico distintos del principio activo

(definicion obtenida de la Agencia Europea de Medicamentos - EMA). Preferiblemente incluyen un “portador”,
adyuvante y/o vehiculo”. Los portadores son formas a las que se incorporan sustancias para mejorar el suministro y
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la eficacia de los farmacos. Los portadores de farmacos se usan en sistemas de suministro de farmacos tales como
la tecnologia de liberacién controlada para prolongar las acciones de farmacos in vivo, disminuir el metabolismo de
farmacos y reducir la toxicidad de farmacos. Los portadores también se usan en disefios para aumentar la eficacia del
suministro de farmacos a los sitios diana de acciones farmacoldgicas (Biblioteca Nacional de Medicina de EE.UU.
Institutos Nacionales de Salud). El adyuvante es una sustancia afiadida a una formulacién de producto farmacolégico
que afecta a la acciéon del principio activo de manera predecible. El vehiculo es un excipiente o una sustancia,
preferiblemente sin accién terapéutica, usado como medio para dar volumen para la administracion de medicamentos
(Stedman’s Medical Spelichecker, © 2006 Lippincott Williams & Wilkins). Tales portadores, adyuvantes o vehiculos
farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluidos los de origen del petréleo, animal,
vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares,
excipientes, disgregantes, agentes humectantes o diluyentes. Los portadores farmacéuticos adecuados se describen
en “Remington's Pharmaceutical Sciences” por E.W. Martin. La seleccion de estos excipientes y las cantidades que
van a usarse dependeran de la forma de aplicacion de la composicién farmacéutica.

Como se usa en el presente documento, los términos “tratar’, “que trata” y “tratamiento” incluyen en general la
erradicacion, eliminacion, reversion, alivio, modificacién o control de las enfermedades mencionadas anteriormente
después de su inicio.

Como se usa en el presente documento, los términos “prevencion”, “que previene”, “preventivo”, “prevenir” y “profilaxis”
se refieren a la capacidad de una sustancia, composicién o medicamento dado para evitar, minimizar o dificultar el
inicio o desarrollo de las enfermedades mencionadas anteriormente antes de su inicio.

También se da a conocer un método de tratamiento de un paciente, particularmente un ser humano, que padece las
enfermedades mencionadas anteriormente, o es probable que padezca las enfermedades mencionadas
anteriormente, que comprende administrar al paciente que necesita tal tratamiento o profilaxis una cantidad eficaz de
ciclopirox, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

Por una cantidad “eficaz” o una “cantidad terapéuticamente eficaz” de un farmaco o agente farmacoldégicamente activo
se entiende una cantidad no toxica pero suficiente del farmaco o agente para proporcionar el efecto deseado. En la
terapia de la presente invencioén, una “cantidad eficaz” de ciclopirox o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable
del mismo es la cantidad de ese compuesto que es eficaz para proporcionar el efecto deseado. La cantidad que es
“eficaz’ variara de un sujeto a otro, dependiendo de la edad y el estado general del individuo, el agente o agentes
activos particulares, y similares. Por lo tanto, no siempre es posible especificar una “cantidad efectiva” exacta. Sin
embargo, una cantidad “eficaz” apropiada en cualquier caso individual puede determinarse por un experto en la técnica
usando experimentacion de rutina.

Ciclopirox puede usarse junto con otros farmacos utiles adicionales en la prevencion y/o el tratamiento de las
enfermedades mencionadas anteriormente. Dichos farmacos adicionales pueden formar parte de la misma
composicion farmacéutica o, alternativamente, pueden proporcionarse en forma de una composicion independiente
para su administraciéon simultanea o secuencial a la de la composicién farmacéutica que comprende ciclopirox o una
sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo. Por ejemplo, el tratamiento con ciclopirox o una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo podria complementarse con la administracion de derivados del hemo o
productos sanguineos para contrarrestar la deficiencia del grupo hemo.

Los siguientes ejemplos se proporcionan como evidencia de apoyo para la invencion, ya que demuestran que el
compuesto ciclopirox puede interaccionar directamente con el hemo y reducir los niveles toxicos de porfirina en
modelos celulares relevantes que acumulan porfirinas e incluso en células sanas. También se ha demostrado que el
mecanismo de accion no esta relacionado con la regulacion génica.

Ejemplos

1. Ciclopirox se asocia al grupo hemo para formar un complejo de coordinacion.

Ciclopirox interacciona con el grupo hemo para formar un complejo de coordinacién octaédrico segun el cambio de
color en una muestra del grupo hemo en presencia de cantidades crecientes de CPX (figura 1). Este cambio de color
es un rasgo caracteristico de la geometria de coordinacion del complejo y significa que CPX no compite con hemo
sino que lo estabiliza. Puede obtenerse evidencia adicional de la interaccion a partir del ensanchamiento de la linea
paramagnética en la sefial de RMN inducida por el ion Fe?*, como se muestra en la figura 2. En realidad, la
cuantificacion de este experimento repetido a diferentes concentraciones de CPX proporciona una estimacion de la
constante de disociacion entre CPX y el grupo hemo (380 uM, figura 3).

2. Ciclopirox reduce los niveles de UROI en modelos celulares que acumulan porfirinas:

Los datos de apoyo actuales dados a conocer estan relacionados con un modelo celular humano in vitro de
acumulacion de porfirina URO | (obtenido de células HEK293 UROS-C73R) en el que hay un defecto gendmico estable
introducido en la enzima uroporfirindgeno Il sintasa que impulsa la acumulacién de porfirinas toxicas. También se ha
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demostrado (Blouin et al. PNAS, 2013) que el compuesto herramienta MG en el modelo celular humano reduce los
niveles téxicos de porfirina, respaldando las observaciones del modelo in vivo mediante analisis FACS de las lineas
celulares (figura 4). La acumulacion de porfirinas se mide mediante espectroscopia de fluorescencia (fluorocitos) y
aparece desplazada hacia la derecha en comparacion con las células normales (que se concentran en el area
izquierda). Claramente, la adicion de ciclopirox puede restaurar en gran medida el fenotipo celular HEK normal en dos
lineas celulares independientes diferentes que producen la acumulacién de UROI (HEK293 UROS-P248Q y HEK293
UROS-C73R).

3. Ciclopirox reduce los niveles de UROI en diferentes lineas celulares de pacientes con poffiria:

Se amplificaron lineas celulares de diferentes pacientes (fibroblastos) y se incubaron en presencia de CPX (15 uM).
En todos los casos, se observé una reduccién de UROI en comparacion con un cultivo celular equivalente no tratado
(figura 5), lo que indica que CPX regula eficazmente las porfirinas en los metabolismos dispares del grupo hemo.

4. Ciclopirox también es capaz de modular los niveles de COPROQOI asi como de otras poffirinas.

La figura 6 muestra el cromatograma de HPLC de células HEK en ausencia y en presencia de ciclopirox, donde puede
apreciarse claramente una reduccion en ciertas porfirinas como hexa |, penta | y coprol. De manera similar, los niveles
de bilirrubina y biliverdina pueden monitorizarse mediante el mismo analisis, monitorizando simultaneamente a 365 y
405 nm.

5. Ciclopirox no altera la regulacién génica de la via de biosintesis de hemo

La figura 7 muestra el analisis transcriptomico de células HEK (WT, UROIIIS-C73R y UROIIIS-P248Q como se indica)
para los diferentes genes de la via de biosintesis de hemo en ausencia (blanco) y en presencia (negro) de CPX
120 uM. La principal diferencia observada es la regulacion por incremento del gen ALAS para los modelos celulares
de enfermedad, como se notificd anteriormente, pero ciclopirox no esta alterando la expresion génica para ninguna de
las enzimas en la via, indicando por tanto que el mecanismo de accién no esta relacionado con la regulacién génica.

Materiales y métodos

Modelo celular in vitro de CEP: Se incubaron 50000 células mutantes URO K562/pocillo en 250 pl de medio/pocillo
(medio RPMI con FBS al 10 %). El tercer dia, se cambia el medio y se afiade el compuesto en diferentes
concentraciones. El compuesto se incuba durante 16-18 h a 37°C. Finalmente, el efecto del compuesto se verifica por
microscopia de fluorescencia y por citometria de flujo (FACS).

Otros modelos celulares: Se obtuvieron tres modelos celulares adicionales del repositorio del Instituto Coriell de
diferentes pacientes con porfiria. La linea AIP (porfiria aguda intermitente) corresponde a fibroblastos de una mujer
portadora de la mutacion T35M. La HC (coproporfiria hereditaria) y las lineas celulares sanas son fibroblastos de
individuos masculinos.

Cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC): Se us6 HPLC para separar y cuantificar las porfirinas de los
ensayos enzimaticos PBGD y UROIIIS-C73N y de extractos celulares. La HPLC se llevd a cabo en una columna
Hypersil ODS C18 (5 um, 3x200 mm; Thermo Scientific, MA, EE.UU.). Las porfirinas se separaron con una elucion
isocratica de 15 min en una fase movil del 89 % de tampdn acetato de amonio 1 M pH 5,16 y el 11 % de acetonitrilo,
a un caudal de 0,5 ml/min, y se detectaron por fluorescencia con una longitud de onda de excitacion de 405 nm y una
longitud de onda de emision de 610 nm, que es caracteristica de las porfirinas. El volumen de inyeccion de la muestra
fue de 20 pl.

Experimentos de RMN. La constante de unién de CPX-hemo se determino recogiendo espectros de 'H-RMN usando
la secuencia de pulsos zgpr en un espectrémetro Avance Il NMR 800 MHz. Tomando 500 uM del grupo hemo como
valor constante, se prepararon diferentes puntos de titulacién a 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,1,2, 14,16, 18,2,25y5
razones molares de hemo:CPX usando dimetilsulféxido deuterado (DMSO-D6) como disolvente. Se afiadieron 200 uM
de acido 4,4-dimetil-4-silapentano-1-sulfénico (DSS) a cada muestra como patron de calibracion. Los espectros se
procesaron y analizaron usando software TOPSPIN 3.2 (BRUKER). Debido a los electrones no emparejados de Fe(ll)
que pueden interaccionar con los protones proximos a este metal y ensancharlos (relajacion rapida), la observacion
de ensanchamiento en las sefales especificas de CPX es consecuencia de una interaccion directa. El ensanchamiento
de la linea de CPX (desaparicion de la sefial) tras la adicion del hemo se monitorizé usando dos picos especificos en
6,2 y 5,96 ppm. Las areas de los picos se calcularon y normalizaron usando DSS. Se realizé un analisis de datos
adicional y una estimacion de kp usando MATLAB en secuencias de comandos internas.
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REIVINDICACIONES

Ciclopirox o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso en el tratamiento y/o la
prevencion de una enfermedad provocada por biosintesis de grupo hemo desregulada y caracterizada por la
acumulacion de UROI, COPROI, bilirrubina y/o biliverdina,

con la condicién de que dicha enfermedad no sea porfiria eritropoyética congénita.
Ciclopirox para su uso segun la reivindicacion 1, en el que la sal es ciclopirox olamina.

Ciclopirox para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que la enfermedad es una
porfiria seleccionada del grupo que consiste en anemia sideroblastica, porfiria cutanea tardia, coproporfiria
hereditaria, harderoporfiria, porfiria variegata y protoporfiria eritropoyética.

Ciclopirox para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que la enfermedad se
selecciona del grupo que consiste en sindrome de Crigler-Najjar, sindrome de Lucey-Driscoll, sindrome de
Gilbert, sindrome de Rotor, sindrome de Dubin-Johnson y otras hiperbilirrubinemias hereditarias.

Una composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de una enfermedad provocada
por biosintesis de grupo hemo desregulada y caracterizada por la acumulacion de UROI, COPROI, bilirrubina
y/o biliverdina,

con la condicién de que dicha enfermedad no sea porfiria eritropoyética congénita,

comprendiendo dicha composicion ciclopirox, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo 'y
un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 5, en la que dicha composicion es para
administracion oral o tdpica.

La composicion farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 o 6, en la que dicha
composicion se selecciona del grupo que consiste en una laca, un champu, una disolucion, una suspension,
una crema, una locién o un gel.

La composiciéon farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en la que la
enfermedad es una porfiria seleccionada del grupo que consiste en anemia sideroblastica, porfiria cutanea
tardia, coproporfiria hereditaria, harderoporfiria, porfiria variegata y protoporfiria eritropoyética; o una
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en sindrome de Crigler-Najjar, sindrome de Lucey-Driscoll,
sindrome de Gilbert, sindrome de Rotor, sindrome de Dubin-Johnson y otras hiperbilirrubinemias hereditarias.
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Figura 7
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