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DESCRIPCION
Métodos para el tratamiento de enfermedades fibréticas
Campo técnico
La presente invencién se refiere al campo de la medicina, en particular al tratamiento de enfermedades fibroticas.
Antecedentes

El depdsito anormal y exagerado de matriz extracelular es la caracteristica distintiva de todas las enfermedades
fibréticas, incluyendo la fibrosis hepatica, pulmonar, renal o cardiaca. El espectro de 6rganos afectados, la naturaleza
progresiva del proceso fibrético, el gran nimero de personas afectadas y la ausencia de un tratamiento eficaz plantean
un enorme desafio cuando se tratan las enfermedades fibréticas.

En un intento de proponer nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de enfermedades fibréticas, los autores
de la invencién encontraron que el compuesto etanoato de 2-[(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)carbamoil]fenilo] (nitazoxanida o
NTZ), un agente antiprotozoario sintético, también muestra potentes propiedades antifibréticas. Ademas, la evaluacion
de NTZ en un modelo de lesién hepatica puso de manifiesto su capacidad para reducir la concentracién de acidos
biliares en la circulacion, reflejando asi su potencial para tratar tanto enfermedades colestasicas (tales como PBC y
PSC) como fibroéticas.

Se ha mostrado que la NTZ, descrita por primera vez en 1975 (Rossignol y Cavier, 1975), es muy eficaz contra
protozoos anaerobios, helmintos y un amplio espectro de microbios que incluyen bacterias tanto anaerobias como
aerobias (Rossignol y Maisonneuve, 1984; Dubreuil, Houcke et al., 1996; Megraudd, Occhialini et al., 1998; Fox y
Saravolatz, 2005; Pankuch y Appelbaum, 2006; Finegold, Molitoris et al., 2009). Se estudié por primera vez en seres
humanos para el tratamiento de cestodos intestinales (Rossignol y Maisonneuve, 1984) y ahora esta autorizado en
Estados Unidos (Alinia®, laboratorios Romark) para el tratamiento de la diarrea causada por los parasitos protozoarios
Crystosporidium parvum'y Giardia intestinalis. La NTZ también se ha comercializado ampliamente en América Latina
y en la India, donde esta indicada para el tratamiento de un amplio espectro de infecciones parasitarias intestinales
(Hemphill, Mueller et al., 2006). EI mecanismo de accidn propuesto por el cual la NTZ ejerce su actividad antiparasitaria
es a través de la inhibicibn de reacciones de transferencia de electrones dependientes de la enzima
piruvato:ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) que son esenciales para el metabolismo anaerobio (Hoffman, Sisson et
al., 2007). La NTZ también presenta actividad contra Mycobacterium tuberculosis, que no posee un homoélogo de
PFOR, lo que sugiere un mecanismo de accion alternativo. De hecho, se demostr6é que la NTZ también puede actuar
como un desacoplador que altera el potencial de membrana y la homeostasis del pH intraorganismos (de Carvalho,
Darby et al., 2011).

Los efectos farmacoldgicos de la NTZ no se limitan a sus actividades antiparasitarias y en los Gltimos afios varios
estudios pusieron de manifiesto que la NTZ también puede conferir actividad antiviral (Di Santo y Ehrisman, 2014;
Rossignol, 2014). La NTZ interfiere con la replicacion viral de diversas formas que incluyen un bloqueo en la
maduracion de las proteinas hemaglutinina (influenza) o VP7 (rotavirus), o la activacion de la proteina PKR implicada
en la respuesta inmunitaria innata (para una revision, véase (Rossignol, 2014)). También se mostr6é que la NTZ tiene
amplias propiedades antineoplésicas al interferir con rutas de sefalizacién metabdlicas y promuerte cruciales (Di Santo
y Ehrisman, 2014)

En esta invencién, usando un ensayo de cribado fenotipico para identificar potenciales agentes antifibréticos, se
descubrié que la NTZ o su metabolito activo tizoxanida (o TZ) interfieren con la activacion de las células estrelladas
hepaticas (HSC), que tienen una funcion clave en el desarrollo de la fibrosis hepatica. Este efecto era totalmente
inesperado en vista de las propiedades previamente descritas para estas moléculas. Ademas, se mostré que la NTZ
y TZ interfieren con la activacion de fibroblastos estimulados derivados de otros drganos tales como corazén, pulmén
e intestinos. Las propiedades antifibréticas de la NTZ se confirmaron ademas en un modelo preclinico de enfermedad
hepatica (NASH inducida por dieta CDAAc) al mostrar niveles significativamente reducidos de colageno hepatico y
fibrosis. Ademas de su actividad antifibrética, también se mostré que la NTZ reduce la concentracion de acidos biliares
en la circulacién en un modelo de lesiéon hepatica inducida por CCl4. Por lo tanto, la NTZ y TZ aparecen como
compuestos de interés para el tratamiento de enfermedades colestasicas y diversos tipos de enfermedades fibroticas.

Compendio de la invencion

La presente invencion se refiere al compuesto etanoato de [2-[(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)carbamoil]fenilo] (nitazoxanida) o sus
metabolitos activos 2-hidroxi-N-(5-nitro-2-tiazolil)benzamida (tizoxanida), o glucurénido de tizoxanida (TZG), o una de sus
sales farmacéuticamente aceptables, para su uso en un método para el tratamiento de una enfermedad fibrética.

En una realizacion particular, el trastorno fibrético se selecciona del grupo que consiste en fibrosis hepéatica, intestinal,
renal, cutanea, epidérmica, endodérmica, muscular, de tendon, cartilago, cardiaca, pancreatica, pulmonar, de Utero,
sistema nervioso, testicular, de pene, ovario, glandula suprarrenal, arteria, vena, colon, intestinal (p. ej. intestino
delgado), via biliar, tejido blando (p. ej. mediastino o retroperitoneo), médula ésea, articular, ocular y estomacal. En
una realizacion particular adicional, el trastorno fibrético se selecciona en el grupo que consiste en fibrosis hepatica,
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intestinal, renal, cutédnea, epidérmica, endodérmica, muscular, de tendoén, cartilago, cardiaca, pancreatica, pulmonar,
de utero, sistema nervioso, testicular, ovario, glandula suprarrenal, arteria, vena, colon, intestinal (p. ej. intestino
delgado), via biliar, tejido blando (p. ej. mediastino o retroperitoneo), médula 6sea, articular y estomacal. En una
realizacién particular adicional, el trastorno fibrotico se selecciona del grupo que consiste en fibrosis hepatica,
intestinal, pulmonar, cardiaca, renal, muscular, cutanea, de tejido blando, médula ésea, intestinal y articular. En otra
realizacién mas, el trastorno fibrético se selecciona del grupo que consiste en esteatohepatitis no alcohdlica (NASH),
fibrosis pulmonar, fibrosis pulmonar idiopatica, fibrosis cutanea, fibrosis ocular (tal como fibrosis capsular), fibrosis
endomiocardica, fibrosis de mediastino, mielofibrosis, fibrosis retroperitoneal, fibrosis masiva progresiva (una
complicacion de la neumoconiosis de los trabajadores del carbén), fibrosis proliferativa, fibrosis neoplasica, fibrosis
pulmonar consecutiva a enfermedad inflamatoria cronica de las vias respiratorias (EPOC, asma, enfisema, pulmén de
fumador, tuberculosis), fibrosis hepatica inducida por alcohol o farmacos, cirrosis hepatica, fibrosis hepatica inducida por
infeccion, fibrosis inducida por radiacion o quimioterapia, fibrosis sistémica nefrogénica, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa, queloide, infarto de miocardio antiguo, esclerodermia/esclerosis sistémica, artrofibrosis, algunas formas de
capsulitis adhesiva, colangiopatias fibrosantes cronicas tales como colangitis esclerosante primaria (PSC), colangitis biliar
primaria (PBC), atresia biliar, colestasis intrahepatica familiar tipo 3 (PFIC3), fibrosis periimplantacional y asbestosis.

Segun una realizacion particular de la descripcion, la enfermedad colestasica se selecciona del grupo que consiste en
colangitis biliar primaria (PBC), colangitis esclerosante primaria (PSC), colestasis intrahepatica del embarazo, colestasis
intrahepatica familiar progresiva, atresia biliar, colelitiasis, colangitis infecciosa, colangitis asociada con histiocitosis de
células de Langerhans, sindrome de Alagille, escasez ductal no sindromica, colestasis inducida por farmacos y colestasis
asociada a nutricion parenteral total. En una realizacién particular, la enfermedad colestasica es PBC.

Segun otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un compuesto
seleccionado de NTZ o TZ(G), o una sal farmacéuticamente aceptable de NTZ o TZ(G), para su uso en un método
para el tratamiento de un trastorno fibrético, en donde dicho(s) compuesto(s) es(son) el/los Unico(s) principio(s)
activo(s) en la composicion.

Segun otro aspecto, la invencion se refiere al compuesto o la composicion farmacéutica como se ha definido antes,
para su uso en el tratamiento de un trastorno fibrético en combinacién con al menos un agente terapéuticamente activo
con actividad antifibrética conocida seleccionado de pirfenidona o inhibidores de tirosina quinasa receptor (RTKI) tales
como nintedanib, sorafenib y otros RTKI, o bloqueadores del receptor de angiotensina Il (AT1), o inhibidor de CTGF,
o cualquier compuesto antifibrotico susceptible de interferir con las rutas activadas por TGFf y BMP, incluyendo los
activadores del complejo latente de TGFp tales como MMP2, MMP9, THBS1 o integrinas de superficie celular,
receptores de TGFp tipo | (TGFBRI) o tipo Il (TGFBRII) y sus ligandos tales como TGF, activina, inhibina, nodal,
hormona antimilleriana, GDF o BMP, correceptores auxiliares (también conocidos como receptores de tipo Ill), o
componentes de la ruta candnica dependiente de SMAD que incluyen proteinas SMAD reguladoras o inhibidoras, o
miembros de la ruta independiente de SMAD o no canénica que incluyen varias ramas de sefializacion de MAPK,
TAK1, rutas de sefializacion de GTPasa tipo Rho, rutas de fosfatidilinositol-3 quinasa/AKT, proceso de EMT inducido
por TGF o rutas de sefalizacién de Hedgehog candnicas y no canénicas que incluyen ligandos de Hh o genes diana,
o cualquier miembro de las rutas WNT o Notch que son susceptibles de influir en la sefalizacién de TGFg.

La invencion se refiere ademas al compuesto o composicion farmacéutica como se ha definido antes, para su uso en
combinacion con al menos un agente terapéuticamente activo seleccionado de inhibidores de JAK/STAT, otros
agentes antiinflamatorios y/o agentes inmunosupresores.

Segun una realizacién particular, el agente terapéuticamente activo se selecciona de glucocorticoides, AINE,
ciclofosfamida, nitrosoureas, analogos de acido félico, andlogos de purina, analogos de pirimidina, metotrexato,
azatioprina, mercaptopurina, ciclosporina, miriocina, tacrolimus, sirolimus, derivados de acido fendlico, fingolimod, y
otros moduladores del receptor de esfingosina-1-fosfato, anticuerpos monoclonales y/o policlonales contra dianas tales
como citoquinas proinflamatorias y receptores de citoquinas proinflamatorias, receptor de células T, integrinas.

La invencion se refiere ademas a una composicién farmacéutica que comprende
- NTZ o una sal farmacéuticamente aceptable de NTZ; y
- TZ(G), o una sal farmacéuticamente aceptable de TZ(G).
La invencion también se refiere a un kit de partes que comprende:
- NTZ o una sal farmacéuticamente aceptable de NTZ; y
- TZ(G) o una sal farmacéuticamente aceptable de TZ(G).

Segun una realizacién particular, en cada aspecto y realizacion descritos en el presente documento, se usa NTZ o TZ,
o una sal farmacéuticamente aceptable de NTZ o TZ.
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a-SMA: alfa Actina de musculo liso

BMP: Proteina morfogenética 6sea

ADNGc: Acido desoxirribonucleétido complementario
COL1A1: Colageno, tipo 1, Alfa 1

CDAA: Dieta deficiente en colina y definida en L-aminoacidos

CDAAc: Dieta deficiente en colina y definida en L-aminoacidos complementada con colesterol

CHOL: Colesterol

CSAA: Dieta definida en L-aminoacidos complementada con colina
CYPA: Ciclofilina A

DDC: 3,5-Dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina

DMSO: Dimetilsulféxido

ELISA: Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
EMT: Transicion epitelio-mesenquémica

DTT: Ditiotreitol

FBS: Suero bovino fetal

FDA: Administracién de Alimentos y Medicamentos
GDF: Factores de diferenciacion de crecimiento

Hh: Hedhehog

hHSC: Células estrelladas hepaticas humanas

HSC: Células estrelladas hepaticas

Clso: Concentracién inhibitoria semiméaxima

InMyoFib: Miofibroblastos intestinales

MMP2: Metalopeptidasa de matriz 2

MMP9: Metalopeptidasa de matriz 9

pl: microlitro

NHLF: Fibroblastos normales de pulmén humano

NTZ: Nitazoxanida

PBC: Colangitis biliar primaria

PBS: Solucién salina tamponada con fosfato

PSC: Colangitis esclerosante primaria

gPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
pMol: picomoles

rhFGF: Factor de crecimiento de fibroblastos basico humano recombinante
ARN: Acido ribonucleico

RT: Transcriptasa inversa
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SmBM: Medio basal de células de musculo liso
SteCGS: Suplemento de crecimiento de células estrelladas
STeCM: Medio de células estrelladas

TBA: Acidos biliares totales

TGFB1: Factor de crecimiento tumoral beta 1
TGFBRI: Receptor de TGFb tipo |

TGFBRII: Receptor de TGFb tipo I

THBS1: Trombospondina 1

TMB: Tetrametilbencidina

TZ: Tizoxanida

TZG: Glucurénido de tizoxanida

TZ(G): TZo T2G

Figura 1. La nitazoxanida y su metabolito tizoxanida inhiben la expresion inducida por TGFB1 de la proteina a-SMA
en HSC humanas

HSC privadas de suero se preincubaron durante 1 hora con NTZ (A) o TZ (B) antes de la activacién con la citoquina
profibrogénica TGFB1 (1 ng/ml). Después de 48 horas de incubacién, se midio la expresion de a-SMA por ELISA. Los
valores obtenidos se transformaron en porcentaje de inhibicién frente al control de TGFB1. Los datos se presentan
como media (triplicados) + desviacion estandar (DE). Los andlisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA de una
via seguida de pruebas a posteriori de Bonferroni, usando el software Sigma Plot 11.0. [*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p
<0,001 (comparacion frente al grupo de TGFB1 de 1 ng/ml)]. El ajuste de la curva y el calculo de la concentracién
inhibitoria semimaxima (Clso) se realizaron con el software XLFit 5.3.1.3.

Figura 2. La nitazoxanida y su metabolito tizoxanida reducen los transcritos de COL1A1 en las HSC humanas inducidas
por TGFB1

HSC privadas de suero se preincubaron durante 1 hora con NTZ (A) o TZ (B) antes de la activacién con TGFB1 (1
ng/ml). Después de 24 horas de incubacion, se midi6 la expresion de COL1A1 mediante RT-gPCR. Los valores de
expresion se transformaron en numero de veces de induccion frente al control de TGFB1. Los datos se presentan
como media (triplicados) + desviacion estandar (DE). Los andlisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA de una
via seguida de pruebas a posteriori de Bonferroni, usando el software Sigma Plot 11.0. [*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p
<0,001 (comparacion frente al grupo de TGFB1 de 1 ng/ml)].

Figura 3: La NTZ (A) o TZ (B) inhiben la expresion inducida por TFGB1 de la proteina a-SMA en HSC de rata.

Se afiadieron NTZ (A) o TZ (B) a HSC de rata (rHSC) privadas de suero 1 hora antes de la activacién con TGFB1 (3
ng/ml). Después de 48 horas de incubacion, se midié la expresion de a-SMA por ELISA. Los valores obtenidos se
transformaron en porcentaje de inhibicion frente al control de TGFB1. Los datos se presentan como media (triplicados)
+ desviacion estandar (DE). Los analisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA de una via seguida de pruebas
a posteriori de Bonferroni, usando el software Sigma Plot 11.0. [*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001 (comparacién
frente al grupo de TGFB1 de 3 ng/ml)].

Figura4: La NTZ (A) o TZ (B) inhiben la expresion inducida por TFGB1 de la proteina a-SMA en fibroblastos de pulmdn
humano.

Se afnadié NTZ (A) o TZ (B) a fibroblastos de pulmén (NHLF) privados de suero 1 hora antes de la activacion con
TGFB1 (1 ng/ml). Después de 48 horas de incubacién, se midié la expresion de a-SMA por ELISA. Los valores
obtenidos se transformaron en porcentaje de inhibicion frente al control de TGFB1. Los datos se presentan como media
(triplicados) * desviacion estandar (DE). Los andlisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA de una via seguida
de pruebas a posteriori de Bonferroni, usando el software Sigma Plot 11.0. [*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001
(comparacién frente al grupo de TGFB1 de 1 ng/ml)].

Figura 5: La NTZ (A) o TZ (B) inhiben la expresion inducida por TFGB1 de la proteina a-SMA en fibroblastos cardiacos
humanos.

Se afiadieron NTZ (A) o TZ (B) a fibroblastos cardiacos (NHCF) privados de suero 1 hora antes de la activacion con
TGFB1 (3 ng/ml). Después de 48 horas de incubacién, se midié la expresion de a-SMA por ELISA. Los valores
obtenidos se transformaron en porcentaje de inhibicion frente al control de TGFB1. Los datos se presentan como media
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(triplicados) * desviacion estandar (DE). Los analisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA de una via seguida
de pruebas a posteriori de Bonferroni, usando el software Sigma Plot 11.0. [*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001
(comparacién frente al grupo de TGFB1 de 3 ng/ml)].

Figura6: La NTZ (A) o TZ (B) inhiben la expresion inducida por TFGB1 de la proteina a-SMA en fibroblastos intestinales
humanos.

Se afiadieron NTZ (A) o TZ (B) a fibroblastos intestinales (InMyoFib) privados de suero 1 hora antes de la activacion
con TGFB1 (3 ng/ml). Después de 48 horas de incubacion, se midio la expresion de a-SMA por ELISA. Los valores
obtenidos se transformaron en porcentaje de inhibicion frente al control de TGFB1. Los datos se presentan como media
(triplicados) * desviacion estandar (DE). Los analisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA de una via seguida
de pruebas a posteriori de Bonferroni, usando el software Sigma Plot 11.0. [*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001
(comparacién frente al grupo de TGFB1 de 3 ng/ml)].

Figura 7: La administracion oral cronica de nitazoxanida (10 mg/kg/dia) evita el almacenamiento de coldgeno inducido
por CDAA en el higado de ratones C57BI/6J.

Ratones C57BL/6 de 6 semanas de edad se alimentaron con una dieta de control (CSAA), dieta CDAA + dieta de
CHOL al 1% (CDAAc) o dieta CDAAc complementada con NTZ 10 mg/kg/dia durante 12 semanas. Después del
sacrificio, se determind el contenido de colageno hepatico. Los datos se presentan como media * desviacion estandar
(DE). Los andlisis estadisticos se realizaron mediante una prueba t de Student usando el software Sigma Plot 11.0:
CSAA frente a CDAAc (#: p <0.05; ##: p <0.01; ###: p <0.001) y CDAAc frente a NTZ 10 mg/kg/dia (*: p <0,05; **: p
<0,01; ***: p <0,001).

Figura 8: La administracion oral crénica de nitazoxanida (10 mg/kg/dia) previene la fibrosis inducida por la dieta CDAAc
en el higado de ratones C57BI/6J.

Se alimenté a ratones C57BL/6 de 6 semanas de edad con una dieta de control (CSAA), dieta CDAAc o dieta CDAAc
complementada con NTZ 10 mg/kg/dia durante 12 semanas. Después del sacrificio, se determiné el area de fibrosis
hepatica. Los datos se presentan como media * desviacién estandar (DE). Los andlisis estadisticos se realizaron
mediante una prueba t de Student usando el software Sigma Plot 11.0: CSAA frente a CDAAc (#: p <0,05; ##: p <0,01;
#it#: p <0,001) y CDAACc frente a NTZ 10 mg/kg/dia (*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001).

Figura 9: La administracion oral cronica de nitazoxanida previene los niveles de concentracion de TBA en la circulacion
inducidos por CCl4.

Se inyectd por via intraperitoneal a ratas de 250-275 g, aceite de oliva (grupo ctrl) o CCl4 emulsionado en aceite de
oliva (CCl4:aceite de oliva 1:2 v/v, concentracion final de CCl4: 2 ml/kg) dos veces por semana durante 3 semanas.
Simultaneamente, el grupo al que se inyect6 aceite de oliva se sometié a una dieta de control mientras que los grupos
a los que se inyect6 CCl4 se sometieron a una dieta de control o una dieta complementada con NTZ 10 mg/kg/dia o
30 mg/kg/dia. Después del sacrificio, se determiné la concentracion de TBA en la circulacion. Los datos se presentan
como media * desviacién estandar (DE). Los andlisis estadisticos se realizaron mediante una prueba t de Student.
usando el software Sigma Plot 11.0: Aceite de oliva frente a CCl4 (#: p <0,05; ##: p <0,01; ###: p <0,001) y CCl4 frente
aNTZ (*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001).

Descripcion detallada de la invencion

En la parte experimental de la presente solicitud, se muestra que los compuestos etanoato de [2-[(5-nitro-1,3-tiazol-2-
il)carbamoil]fenilo] (nitazoxanida) y 2-hidroxi-N-(5-nitro-2-tiazolil)benzamida (tizoxanida) tienen propiedades
antifibroticas en varios modelos de fibrosis.

Ademas, se demuestra que la NTZ, o su metabolito activo TZ, tienen la capacidad de prevenir la aparicion de niveles
alterados de acidos biliares en la circulacion en un modelo de lesién hepatica, mostrando la capacidad de NTZy TZ
para tratar enfermedades colestasicas. Por consiguiente, la presente invencién se refiere a nuevos usos terapéuticos
del compuesto NTZ o de un metabolito activo del mismo, tal como TZ o TZG.

En particular, la presente invencion se refiere al compuesto NTZ o TZ(G), o una sal farmacéuticamente aceptable de
NTZ o TZ(G), para su uso en un método para el tratamiento de un trastorno fibrético. La invencién se refiere también
a una composicion farmacéutica que comprende NTZ o TZ(G), o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos,
para su uso en un método para el tratamiento de un trastorno fibrético. Ademas, la invencion se refiere al uso de NTZ
o TZ(G), o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, para la fabricacion de un medicamento Util para el
tratamiento de un trastorno fibrético. La invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende
NTZ o TZ(G), o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos. La composicién farmacéutica segun la invencion
es Util para tratar un trastorno fibrético.

Aunque los agentes causantes o0 sucesos que inician trastornos fibréticos son bastante diversos y su patogénesis es
variable, una caracteristica comun en los tejidos afectados es la presencia de una gran cantidad de fibroblastos
activados llamados miofibroblastos ((Rosenbloom, Mendoza et al., 2013)). El estimulo fibrético tal como TGFB1 puede
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inducir la diferenciacion de fibroblastos en miofibroblastos (Leask y Abraham, 2004; Leask, 2007). Los miofibroblastos
son fibroblastos metabdlica y morfolégicamente distintivos cuya activacion y proliferacién juegan un papel clave en el
desarrollo de la respuesta fibrética. Ademas, estos miofibroblastos presentan funciones bioldgicas Unicas que incluyen
la expresion de proteinas implicadas en la formacién de la matriz extracelular, tal como diferentes formas de colageno,
fibronectina y otras proteinas de la ECM. La induccién de la expresién de a-actina del musculo liso (a-SMA) es una
caracteristica distintiva reconocida de fibroblastos quiescentes para la diferenciacion a miofibroblastos activados y se
puede usar como una lectura fisiolégica para evaluar la potencia de los farmacos que interfieren con el proceso
fibrético. Los factores de crecimiento tumoral B8, y en especial el factor de crecimiento tumoral beta 1 (TGFB1), son
sefales fisioldgicas reconocidas que inducen la transformacién fenotipica de fibroblastos en miofibroblastos
profibréticos que expresan niveles altos de a-SMA y niveles altos de proteinas de la matriz extracelular, que luego son
secretadas y forman el tejido cicatricial fibrético.

Ademas, se sabe que la proliferacién y activacion de los fibroblastos es responsable de la produccion de varios
componentes del tejido conjuntivo (por ejemplo, colagenos, elastina, proteoglicanos y hialuronano) que constituyen la
matriz extracelular (Kendall y Feghali-Bostwick, 2014).

Inesperadamente, la NTZ, pero también su metabolito activo TZ, ponen de manifiesto propiedades antifibroticas ya
que estos compuestos reducian de manera dependiente de la dosis el nivel de a-SMA en células estrelladas hepaticas
inducidas por TGFB y en fibroblastos primarios de otros érganos. Ademas, el tratamiento con NTZ o TZ también
reprimia la expresion de colageno (Col1al) en HSC de rata activadas con TGFB, lo que confirma las propiedades
antifibréticas de ambas moléculas. La actividad antifibrética de la NTZ, o su metabolito TZ, también se demostré in
vivo usando un modelo de fibrosis hepatica inducida por CDAAc, en el que se ilustraban el menor contenido de
colageno hepatico y la menor area de fibrosis. Ademas, en el modelo de lesion hepatica inducida por CCl4, se mostro
que la NTZ, o su metabolito activo TZ, podria prevenir la induccion de niveles de acidos biliares en la circulacion, que
representan un marcador de enfermedades colestasicas.

La NTZ, TZ y TZG para su uso segun la invencion tienen la siguiente férmula (1), (Il) y (Ill) respectivamente:
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La NTZ y TZ eran conocidos por sus actividades antiparasitarias y antivirales, pero la técnica anterior no ensefia que
laNTZ, TZ y TZG tengan efectos anticolestasicos y antifibréticos.

Los autores de la invencion han demostrado de una manera nueva y original que estos compuestos tienen un efecto
terapéutico en el tratamiento de la colestasis o la fibrosis.

Por consiguiente, la invencion se refiere al compuesto NTZ o TZ(G), o una sal farmacéuticamente aceptable de NTZ
0 TZ (G), para su uso en un método para el tratamiento de un trastorno fibrético.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a la NTZ o TZ(G), o una sal farmacéuticamente aceptable de NTZ o
TZ(G), para su uso en la inhibicién de la proliferacién y/o activacién de fibroblastos. Como se conoce en la técnica, los
fibroblastos son responsables de la produccién de fibras de colageno u otros componentes del tejido conjuntivo de la
matriz extracelular.

Segun la presente invencion, los términos "fibrosis", "enfermedad fibrética", "trastorno fibrético" y derivados de los
mismos, indican una afeccion patolégica de depdsito excesivo de tejido conjuntivo fibroso en un érgano o tejido. Mas
especificamente, la fibrosis es un proceso patologico, que incluye una formacién de cicatrices fibroticas persistentes
y una sobreproduccién de matriz extracelular por el tejido conjuntivo, como respuesta al dafo tisular. Fisioldgicamente,
el deposito de tejido conjuntivo puede destruir la arquitectura y funcién del 6rgano o tejido subyacente.

Segun la presente invencion, la fibrosis o trastorno fibrético puede estar asociado con cualquier fibrosis de 6rganos o
tejidos. Los ejemplos ilustrativos, no limitantes de fibrosis de érganos particulares incluyen fibrosis hepatica, intestinal,
renal, cutanea, epidérmica, endodérmica, muscular, de tendoén, cartilago, cardiaca, pancreatica, pulmonar, Utero,
sistema nervioso, testicular, pene, ovario, glandula suprarrenal, arteria, vena, colon, intestinal (p. €j., intestino delgado),
via biliar, tejido blando (p. €j., mediastino o retroperitoneo), médula dsea, articular o estomacal, en particular fibrosis
hepatica, renal, cutanea, epidérmica, endodérmica, muscular, de tendén, cartilago, cardiaca, pancreatica, pulmonar,
utero, sistema nervioso, testicular, ovario, glandula suprarrenal, arteria, vena, colon, intestinal (p. €j., intestino delgado),
via biliar, tejido blando (p. €j., mediastino o retroperitoneo), médula ésea, articular o estomacal.

Segun la presente descripcién, los términos "colestasis" o "enfermedad colestasica" o "trastorno colestasico” y
derivados de los mismos indican una afeccion patolégica definida por una disminucion en el flujo biliar debido a la
secrecién deteriorada por hepatocitos o a la obstruccién del flujo biliar a través de vias biliares intra o extrahepaticos.
Por tanto, la definicién clinica de colestasis es cualquier afeccién en la que son retenidas sustancias que normalmente
se excretan en la bilis.

En unarealizacion particular, el trastorno fibrético se selecciona en el grupo que consiste en fibrosis hepatica, intestinal,
pulmonar, cardiaca, renal, muscular, cutanea, de tejido blando (p. ej., mediastino o retroperitoneo), médula ésea,
intestinal y articular (p. €j., rodilla, hombro u otras articulaciones).

En una realizacion preferida, el trastorno fibrético se selecciona del grupo que consiste en fibrosis hepatica, pulmonar,
cutanea, renal e intestinal.

En una realizacién mas preferida de la presente invencion, el trastorno fibrotico tratado se selecciona del grupo que
consiste en la siguiente lista no exhaustiva de trastornos fibréticos: esteatohepatitis no alcohélica (NASH), fibrosis
pulmonar, fibrosis pulmonar idiopatica, fibrosis cutanea, fibrosis ocular, fibrosis endomiocardica, fibrosis de mediastino,
mielofibrosis, fibrosis retroperitoneal, fibrosis masiva progresiva (una complicacion de la neumoconiosis de los
trabajadores del carbén), fibrosis proliferativa, fibrosis neoplasica, fibrosis pulmonar consecutiva a enfermedad
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inflamatoria crénica de las vias respiratorias (EPOC, asma, enfisema, pulmdn de fumador, tuberculosis), fibrosis
hepatica inducida por alcohol o farmacos, cirrosis hepéatica, fibrosis hepatica inducida por infeccién, fibrosis inducida
por radiaciéon o quimioterapia, fibrosis sistémica nefrogénica, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, queloide, infarto
de miocardio antiguo, esclerodermia/esclerosis sistémica, artrofibrosis, algunas formas de capsulitis adhesiva,
colangiopatias fibrosantes cronicas tales como colangitis esclerosante primaria (PSC), colangitis biliar primaria (PBC),
atresia biliar, colestasis intrahepatica familiar tipo 3 (PFIC3), fibrosis periimplantacional y asbestosis.

Segun una realizacién particular de la descripcion, la enfermedad colestésica se selecciona del grupo que consiste en
colangitis biliar primaria (PBC), colangitis esclerosante primaria (PSC), colestasis intrahepatica del embarazo,
colestasis intrahepética familiar progresiva, atresia biliar, colelitiasis, colangitis infecciosa, colangitis asociada con
histiocitosis de células de Langerhans, sindrome de Alagille, escasez ductal no sindrémica, colestasis inducida por
farmacos y colestasis asociada a nutricion parenteral total. En una realizacion particular, la enfermedad colestasica es
PBC o PSC, en particular PBC

El término "tratamiento” o "tratar" se refiere al tratamiento curativo o preventivo de un trastorno fibrético en un sujeto que
lo necesite. El tratamiento implica la administracién del compuesto, en particular comprendido en una composicion
farmacéutica, a un sujeto que tiene un trastorno declarado, es decir, a un paciente, para curar, retrasar, invertir o ralentizar
la progresion del trastorno, mejorando asi la afeccion del sujeto. También se puede administrar un tratamiento a un sujeto
que esté sano o que tenga riesgo de desarrollar un trastorno fibrético para prevenir o retrasar el trastorno.

Por lo tanto, segun la invencion, el tratamiento de un trastorno fibrético implica la administracion de NTZ o TZ(G), o de
una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, o de una composicion farmacéutica que los contiene, a un sujeto
que tiene un trastorno declarado, para curar, retrasar, invertir o ralentizar la progresion del trastorno, mejorando asi la
afeccion del paciente, o a un sujeto sano, en particular un sujeto que esta en riesgo de desarrollar un trastorno
colestasico o fibrético.

El sujeto que se va a tratar es un mamifero, preferiblemente un ser humano. El sujeto que se va a tratar de acuerdo
con la invencién se puede seleccionar basandose en varios criterios asociados a enfermedades colestasicas o
fibréticas tales como tratamientos farmacoldgicos previos, patologias asociadas, genotipo, exposicion a factores de
riesgo, infeccidn viral, asi como basandose en la deteccion de cualquier biomarcador relevante que se pueda evaluar
por métodos de generacién de imagenes y métodos inmunoldgicos, bioquimicos, enzimaticos, quimicos o de deteccion
de é&cidos nucleicos.

La sintesis de NTZ o TZ se puede llevar a cabo, por ejemplo, como describen Rossignol y Cavier, 1975, o por cualquier
otra forma de sintesis conocida por un experto en la técnica. La TZG se puede sintetizar, por ejemplo, de acuerdo con un
método de sintesis conocido en la técnica, tal como en Wadouachi 2011. S'agit-il de A Wadouachi, J Kovensky, "Synthesis
of Glycosides of Glucuronic, Galacturonic and Mannuronic Acids: An Overview", Molecules, 2011, 16 (5), 3933-3968.

En una realizacién particular, el tratamiento de un trastorno fibrético puede comprender la administracion de una
combinacion tanto de NTZ como TZ(G), o de una sal farmacéuticamente aceptable de NTZ y TZ(G). Segun una
variante de esta realizacién, tanto NTZ como TZ(G) estan comprendidos juntos en una Unica composicion.

En otra variante de esta realizacion, NTZ y TZ(G) son para administracion simultanea, secuencial o separada en
terapia, por lo que posiblemente se incluyan en diferentes composiciones. En caso de administracién secuencial, la
NTZ se puede administrar antes de la administracion de TZ(G), o TZ(G) se puede administrar antes de la
administracién de NTZ. Como tal, la invencién también se refiere a un kit de partes que comprende (i) NTZ o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicion farmacéutica que comprende NTZ o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo; y (ii) TZ(G) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una
composicion farmacéutica que comprende TZ(G) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para
administracion simultanea, secuencial o separada.

NTZ o TZ(G) se pueden formular como sales farmacéuticamente aceptables, en particular sales de acido o base
compatibles con el uso farmacéutico. Las sales de NTZ y TZ(G) incluyen sales de adicion de acido farmacéuticamente
aceptables, sales de adicién de base farmacéuticamente aceptables, sales metdlicas farmacéuticamente aceptables,
sales de amonio y de amonio alquilado. Estas sales se pueden obtener durante la etapa de purificacién final del
compuesto o incorporando la sal al compuesto previamente purificado.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto
seleccionado de NTZ o TZ(G), o una sal farmacéuticamente aceptable de NTZ o TZ(G), para su uso en un método de
tratamiento de una enfermedad fibrética.

La composicion farmacéutica que comprende NTZ o TZ(G), en particular para su uso en un método para el tratamiento
de un trastorno fibrético, también puede comprender uno o varios excipientes o vehiculos farmacéuticamente
aceptables (p. €j., soluciones salinas, soluciones fisiolégicas, soluciones isotonicas, etc., compatibles con el uso
farmacéutico y bien conocido por un experto en la técnica).

Estas composiciones también pueden comprender ademas uno o varios agentes o vehiculos elegidos entre
dispersantes, solubilizantes, estabilizantes, conservantes, etc. Los agentes o vehiculos utiles para estas formulaciones
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(liquidos y/o inyectables y/o sélidos) son en particular metilcelulosa, hidroximetilcelulosa, carboximetilcelulosa,
polisorbato 80, manitol, gelatina, lactosa, aceites vegetales, goma arabiga, liposomas, etc.

Estas composiciones se pueden formular en forma de suspensiones inyectables, jarabes, geles, aceites, pomadas,
pildoras, comprimidos, supositorios, polvos, capsulas de gel, capsulas, aerosoles, etc., finalmente mediante formas
galénicas o dispositivos que aseguren una liberacion prolongada y/o lenta. Para este tipo de formulaciones se pueden
usar ventajosamente agentes tales como celulosa, carbonatos o almidones.

La NTZ o TZ(G) se pueden administrar por diferentes vias y en diferentes formas. Por ejemplo, el/los compuesto(s) se
pueden administrar por un modo sistémico, via oral, parenteral, por inhalacién, por pulverizacion nasal, por instilacion
nasal, o por inyeccion, tal como por ejemplo por via intravenosa, por via intramuscular, por via subcutanea, por via
transdérmica, por via tépica, por via intraarterial, etc.

Por supuesto, la via de administracion se adaptara a la forma de la NTZ o TZ(G) de acuerdo con procedimientos bien
conocidos por los expertos en la técnica.

En una realizacion particular, el compuesto se formula en forma de un comprimido. En otra realizacion particular, el
compuesto se administra por via oral.

La NTZ o TZ(G), o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, se administra en una cantidad
terapéuticamente eficaz. En el contexto de la invencién, la expresidn "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad del
compuesto suficiente para producir el efecto terapéutico deseado.

La frecuencia y/o la dosis respecto a la administracién puede ser adaptada por un experto en la técnica, en funcion
del paciente, la patologia, la forma de administracion, etc. Tipicamente, la NTZ o TZ(G) se pueden administrar para el
tratamiento de una enfermedad colestésica o fibrética en una dosis comprendida entre 0,01 mg/dia y 4000 mg/dia, tal
como de 50 mg/dia a 2000 mg/dia, tal como de 100 mg/dia a 2000 mg/dia; y en particular de 100 mg/dia a 1000
mg/dia. En una realizacion particular, la NTZ, TZ(G), o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, se
administra en una dosis de aproximadamente 1000 mg/dia (es decir, en una dosis de 900 a 1100 mg/dia), en particular
1000 mg/dia. En una realizacion particular, la NTZ, TZ(G), o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, se
administra por via oral en una dosis de aproximadamente 1000 mg/dia, en particular de 1000 mg/dia, en particular
como un comprimido. La administracion se puede realizar diariamente o incluso varias veces al dia, si es necesario.
En una realizacion, el compuesto se administra al menos una vez al dia, tal como una vez al dia, dos veces al dia o
tres veces al dia. En una realizacién particular, el compuesto se administra una o dos veces al dia. En particular, la
administracién oral se puede realizar una vez al dia, durante una comida, por ejemplo durante el desayuno, almuerzo
0 cena, tomando un comprimido que comprende el compuesto en una dosis de aproximadamente 1000 mg, en
particular en una dosis de 1000 mg. En ofra realizacién, se administra un comprimido por via oral dos veces al dia, tal
como administrando un primer comprimido que comprende el compuesto en una dosis de aproximadamente 500 mg
(es decir, en una dosis de 450 a 550 mg), en particular en una dosis de 500 mg, durante una comida, y se administra
un segundo comprimido que comprende el compuesto en una dosis de aproximadamente 500 mg, en particular en
una dosis de 500 mg, durante otra comida el mismo dia.

De manera adecuada, el curso del tratamiento con NTZ, TZ(G) o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos
es durante al menos 1 semana, en particular durante al menos 2, 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 15, 20 0 24 semanas 0 mas.
En particular, el curso del tratamiento con NTZ, TZ(G) o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos es
durante al menos 1 ano, 2 anos, 3 anos, 4 anos o al menos 5 anos.

En una realizacion particular, la invencién se refiere al tratamiento de una enfermedad fibrética, en particular fibrosis
hepatica, mas particularmente fibrosis hepatica consecutiva a NASH, en un paciente que lo necesite, que comprende
administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de NTZ o TZ(G) o de una sal farmacéuticamente
aceptable de NTZ o TZ(G), en particular administrar NTZ en una dosis de 1000 mg/dia, en particular administrar un
comprimido que contiene 500 mg de NTZ dos veces al dia, en particular durante dos comidas diferentes.

En una realizacion particular, la invencion se refiere al uso de NTZ o TZ(G), o una sal farmacéuticamente aceptable
de NTZ o TZ(G) para el tratamiento de una enfermedad fibrética, en combinacién con al menos otro agente
terapéuticamente activo con actividad antifibrética conocida. Segun una variante de esta realizacién, la NTZ o TZ(G)
se pueden combinar con cualquier compuesto antifibrético tal como pirfenidona o inhibidores de tirosina quinasa
receptor (RTKI) tales como nintedanib, sorafenib y otros RTKI, o bloqueadores del receptor de angiotensina Il (AT1),
o inhibidor de CTGF, o cualquier compuesto antifibrético susceptible de interferir con las rutas activadas por TGFB y
BMP, incluyendo activadores del complejo TGF latente tales como MMP2, MMP9, THBS1 o integrinas de la superficie
celular, receptores de TGFR tipo | (TGFBRI) o tipo Il (TGFBRII) y sus ligandos tales como TGF, activina, inhibina,
nodal, hormona antimilleriana, GDF o BMP, correceptores auxiliares (también conocidos como receptores de tipo lll),
o componentes de la ruta candnica dependiente de SMAD que incluyen proteinas SMAD reguladoras o inhibidoras, o
miembros de las rutas independientes de SMAD o no canédnicas que incluyen varias ramas de sefalizacién de MAPK,
TAK1, rutas de sefalizacion de GTPasa tipo Rho, rutas de fosfatidilinositol-3 quinasa/AKT, proceso de EMT inducido
por TGF o rutas de sefalizacién de Hedgehog candnicas y no canénicas que incluyen ligandos de Hh o genes diana,
o cualquier miembro de las rutas WNT o Notch que son susceptibles de influir en la sefalizacién de TGF.
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Por lo tanto, la invencion también se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un compuesto
seleccionado de NTZ o TZ(G), o una sal farmacéuticamente aceptable de NTZ o de TZ(G), en combinacién con al
menos un agente terapéuticamente activo con actividad antifibrética conocida seleccionado de pirfenidona o
inhibidores de tirosina quinasa receptor (RTKI) tales como nintedanib, sorafenib y otros RTKI, o bloqueadores del
receptor de angiotensina Il (AT1), o inhibidor de CTGF, o cualquier compuesto antifibrotico susceptible de interferir
con las rutas activadas por TGFB y BMP, incluyendo activadores del complejo TGFf latente tales como MMP2, MMP9,
THBSH1 o integrinas de la superficie celular, receptores de TGFp tipo | (TGFBRI) o tipo Il (TGFBRII) y sus ligandos
tales como TGF, activina, inhibina, nodal, hormona antimdilleriana, GDF o BMP, correceptores auxiliares (también
conocidos como receptores de tipo lll), o componentes de la ruta candnica dependiente de SMAD que incluyen
proteinas SMAD reguladoras o inhibidoras, o miembros de las rutas independientes de SMAD o no candnicas que
incluyen varias ramas de sefalizacién de MAPK, TAK1, rutas de sefializacion de GTPasa tipo Rho, rutas de
fosfatidilinositol-3 quinasa/AKT, proceso de EMT inducido por TGFB o rutas de sefalizacion de Hedgehog canénicas
y no candnicas que incluyen ligandos de Hh o genes diana, o cualquier miembro de las rutas WNT o Notch que son
susceptibles de influir en la sefalizacion de TGF, para su uso en un método para tratar un trastorno fibrético.

En ofra realizacion particular, otras clases de moléculas que también se podrian combinar con NTZ o TZ(G) incluyen
inhibidores de JAK/STAT u otros agentes antiinflamatorios y/o inmunosupresores. Una lista no exhaustiva de estos
agentes incluye, pero no se limita a glucocorticoides, AINE, ciclofosfamida, nitrosoureas, analogos del &cido félico,
analogos de purina, analogos de pirimidina, metotrexato, azatioprina, mercaptopurina, ciclosporina, miriocina, tacrolimus,
sirolimus, derivados del acido folico, fingolimod y otros moduladores del receptor de esfingosina-1-fosfato, anticuerpos
monoclonales y/o policlonales contra objetivos tales como citoquinas proinflamatorias y receptores de citoquinas
proinflamatorias, receptor de células T, integrinas. Otras clases de moléculas que también se podrian combinar con NTZ
o TZ(G) incluyen moléculas que podrian mejorar potencialmente la exposicién o el efecto de NTZ o TZ(G).

En otra realizacion particular, la invencion se refiere a una combinacién de NTZ, TZ(G) o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos, con al menos otro agente terapéuticamente activo con actividad antifibrética conocida, o con
inhibidores de JAK/STAT, u otros agentes antiinflamatorios y/o inmunosupresores. La combinacién puede ser en forma
de una Unica composicion farmacéutica que comprende los diferentes ingredientes activos, incluyendo NTZ, TZ(G) o una
sal farmacéuticamente aceptable de los mismos. En una variante, la combinacién es un kit de partes que comprende
NTZ, TZ(G) o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, y otro principio activo tal como otro agente
antifibrético, un inhibidor de JAK/STAT u otro agente antiinflamatorio o inmunosupresor. Dicho kit de partes puede ser
para la administracién simultanea, separada o secuencial para el tratamiento de un trastorno colestasico o fibrotico.

En otra realizacion, el compuesto NTZ o TZ(G), o una combinaciéon de NTZ y TZ(G), se administra como el Gnico
principio activo. Por consiguiente, la invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un
compuesto seleccionado de NTZ o TZ(G), o una sal farmacéuticamente aceptable de NTZ o de TZ(G), o una mezcla
de los mismos, para su uso en un método para tratar un trastorno fibrético, en donde dicho(s) compuesto(s) es(son)
el Unico principio activo en la composicion

En una realizacion adicional, la presente invencién proporciona métodos de tratamiento de enfermedades colestaticas
o fibréticas que comprende la administracion de NTZ o TZ(G), o una sal farmacéuticamente aceptable de NTZ o TZ(G),
en particular en forma de una composicion farmacéutica que contiene NTZ o TZ.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un kit de piezas que comprende:
- Nitazoxanida o una sal farmacéuticamente aceptable de nitazoxanida; y
- Tizoxanida o una sal farmacéuticamente aceptable de tizoxanida.

Los compuestos del kit de partes de la invencion se administran de forma simultdnea, separada o secuencial para el
tratamiento de un trastorno fibrotico.

En otra realizacion, la invencion proporciona un método para el tratamiento de enfermedades fibréticas que comprende
administrar dos veces al dia a un paciente que lo necesite, que tiene una enfermedad colestasica o fibrética (en
particular a un paciente con NASH o a un paciente que tiene una fibrosis hepatica) un comprimido que contiene 500
mg de NTZ, en particular durante una comida (tal como durante el desayuno, el almuerzo o la cena).

La invencion se describe adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos
Materiales y métodos

Los compuestos se disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO, Fluka n.% cat. 41640). La nitazoxanida (INTERCHIM n.®
cat. RQ550U) y tizoxanida (INTERCHIM n.® cat. RP253) se obtuvieron comercialmente.

Cultivo de hHSC

Las células estrelladas hepaticas primarias humanas (hHSC) (Innoprot) se cultivaron en medio STeCM (ScienCell n.2
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cat. 5301) que se complementdé con 2% de suero bovino fetal (FBS, ScienCell n.? cat. 0010), 1% de
penicilina/estreptomicina (ScienCell n.? cat. 0503) y suplemento de crecimiento de células estrelladas (SteCGS;
ScienCell n.? cat. 5352). Los matraces de cultivo celular se recubrieron con poli-L-lisina (Sigma n.? cat. P4707) para
una mejor adherencia.

Activacion de hHSC con TGF-B1

Las células estrelladas hepaticas primarias humanas (hHSC) (Innoprot) se cultivaron en condiciones estandar, como
se ha descrito antes. Posteriormente, las células se sembraron en placas con una densidad de 7 x 10* células/pocillo
en placas de 24 pocillos para estudios de expresion génica, y con una densidad de 2 x 10* células/pocillo en placas
de 96 pocillos para la medicién de a-SMA por ELISA. Al dia siguiente, se retir6 el medio de cultivo celular y las células
se lavaron con PBS (Invitrogen n.? cat. 14190). Las hHSC se privaron durante 24 horas en medio sin suero y sin
SteCGS. Para los tratamientos con NTZ o TZ, las hHSC privadas de suero se preincubaron durante 1 hora con los
compuestos seguido de la adicién de los estimulos profibrogénicos TGFB1 (PeproTech n.2 cat. 100-21, 1 ng/ml) en
medio sin suero y sin SteCGS durante un periodo adicional de 24 o 48 horas (el punto de tiempo se indica en las
leyendas de las figuras). Al final del tratamiento, las células se lavaron con PBS (Invitrogen, n.2 de cat. 14190) antes
de la adicién de 50 pl de tampon de lisis (reactivo CelLyticTM MT; Sigma n.© C3228). Después, las placas se incubaron
durante 30 min en hielo usando un agitador de placa, antes de almacenamiento a -20°C.

Activacién de HSC de rata con TGFB1:

Las células estrelladas hepaticas primarias de rata (rHSC) (Innoprot) se cultivaron en medio STeCM (ScienCell n.? cat.
5301) que se complement6 con suero bovino fetal al 2% (FBS, ScienCell n.? cat. 0010), 1% de penicilina/estreptomicina
(ScienCell n.? cat. 0503) y suplemento de crecimiento de células estrelladas (SteCGS; ScienCell n.? cat. 5352). Para los
experimentos de activacién con TGFB1, las rHSC se sembraron en placa con una densidad de 10x103 células por pocillo
en placas de 96 pocillos. Al dia siguiente, se retird el medio de cultivo celular y las células se lavaron con PBS (Invitrogen
n.? cat. 14190). Las rHSC se privaron durante 24 horas en medio sin suero y sin SteCGS. Para los tratamientos con NTZ
o TZ, las rHSC privadas de suero se preincubaron durante 1 hora con los compuestos seguido de la adicion de los
estimulos profibrogénicos TGFB1 (PeproTech n.? cat. 100-21, 3 ng/ml) en medio sin suero y sin SteCGS durante un
periodo adicional de 48 horas. Al final del tratamiento, las células se lavaron con PBS (Invitrogen, n.® de cat. 14190) antes
de la adicion de 50 pl de tampén de lisis (reactivo CelLyticTM MT; Sigma n.? C3228). A continuacion, las placas se
incubaron durante 30 min en hielo usando un agitador de placa, antes de almacenamiento a -20°C.

Activacion de NHLF con TGFB1

Los fibroblastos de pulmén humanos normales (NHLF) (Lonza) se cultivaron en medio basal de fibroblastos (FBM)
(Lonza n.? cat. CC-3131) que se complement6 con el kit FGM-2 SingleQuots™ (Lonza n.? cat. CC-3132). El medio
completo contiene suero bovino fetal al 2%. Para los experimentos de activacion con TGFB1, los NHLF se sembraron
en placa con una densidad de 5x10° células por pocillo en placas de 96 pocillos. Al dia siguiente, se retird el medio de
cultivo celular y las células se lavaron con PBS (Invitrogen n.? cat. 14190). Los NHLF se privaron durante 24 horas en
medio sin suero, sin insulina y sin rhFGF-B. Para los tratamientos con NTZ o TZ, los NHLF privados de suero se
preincubaron durante 1 hora con los compuestos seguido de la adicién de los estimulos profibrogénicos TGFB1
(PeproTech n.? cat. 100-21, 1 ng/ml) en medio sin suero, sin insulina y sin rhFGF-B durante un periodo adicional de
48 horas. Al final del tratamiento, las células se lavaron con PBS (Invitrogen, n.2 de cat. 14190) antes de la adicién de
50 pl de tampén de lisis (reactivo CelLyticTM MT; Sigma n.2 C3228). Después, las placas se incubaron durante 30 min
en hielo usando un agitador de placa, antes de almacenamiento a -20°C.

Activacién de NHCF-V con TGFB1:

Los fibroblastos cardiacos humanos normales (ventriculo) (NHCF-V) (Lonza) se aislaron de tejido cardiaco adulto
normal. Las células se cultivaron en medio basal de fibroblastos (FBM) (Lonza n.? cat. CC-3131) que se complementd
con el kit FGM™.-3 BulletKit™ (Lonza n.2 cat. CC-4525). El medio completo contiene suero bovino fetal al 10%. Para
los experimentos de activacion con TGFB1, el NHCF-V se sembro en placas con una densidad de 6x108 células por
pocillo en placas de 96 pocillos. Al dia siguiente, se retir6 el medio de cultivo celular y las células se lavaron con PBS
(Invitrogen n.? cat. 14190). Los NHCF se privaron durante 24 horas en medio sin suero, sin insulina y sin rhFGF-B.
Para los tratamientos con NTZ o TZ, los NHCF privados de suero se preincubaron durante 1 hora con los compuestos
seguido de la adicion del estimulo profibrogénico TGFB1 (PeproTech n.? cat. 100-21, 3 ng/ml) en medio sin suero, sin
insulina y sin rhFGF-B durante un periodo adicional de 48 horas. Al final del tratamiento, las células se lavaron con
PBS (Invitrogen, n.? de cat. 14190) antes de la adicion de 50 pl de tamp6n de lisis (reactivo CelLyticTM MT; Sigma n.°
C3228). Después, las placas se incubaron durante 30 min en hielo usando un agitador de placa, antes de
almacenamiento a -20°C.

Activacion de InMyoFib con TGFB1:

Los miofibroblastos intestinales humanos (InMyoFib) (Lonza) se cultivaron en medio basal de células de musculo liso
(SmBM-2TM) (Lonza n.? cat. CC-3181) que se complementé con SmGMTM-2 BulletKit TM (Lonza n.? cat. CC-4149).
El medio completo contiene suero bovino fetal al 5%. Para los experimentos de activacion con TGFB1, los inMyoFib
se sembraron en placa con una densidad de 10x103 células por pocillo en placas de 96 pocillos. Al dia siguiente, se
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retird el medio de cultivo celular y las células se lavaron con PBS (Invitrogen n.? cat. 14190). Los InMyoFib se privaron
durante 24 horas en medio sin suero, sin insulina y sin rhFGF-B. Para los tratamientos con NTZ o TZ, los InMyoFib
privados de suero se preincubaron durante 1 hora con los compuestos seguido de la adicién de los estimulos
profibrogénicos TGFB1 (PeproTech n.? cat. 100-21, 3 ng/ml) en medio sin suero, sin insulina y sin rhFGF-B durante
un periodo adicional de 48 horas. Al final del tratamiento, las células se lavaron con PBS (Invitrogen, n.2 de cat. 14190)
antes de la adicion de 50 pl de tampon de lisis (reactivo CelLyticTM MT; Sigma n.? C3228). Después, las placas se
incubaron durante 30 min en hielo usando un agitador de placa, antes de almacenamiento a -20°C.

ELISA de a-SMA

El nivel de a-SMA se midi6 usando un ELISA tipo sandwich. Brevemente, los pocillos de una placa ELISA se
recubrieron primero con el anticuerpo de captura (monoclonal de ratén anti-ACTA2, Abnova) a 4°C durante la noche.
Después de 3 lavados en PBS + Tween 20 al 0,2%, se anadié una solucién de bloqueo que consistia en PBS + BSA
al 0,2% durante una hora seguido de otro ciclo de lavado. Los lisados de células se transfirieron a los pocillos para la
unién al anticuerpo de captura durante un periodo de 2 h a temperatura ambiente. Después del procedimiento de
lavado, se afiadié el anticuerpo de deteccién (monoclonal de ratén anti-ACTA2 biotinilado, Abnova) durante 2 horas a
temperatura ambiente seguido de 3 lavados. Para la deteccién, se aplicé primero una estreptavidina conjugada con
HRP (R&D Systems n.® cat. DY998) durante 30 min a temperatura ambiente. Después del lavado, se afadié el sustrato
HRP TMB (BD, n.? 555214) y se incubd durante 7 min a temperatura ambiente en la oscuridad. Tras la oxidacion, la
TMB forma un producto de reaccién azul soluble en agua que se vuelve amarillo con la adicion de acido sulfurico
(solucién de parada), lo que permite una medicion precisa de la intensidad a 450 nm usando un espectrofotometro. El
color desarrollado es directamente proporcional a la cantidad de a-SMA presente en el lisado.

Expresion de genes

El ARN total se aisl6 usando Nucleospin® 96 RNA (Macherey Nagel) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
ARN totales (500 ng para muestras in vitro) se transcribieron de forma inversa en ADNc usando M-MLV RT
(transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina de Moloney) (Invitrogen n.° cat. 28025) en tamp6n 1X RT
(Invitrogen), DTT 1 mM (Invitrogen), dNTP 0,18 mM (Promega), 200 ng de pdN6 (Amersham) y 30 U de inhibidor de
RNasa (Promega).

Después se llev6 a cabo la PCR cuantitativa usando el sistema de deteccion de PCR en tiempo real de un solo color
MyiQ (Biorad). Brevemente, las reacciones de PCR se llevaron a cabo en formato de placa de 96 pocillos en 25 ul de
volumen total que contiene 1 pl de reaccién de transcripcién inversa, 0,5 ul de cebadores inversos y directos (10 pmol
cada uno) y 12,5 ul de 2X supermezcla de iQ SYBR Green (BioRad, 1725006 CUST). Las secuencias de los cebadores
se muestran en la tabla 1.

Tabla 1: Cebadores humanos

Nombre del cebador Secuencia (5 '-> 3')

36B4 directo CATGCTCAACATCTCCCCCTTCTCC
(SEQ ID NO: 1)

36B4 inverso GGGAAGGTGTAATCCGTCTCCACAG
(SEQ ID NO: 2)

COL1AT1 directo AGGCGAACAAGGTGACAGAG
(SEQ ID NO: 3)

COL1A1 inverso GCCAGGAGAACCAGCAGAG
(SEQ ID NO: 4)

Los niveles de expresion se normalizaron usando la expresion del gen 36B4 como referencia en muestras humanas.

Para cada gen, las curvas de referencia se dibujaron seleccionando los mejores puntos (al menos tres puntos) con el
fin de tener una eficiencia de la reaccion de PCR cercana a 100% y un coeficiente de correlacién cercano a 1. Los
niveles de expresion se determinaron usando la ecuacion de la curva de referencia tanto para el gen de mantenimiento
como para el gen objetivo (teniendo en cuenta la eficiencia de la PCR especifica de cada gen objetivo).

Evaluacion de la NTZ en un modelo de fibrosis hepatica crénica inducida por dieta CDAAc

El efecto antifibrotico de la NTZ se evalué en un modelo murino de fibrosis hepatica experimental inducida por dieta
CDAAc. Se alimentaron ratones C57BL/6 de 6 semanas de edad durante 12 semanas con una dieta de control (CSAA),
dieta CDAAc o dieta CDAAc complementada con NTZ 10 mg/kg/dia durante 12 semanas. El peso corporal y la ingesta
de alimentos se controlaron dos veces por semana. El Gltimo dia de tratamiento, los ratones se sacrificaron después
de un periodo de ayuno de 6 h. El higado se extirpd rapidamente para estudios bioquimicos e histolégicos.
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Todos los procedimientos con animales se realizaron de acuerdo con protocolos estandar y de acuerdo con las
recomendaciones estandar para el cuidado y uso adecuado de animales de laboratorio.

Evaluacion de la NTZ en modelo de dario hepatico inducido por CCl4
El efecto antifibrético de la NTZ se evalud en un modelo de rata de lesion hepética inducida por CCl4.

Las ratas OFA S;Dawley (peso corporal inicial 250-275 g) se asignaron aleatoriamente seglin su peso corporal a 4
grupos y se trataron durante 3 semanas. Se inyectd a las ratas por via intraperitoneal aceite de oliva (grupo ctrl) o
CCl4 emulsionado en aceite de oliva (CCl4:aceite de oliva 1:2 v/v, concentracion final de CCl4: 2 ml/kg) dos veces por
semana. Simultaneamente, los grupos a los que se inyecté aceite de oliva se sometieron a una dieta de control
mientras que los grupos a los que se inyecté CCl4 se sometieron a una dieta de control o una dieta complementada
con NTZ. Se prepararon 2 regimenes que contenian NTZ que correspondian, respectivamente, a una exposicion de
10 o 30 mg/kg/dia. El Ultimo dia de tratamiento, las ratas se sacrificaron después de un periodo de ayuno de 6 h. Se
recogieron muestras de sangre y se aisl6 el suero para analisis bioquimicos.

Evaluacion de la NTZ en el modelo DDC de colestasis:

Los ratones C57BL/6 se alimentaran durante 8 semanas con una dieta complementada con DDC al 0,1% o con una
dieta complementada con DDC al 0,1% que contenga NTZ 100 mg/kg/dia, o una dieta estandar para ratones (Ssniff).
El ultimo dia de tratamiento, los ratones se sacrificaran después de un periodo de ayuno de 6 h. Se tomaran muestras
de sangre para andlisis bioquimicos y el higado se extirpara rapidamente para estudios bioquimicos e histolégicos.

Evaluacion de la NTZ en un modelo de fibrosis hepatica cronica inducida por CCl4

Ratones C57BL/6 de 9 semanas de edad se someteran a una dieta de control o una dieta complementada con NTZ
durante 6 semanas. Se prepararan 2 regimenes que contengan NTZ que correspondan, respectivamente, a una
exposicion de NTZ de 30 o 100 mg/kg/dia. Simultaneamente, y durante un total de 6 semanas, los ratones se trataran
3 veces por semana con CCl4 disuelto en aceite de oliva o vehiculo mediante alimentacion con sonda oral. La cantidad
de CCl4 se aumentara progresivamente de 0,875 ml/kg a 2,5 ml/kg. El dGltimo dia de tratamiento, los ratones se
sacrificaran después de un periodo de ayuno de 6 h. Se recogeran muestras de sangre para analisis bioquimicos de
suero. El higado se extirpara rapidamente para estudios bioquimicos, histolégicos y de expresién.

Histologia
Inclusién y seccionamiento de tejidos:

Las laminas de higado se fijaron primero durante 12 horas en una solucién de formalina al 4%.. Después, los trozos
de higado se lavaron durante 30 minutos en PBS y se deshidrataron en soluciones de etanol (bafios sucesivos al 70,
80, 95 y 100% de etanol). Los trozos de higado se incubaron en tres bafios diferentes de xileno (Sigma-Aldrich n.© cat.
534056), seguidos de dos bafos en parafina liquida (56°C). Después, los trozos de higado se pusieron en rejillas que
se llenaron suavemente con Histowax® para cubrir completamente el tejido.

Los bloques de parafina que contenian los trozos de tejido se sacaron de las rejillas y se almacenaron a temperatura
ambiente. Los bloques de higado se cortaron en laminas de 3 pm.

Tincién con rojo picrosirius

Las secciones de higado se desparafinaron, se rehidrataron y se incubaron durante 15 minutos en una solucion de
Fast Green FCF al 0,1% (Sigma-Aldrich, n.® cat. F7258) antes de enjuagar en un bano de &cido acético al 0,5%
(Panreac, n.% cat. 131008.1611). Las secciones de higado se enjuagaron en agua y se incubaron durante 30 minutos
en una solucién de rojo sirius al 0,1% (Direct Red 80, Fluka n.? cat. 43665) en acido picrico acuoso saturado (Sigma-
Aldrich n.? cat. P6744). Las secciones de higado finalmente se deshidrataron y se montaron usando el medio CV
Mount (Leica, n.? cat. 14046430011).

Examenes histologicos

La identidad de la muestra de higado estaba oculta para el examinador. Se generaron laminas virtuales usando el
escaner Pannoramic 250 de 3D Histech. Usando el software Quant Center (3D Histech, que incluye los médulos
Pattern Quant e Histo Quant), se cuantificaron las areas tefiidas con colageno. Brevemente, se us6 Pattern Quant
para detectar la estructura de tejido relevante y medir la superficie. Después, se us6 Histo Quant para detectar el
contenido de colageno tefiido y para la medicién del area total y los porcentajes, basado en un método de umbral de
color. El area de fibrosis se expres6 como el porcentaje de superficie de colageno sobre el tejido entero.

Medicion del contenido de colageno hepatico

El contenido de colageno hepatico se determiné usando el kit QuickZyme adecuado (ensayo de coldgeno total, n.? cat.
QZB-totcol2). El ensayo se basa en la deteccién de hidroxiprolina, que es un aminoacido no proteinogénico que se
encuentra principalmente en la triple hélice del colageno. Por lo tanto, la hidroxiprolina en los hidrolizados tisulares se
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puede usar como una medida directa de la cantidad de colageno presente en el tejido (sin discriminacién entre
procolageno, colageno maduro y productos de degradacion del colageno).

Se requiere la hidrolisis completa de las muestras de tejido en HCI 6 M a 95°C antes de cuantificar la hidroxiprolina.
El ensayo da como resultado la generacion de un cromégeno con una absorbancia maxima a 570 nm. Los resultados
se expresan en mg de colageno/g de higado.

Evaluacion de la NTZ en el modelo de BDL

Se llevara a cabo ligadura quirtrgica de las vias biliares en ratas con el fin de inducir una colestasis extrahepatica y
posteriormente fibrosis hepatica. Después de un periodo de recuperaciéon de 2 semanas, los animales se trataran con
30 o 100 mg/kg/dia de NTZ durante una o dos semanas. El Ultimo dia de tratamiento, los ratones se sacrificaran
después de un periodo de ayuno de 6 h. Se recogeran muestras de sangre para analisis bioquimicos de suero. El
higado se extirpara rapidamente para estudios bioquimicos, histolégicos y de expresion.

Medicién de la concentracion plasmatica de acidos biliares totales

La concentracién plasmatica de acidos biliares totales (TBA) se determind usando el kit Randox adecuado para el
analizador automatico Daytona (Randox, n.? cat. Bl 3863). En presencia de tio-NAD, la enzima 3-a-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3-a HSD) convierte los acidos biliares en 3-cetoesteroides y tio-NADH. La reaccion es reversible y la
3-a HSD puede convertir 3-cetoesteroides y tio-NADFH en &cidos biliares y tio-NAD. En presencia de un exceso de
NADH, el ciclo de la enzima se produce de forma eficaz y la velocidad de formacién de tio-NADH se determina
midiendo el cambio especifico de absorbancia a 405 nm. Los resultados se expresan en pmol/l.

Resultados y conclusiones:

La persistencia anormal de miofibroblastos diferenciados es una caracteristica de muchas enfermedades fibréticas.
Después de una lesién hepatica, las HSC quiescentes experimentan un proceso de activacién que se caracteriza por
una diferenciacién en miofibroblastos positivos para (a-SMA). En un intento por encontrar nuevas moléculas
antifibroticas, se realizé el cribado fenotipico de una biblioteca de farmacos aprobados por la FDA en un modelo de
HSC humanas activadas con la citoquina profibrogénica TGFB1. Los niveles de a-SMA, una caracteristica distintiva
de las lesiones fibréticas, se usaron para evaluar la potencia de los farmacos para interferir con el proceso fibrético.
La campafa de cribado condujo a la identificacion de nitazoxanida (NTZ), que redujo de manera dependiente de la
dosis el nivel de a-SMA en las HSC inducidas por TGFB. En general, la NTZ presentaba una Clso comprendida entre
0,1y 3 uM (Fig. 1A). Puesto que se sabe que la NTZ se hidroliza rapidamente en un metabolito activo tizoxanida (TZ)
(Broekhuysen, Stockis et al., 2000), también se evalu6 la actividad antifibrética de este metabolito en HSC. La TZ
mostré un perfil similar al farmaco original con una CI50 comprendida entre 0,1 y 3 uM (Fig. 1B). Otros marcadores de
estimulacién de TGFB eran reducidos por ambos compuestos, incluyendo el colageno de matriz extracelular 1A1
(COL1A1) (Fig. 2). Los ensayos de toxicidad confirmaron que los niveles reducidos de a-SMA no se debian a la
toxicidad o apoptosis de HSC (datos no mostrados).

La NTZ y TZ también reducian los niveles de a-SMA en las HSC activadas por TGF[ derivadas de ratas (Fig. 3).
Ademas, el potencial antifibrético de la NTZ y TZ se extendia a fibroblastos derivados de otros tejidos, incluyendo los
fibroblastos pulmonares humanos normales (NHLF) (Fig. 4), fibroblastos cardiacos humanos normales (Fig. 5) y
miofibroblastos intestinales humanos (InMyoFib) (Fig. 6). En todos estos modelos de fibrosis, la NTZ y TZ mostraron
efectos antifibréticos significativos en una concentraciéon de 1 uM. La eficacia in vivo de la NTZ se evalué en un modelo
de fibrosis hepatica experimental inducida por dieta CDAA con colesterol. La administracion oral cronica de
nitazoxanida 10 mg/kg/dia demostré propiedades antifibréticas reflejadas por un contenido de colageno hepatico
significativamente menor (Fig. 7) y un area de fibrosis hepatica reducida por examen histoldgico (Fig. 8). En el modelo
in vivo de lesién hepatica inducida por CCls, la NTZ evitd el aumento patolégico de la concentraciéon de TBA en la
circulacion (Fig. 09), que es un marcador asociado con la colestasis (Chang 2013)

En conclusidn, los autores de la solicitud han descubierto actividades antifibréticas y anticolestaticas inesperadas para
el agente antiparasitario NTZ. Estos resultados demuestran que NTZ y/o su metabolito activo TZ pueden proporcionar
beneficios terapéuticos en enfermedades colestasicas y multiples tipos de enfermedades fibroticas.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en nitazoxanida (NTZ), tizoxanida (TZ) y glucurénido de
tizoxanida (TZG), y una sal farmacéuticamente aceptable de NTZ, TZ o TZG, para su uso en un método para el
tratamiento de un trastorno fibrético en un mamifero.

2. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el mamifero a tratar, preferiblemente un ser humano,
se seleccionar en base a criterios asociados con enfermedades fibréticas.

3. El compuesto para su uso segun la reivindicacién 1 o 2, en donde los criterios son tratamientos farmacoldgicos
previos, patologias asociadas, genotipo, exposicion a factores de riesgo e infeccién viral, asi como en base a la
deteccion de cualquier biomarcador relevante que se pueda evaluar por métodos de generacion de imagenes y
métodos inmunoldgicos, bioquimicos, enzimaticos, quimicos o de deteccion de acidos nucleicos.

4. El compuesto para su uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que se selecciona del grupo que consiste
en NTZy TZ, y una sal farmacéuticamente aceptable de NTZ o TZ.

5. El compuesto para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el trastorno fibrético es un
trastorno fibrético se selecciona del grupo que consiste en fibrosis hepatica, intestinal, pulmonar, cardiaca, renal,
muscular, cutanea, de tejido blando, médula ésea, intestinal y articular.

6. El compuesto para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el trastorno fibrético se
selecciona del grupo que consiste en fibrosis pulmonar, fibrosis pulmonar idiopatica, fibrosis masiva progresiva, fibrosis
proliferativa, fibrosis neoplésica, fibrosis pulmonar consecutiva a enfermedad inflamatoria crénica de las vias
respiratorias, fibrosis inducida por radiacion o quimioterapia y asbestosis.

7. El compuesto para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, comprendido en una composicién
farmacéutica.

8. El compuesto para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el compuesto se administra una
o dos veces al dia, a una dosis comprendida entre 100 mg/dia y 1000 mg/dia.

9. El compuesto para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para su uso en combinacion con al menos
glucocorticoides, AINE, ciclofosfamida, nitrosoureas, analogos de acido félico, analogos de purina, analogos de
pirimidina, metotrexato, azatioprina, mercaptopurina, ciclosporina, miriocina, tacrolimus, sirolimus, derivados de acido
micofendlico, fingolimod, y otros moduladores del receptor de esfingosina-1-fosfato, anticuerpos monoclonales y/o
policlonales contra dianas tales como citoquinas proinflamatorias y receptores de citoquinas proinflamatorias, receptor
de células T, integrinas.
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