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PRECURSORES DE NAD'ARA USO EN LA PREVENCION Y/0 TRATAMIENTO DE

ANEURISMAS AORTICOS HEREDITARIOS

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

5 La presente invencion se refiere a un precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD+),

o a una composicion farmaceutica que lo comprende, para uso en la prevencion de la

aparicion y/o el tratamiento de un aneurisma aortico de etiologia hereditaria que se caracteriza

por la presencia de una respiracion mitocondrial deficiente. Adicionalmente, la presente

invencion tambien se revere a una composicion nutraceutica que comprende un precursor de

10 nicotinamida adenine dinucleotido (NAD+), para uso en la prevencion de la aparicion de un

aneurisma aortico de etiologia hereditaria que se caracteriza por la presencia de una

respiracion mitocondrial deficiente.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

15 El aneurisma aortico (AA) es una patologia vascular compleja caracterizada por una dilatacion

permanente de la pared de los vasos sanguineos.

En funcion de su etiologia, pueden distinguirse dos tipos de AA: aneurismas aorticos causados

por un proceso degenerativo, asociado a factores de riesgo cardiovasculares y los aneurismas

aorticos asociados a desordenes hereditarios (AAH). Estos gltimos estan asociados con

20 mutaciones heredables de varios genes, incluyendo aquellos que codifican para proteinas de

la matriz extracelular (MEC), miembros de la via de senalizacion TGFj3 y componentes

actomiosinicos citoesqueletales de celulas vasculares lisas musculares (CMLVs)

Existen principalmente cinco desordenes autosomicos dominantes, conocidos actualmente,

que afectan a la estructura de las paredes arteriales: el sindrome de Marfan, el sindrome de

25 Loeys-Dietz, el sindrome de Ehlers-Danlos de tipo vascular, el sindrome de Cutis laxa y las

formas Familiares de Disecciones y Aneurismas Toracicos no sindromicos. El sindrome de

Marfan es el AAH mas comun, esta relacionado con mutaciones en la proteina extracelular

fibrilina-1 y sus sintomas tipicos cardiovasculares son la dilatacion aortica y la diseccion y

prolapso de la valvula mitral. Sus alteraciones cardiovasculares estan acompanadas por

30 caracteristicas patologias musculoesqueleticas y la luxacion del cristalino.

El AAH es un proceso tipicamente asintomatico que, por ello, no suele estar diagnosticado y

su progresion se encuentra asociada a consecuencias devastadoras, tales corno la ruptura

aortica y una muerte repentina debida a una hemorragia incontrolada. Desafortunadamente,

solamente existen a dia de hoy tratamientos farmacologicos limitados para retrasar la

35 progresion de dichos AAH, pero no existe ningun tratamiento para revertirlos. De hecho, las
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unicas opciones capaces de prevenir la ruptura por aneurisma son las reparaciones

endovasculares o cirugia Por dicho motivo existe una necesidad urgente para identificar los

mecanismos moleculares involucrados en los AA y, en particular, en los AA hereditarios para

desarrollar enfoques farmacologicos que no solo prevengan, sino que reviertan tambien

5 dichos aneurismas aorticos.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un precursor de nicotinamida adenina

dinucleotido (NAD+), para uso en la prevencion de la aparicion y/o el tratamiento de un

10 aneurisma aortico de etiologia hereditaria que se caracteriza por la presencia de una

respiracion mitocondrial deficiente.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion farmaceutica que

comprende un precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD+) y al menos un

excipiente nutraceuticamente aceptable, para uso en la prevencion de la aparicion y/o el

15 tratamiento de un aneurisma aortico de etiologia hereditaria que se caracteriza por la

presencia de una respiracion mitocondrial deficiente.

Adicionalmente, la presente invencion tambien se refiere a una composicion nutraceutica que

comprende un precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD+) y al menos un

excipiente nutraceuticamente aceptable, para uso en la prevencion de la aparicion de un

20 aneurisma aortico de etiologia hereditaria que se caracteriza por la presencia de una

respiracion mitocondrial deficiente.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Declive de la funcion mitocondrial en sindrome de Marfan

25 Analisis de secuenciacion de ARN de cuatro ratones Fbnf '"' con tres ratones Fbnf"'e
la misma camada (ratones macho de 20 semanas de edad). (1A) Prediccion de las principales

10 vias canonicas predichas por analisis IPA (Ingenuity Pathway Analysis) en base a genes

regulados diferencialmente. Las vias relativas al metabolismo estan marcadas en negrita;

P&0,01. (1B) Activacion o inhibicion de reguladores principales predichos por analisis IPA

30 (desviaciones&-2 corregidas y puntuacion z-& 4; P&0,05). (1C) Expresion de genes que

codifican complejos mitocondriales (Co) y enzimas de beta-oxidacion de acidos grasos, y

genes relacionados con la funcion mitocondrial y la glicolisis; p&0,05. (1D) Analisis RT-qPCR

de la expresion de ARNm de Tfam y (1E) analisis PCRq del contenido relativo de ADNmt, en

extractos aoiticos de ratones Ebnf '"'
y Fbn7" de 20 semanas de edad. (1F) Analisis RT-

35 qPCR de la expresion de ARNm de Tfam y PPargc1 y (1G) analisis qPCR del contenido
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relativo de ANDmt, en CMLVs transducidas con shFbnf- y respecto a shConfro/. (1H) Tasa

de consumo de oxigeno (OCR) en CMLVs shFbnf- y shContro/en condiciones de respiracion

basal (centro) y despues de la adicion del inhibidor del complejo V oligomicina (I) y fluoro-

carbonil ciano-fenilhidrazona (FCCP) (II) para medir la respiracion maxima (derecha), seguido

de una combinacion de rotenona y antimicina A (III). (1I) Niveles de lactato extracelular en

sobrenadantes de CMLVs shFbn7- y shConfro/. Analisis de muestras de aortas ascendentes

humanas de pacientes de sindrome de Marfan y de donantes control. (1J) contenido ADNmt

y (1K) expresion de ARNm de genes que codifican componentes de complejos mitocondriales

y de genes relacionados con la funcion mitocondrial y la glicolisis. (1L) Inmunohistoquimica y

cuantificacion. Analisis de fibroblastos dermicos primarios de 4 pacientes de sindrome de

Marfan y 4 individuos sanos (control): (1M y 1N) OCR en fibroblastos dermicos procedentes

de muestras humanas con sindrome de Marfan y controles en condiciones de respiracion

basal y despues de la adicion de oligomicina (I), (FCCP) (II) y una combinacion de rotenona y

antimicina A (III); (10) niveles extracelulares de lactato; (1P) analisis qPCR del contenido de

ADNmt y analisis PCTq-RT de la expresion de ARNm de TFAM y PPARGC 1A; (1Q) analisis

RT-qPCR de la expresion de ARNm de MT-ND1, SDHA, CYCS, MT-CO1, MY-ATP6 (grafica

superior), UCP2, H/F1A, y MYC (grafica inferior). Los datos de (1D-R) son medias + error

medio estandar. La significacion estadistica fue evaluada por el test de t-Student. *P & 0.05,
**P & 0.01, ***P & 0.001, ****P & 0 0001 frente los ratones controles, ratones Fbn 1+/+ (D, E),

shContro/ (F, G, H, I), o donantes sanos (J-Q).

Figura 2: Niveles del ARNm de Fbnf.

Expresion del ARNm de Fbnf despues de transduccion con shFbn7 o shContro/.

25 Figura 3: La ablacion condicional de Tfam en CMLVs produce una predisposicion a

aneurismas y disecciones aorticas similares a los ratones modelo de AAH.

30

35

(3A) Analisis PCRq-RT de la expresion de Tfam (izquierda) y analisis qPCR del contenido de

ADNmt (derecha) en extractos de aortas de ratones SM-Tfam" y SM-Tfam'espues de

tratamiento con tamoxifeno (Tmx) durante 28 semanas. (3B) Porcentaje de supervivencia

despues de tratamiento con inyecciones de Tmx en ratones SM-Tfam"' SM-Tfam', n=20.

(3C) Evolucion de la presion sanguinea (BP diastolica —derecha— y sistolica —izquierda-

despues de tratamiento con inyecciones de Tmx en ratones SM-Tfam"' SM-Tfam'. (3D)

Evolucion de los diametros maximos de la aorta ascendente (AsAo -izquierda) y aorta

abdominal (AbAo -derecha) despues de tratamiento con Tmx en ratones SM-Tfam" y SM-

Tfam'. (3E) Diseno experimental para los ensayos de la figura 3H: 56 dias (8 semanas)
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despues de tratamiento con inyecciones de Tmx, se implantaron minibombas de infusion del

hipertensor Angiotensina-II (Angll), en 6 ratones SM-Tfam" y 10 ratones SM-Tfam'. El

analisis por ultrasonidos y de la presion sanguinea (BP) se llevo a cabo 6 veces (triangulos

vacios). (3F) Evolucion de la presion sanguinea sistolica (arriba-izquierda) y diastolica (arriba-

derecha) y de los diametros maximos AsAo (abajo-izquierda) y AbAo (abajo-derecha) despues

de la infusion de Angll. (3G) Incidencia de aneurismas aorticos (izquierda) y porcentaje de

superwvencia (derecha) de ratones SM-Tfam" y SM-Tfamv con Angll de la misma cohorte

que los ratones de 3E. (3H) Incidencia y localizacion de disecciones aorticas (izquierda) y

hematomas intramurales (HIM) (derecha) en la misma cohorte de ratones mostrada en 3E.

(A, C, D, F) Se muestran datos con media+ error estandar medio. La significacion estadistica

fue analizada mediante el metodo de t-Student (A), mediante rango-logaritmico (Mantel-Cox)

(B,) o mediante ANOVA bidireccional (C, D, F).

Figura 4: Ablacion in vitro de Tfam en CMLVs.

15

20

25

CMLVs primarias de ratones Tfamflx/fix fueron transducidas con vectores lentivirales que

expresan GFP (proteina fluorescente verde, LV-Mock) o con que expresan Cre (LV-Cre) y

fueron analizadas 10 dias despues. (4A) Analisis de RT-qPCR de expresion de ARNm relativa

de Tfam, Mf-Nd1, Mf-Co 1 y S/c2a1. (4B) Analisis qPCR del contenido de ADNmt relativo. (4C)

Tasa de consumo de oxigeno (OCR) en condiciones de respiracion basales (abajo-izquierda)

y despues de la adicion de oligomicina (I) y FCCP (II) para medir la respiracion maxima (abajo-

derecha), seguido de una combinacion de rotenona y antimicina A (III). (4D) Niveles de lactato

extracelular normalizado. (4E) Evaluacion por PCRq-RT de la expresion relativa de ARNm de

los genes contractiles del musculo liso Myh11, Acfa2, Cnn1, y Smtn. (4F) Evaluacion de RT-

qPCR de la expresion relative de ARNm de genes de fenotipo sintetico de CMLVs: Spp1, Nos2,

Mmp9, y Mmp2.

Figura 5: El tratamiento con nicotinamida ribonucleosido mejora la homeostasis aortica

en un modelo de raton de sindrome de Marfan

30

35

(5A) Diseno experimental ratones macho controles (Ftin1") y del modelo de Sindrome de

Marfan (Fbn1 '"'G") de 16 semanas fueron tratados con nicotinamida ribonucleosido (NR) o

con vehiculo durante 28 dias (flechas). El analisis ecograficos y de presion sanguinea se llevo

a cabo 5 veces (triangulos): n=9. (5B) Evolucion del diametro maximo de AsAo (arriba-

izquierda) y AbAo (arriba-derecha) y de la presion sanguinea diastolica (abajo-izquierda) y

sistolica (abajo-derecha) durante el tratamiento con NR; n=g. (5C) Cuantificacion de las

rupturas de bandas elasticas en AsAo (izquierda) y AbAo (centro) y del grosor de la media
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aortica (derecha). (5D) Analisis RT-qPCR de ARNm de Tfam (izquierda) y mt-Co1 (derecha).

(5E) Analisis del contenido relativo de ADNmt. P«0,05, cambios en escala logaritmica. El

analisis estadistico fue evaluado mediante ANOVA bidireccional (C) o unidireccional (E-G). *P

& 0.05, **P & 0.01, ****P & 0.0001 para ratones Fbnt""'c'rente a ra/ones control Fbn1", ¹
P & 0.05, ¹¹¹¹P & O.para ratones Fbn1 '"'G'NR frente a ratones control Fbn1'"'G'0

15

20

25

Figura 6: El tratamiento con nicotinamida ribonucleosido mejora la respiracion

mitocondrial y el fenotipo contractil en celulas de sindrome de Marfan (MFS)

Se trataron CMLVs primarias, transducidas con shFbn1 o shControl, con nicotinamida

ribonucleosido (NR) durante 5 dias (6A) Tasa de consumo de oxigeno (OCR) en CMLVs

shFbn1 y shControl incubadas con o sin NR, en condiciones de respiracion basales (abajo-

izquierda) y despues de la adicion de oligomicina (I) y FCCP (II) para medir la respiracion

maxima (abajo-derecha), seguido de una combinacion de rotenona y antimicina A (III) (6B)

Nrveles extracelulares de lactato. (6C) Analisis de qPCR del contenido de ADNmt. (6D)

Analisis RT-qPCR de la expresion de ARNm de Tfam (izquierda), Ppargc1a (centro) y Mt-Cot

(derecha). (6E) Analisis RT-qPCR de la expresion de ARNm de Mmpg, Mmp2, Spp1, and

Co/1a1. Efecto del tratamiento con NR en fibroblastos dermicos de 4 pacientes de sindrome

de Marfan y 4 donantes sanos (control); las celulas fueron tratadas con NR durante 5 dias.

(6F) OCR (izquierda) en condiciones de respiracion basales (centro) despues de la adicion de

oligomicina (I) y FCCP (II) para medir la respiracion maxima (derecha), seguido por una

combinacion de rotenona y antimicina A (III). (6G) Niveles de lactato extracelulares. (6H)

Analisis PCRq del contenido de ADNmt. (61) Analisis de expresion de ARNm de MTCO1, MT-

ND6, TFAM, y HIF1A. (6J) Analisis de expresion de ARNm de COL1A1, ACAN, CNN2, y

TGFB3. La significacion estadistica fue evaluada por ANOVA unidireccional: *P & 0.05, **P &

0.01, ***P & 0.001, ****P & 0.0001 frente a ShControl (A-E) o frente Control (F-J); ¹ P & 0.05,

¹¹ P &0.01, ¹¹¹P & 0.001, ¹¹¹¹P & 0.0001 frente a ShFbn1 (A-E) o frente a MFS (F-J).

30

Figura 7: El tratamiento con NR de modelos in vitro de formas Familiares de

Disecciones y Aneurismas Aorticos Toracicos no sindromicos (FTAAD) y de sindrome

de Loeys-Dietz (LDS).

35

Efecto de NR en CMLVs primanas de raton que sobreexpresan ACTA2"" (7A1) o

TGFBR2 "''7A2) corno modelos de FTAAD y LDS respectivamente. Las CMLVs fueron

tratadas 5 dias con NR. (7A) OCR (izquierda) en condiciones de respiracion basales (centro)

y despues de la adicion de oligomicina (I) y FCCP (II) para medir la respiracion maxima

(derecha), seguido de una combinacion de rotenona y antimicina A (III). El panel inferior
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muestra los niveles extracelulares de lactato. (7B) Analisis qPCR del contenido relativo de

ADNmt. (7C) Analisis RT-qPCR de expresion de ARNm de Tfam, Mf-Co1 y Ppargc1a. (7D)

Analisis RT-qPCR de expresion de ARNm de Mmpg, Mmp2, Spp1, y Co/1a1. Los datos

mostrados son las medias + error medio estandar. La significacion estadistica fue evaluada

5 por ANOVA unidireccional *P & 0.05, **P & 0.01, ***P & 0.001, ****P & 0.0001 frente a Control;

¹ P & 0.05, ¹¹ P & 0.01,¹¹¹P & 0.001, ¹¹¹¹P & 0.0001 frente a tratamiento con NR.

Figura 8:Tratamiento con NR en ratones hembra modelo de sindrome de Marfan.

(8A) Diseno experimental: Ratones hembra Fbnf" and Fbn1 '"'c'e 16 semanas de edad

10 fueron tratados con vehiculo o NR durante 28 dias: n=4 ratones Fbn1", n=3 ratones
Fbn1""G" tratados con vehiculo; n=3 ratones Fbn1 '"'G" tratados con NR. Un analisis por

ecografria y de presion sanguinea (BP) fue llevado a cabo 5 veces (triangulos). (8B) Diametros

maximos de AsAo (aoita ascendente — arriba/izquierda) y AbAo (aorta abdominal-

arriba/derecha) y la BP diastolica (abajo/derecha) y sistolica (abajo/izquierda) despues de

15 tratamiento con NR. (8C) Cuantificacion de las rupturas de elastina en la AsAo (izquierda) y

el grosor de la capa media aortica(derecha). La significacion estadistica fue evaluada por

ANOVA bidireccional (8B) o unidireccional (8C). *P & 0.05, **P & 0.01, ****P & 0.0001 para

Fbn1 '"'G'rente a Fbn1 '"'G'ratados con NR

20 DESCRIPCION DE LA INVENCION

A pesar de que los aneurismas aorticos hereditarios son enfermedades que presentan

diferencias de etiologia significativas, la presente invencion muestra que los cambios de

fenotipo contractil que ocurren en estas enfermedades hereditarias estan modulados por un

declive en el metabolismo mitocondnal de las celulas musculares lisas vasculares (CMLVs) y

25 que, potenciar el metabolismo mitocondrial es un enfoque terapeutico adecuado para

restablecer la homeostasis de las CMLVs y prevenir la evolucion y desarrollo de aneurismas

aorticos en dichos pacientes. En la presente invencion se describe corno los precursores de

nicotinamida adenina dinucleotido (NAD+) son capaces de incrementar la funcion de la

respiracion mitocondrial, previniendo y proporcionando tratamiento para enfermedades que

30 cursan con una respiracion mitocondrial deficiente y, en concreto, para la prevencion de la

aparicion y tratamiento de los aneurismas aoiticos hereditarios.

Por tanto, la presente invencion se refiere a un precursor de nicotinamida adenina dinucleotido

(NAD+), para uso en la prevencion de la aparicion y/o el tratamiento de un aneurisma aortico

de etiologia hereditaria (AAH) que se caracteriza por la presencia de una respiracion

35 mitocondrial deficiente.
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La presente invencion divulga vanos ensayos in vifro e in vivo realizadas con muestras de

pacientes humanos de sindrome de Marfan, modelos de raton de sindrome de Marfan y

modelos de CMLVs de otros AAH tales corno el sindrome de Loeys-Dietz y de formas

Familiares de Disecciones y Aneurismas Toracicos no sindromicos. Dichos ensayos muestran

corno, en todos los casos, los AAH muestran una etiologia comun en la que existe un declive

de la respiracion mitocondrial.

El modelo animal de Sindrome de Marfan, el raton Fbnf '"'G'eproduce la dilatacion aortica,

aneurismas y las caracteristicas histologicas de la degeneracion aortica de la media

encontrada en pacientes con sindrome de Marfan. Tal corno muestra el ejemplo 1, relativo a

los mecanismos moleculares subyacentes de la formacion de AA de etiologia hereditaria, se

llevaron a cabo analisis transcripcionales de aortas de ratones Fbn1 '"'G". Los niveles de

ADNmt y del ARNm Tfam en aortas Fbn1 '"' mostro un contenido de ADNmt menor del

normal. Ademas, dicho modelo mostro una reduccion de la respiracion mitocondrial,

acompanado por un aumento de la produccion extracelular de lactato, un indicador de

glicolisis.

20

25

30

Por otro lado, para modelizar el sindrome de Marfan in vitro, se silencio el gen Fbn1 en CMLVs

primarias murinas. Los datos obtenidos in vitro confirmaron los datos obtenidos con los

ratones modelo de Marfan. Ademas, el analisis de flujo de la tasa de consumo de oxigeno

(OCR), revelo una reduccion de la respiracion mitocondrial en celulas con Fbn1-silenciado,

acompanado por un aumento de la produccion extracelular de lactato, un indicador de

glicolisis.

Para confirmar estas observaciones en muestras humanas, se midio el ADNmt y la expresion

de los genes de funcion mitocondrial en aortas de pacientes de sindrome de Marfan. A este

respecto, los datos del e)emplo 1 indican que las muestras de aneurismas aorticos de

pacientes de sindrome de Marfan mostraron niveles significativamente mas bajos de ADNmt

y transcripcion reducida de genes codificadores de complejos mitocondriales o que involucran

la funcion mitocondrial, mostrando, ademas, una regulacion aumentada de genes

involucrados en el desacoplamiento mitocondrial y la reconduccion glicolitica del metabolismo.

Ademas, el analisis de la actina muscular lisa (SMA) permitio confirmar que la regulacion

disminuida de los genes mitocondriales era especifica a CMLVs.

35

Los datos obtenidos en el ejemplo 1 muestran que, tanto las aortas de ratones de sindrome

de Marfan, corno las aortas de pacientes humanos sufren un declive en la respiracion

mitocondrial. Ademas, este declive de la respiracion mitocondrial implica una perdida de

actividad de fosforilacion oxidativa (OXPHOS) que se compensa con un aumento en la tasa

de glicolisis.
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Asi, para investigar si la reconduccion del metabolismo hacia la glicolisis en AAH, y en

particular en el sindrome de Marfan, juega un papel en la adquisicion de un fenotipo sintetico

(responsable de sintesis de material que forma la matriz extracelular, tales corno colageno

metalloproteinasas y proteoglicanos) y, en la progresion de la enfermedad aortica. Se forzo el

metabolismo glicolitico en CMLVs mediante deplecion de Tfamin vitro ein vivo (ejemplo 2).

10

Para los expenmentos in vitro se transdujeron CMLVs aorticas de ratones Tfam"'~"'" con

vectores lentivirales codificando la recombinasa Cre (LV-Cre). Los resultados obtenidos del

analisis de dichas CMLVs muestran que la respiracion mitocondrial controla las propiedades

contractiles de dichas celulas promoviendo un cambio del metabolismo hacia un fenotipo

secretor.

15
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Por otro lado, para analizar el efecto de la eliminacion de Tfam en CMLVs, in vi vo, se cruzaron

ratones Tfarn"'""'" con ratones que expresan la proteina de fusion Cre 'ajo el promotor

(Myh11-Cre ") de miosina de musculo liso (Myh11) con el fin de llevara cabo una abrogacion

efectiva de la expresion de Tfam en aortas de ratones Myh11-Cre 0 'fam"'~" (SM-Tfam'),

pero no en ratones Myh11-Cre ~'fam~~ (SM-Tfam"') usados corno control. Asi, para

evaluar la respuesta de ratones SM-Tfam' un test hipertensivo, se infundio Angll en ratones

SM-Tfam' SM-Tfam" 56 dias despues de tratamiento con tamoxifeno. El analisis

histologico de las secciones aorticas toracicas y abdominales mostraron un incremento del

diametro aortico, disecciones aorticas, hematomas intramurales, formacion de falso lumen y

caracteristicas de degeneracion de la media, incluyendo fragmentacion de fibras elasticas y

arquitectura vascular, que demuestran que el declive de la respiracion mitocondrial en CMLVs

induce aneurismas aorticos y disecciones letales en modelos animales modelo de sindrome

de Marfan.

Asi, la presente invencion muestra, tantoin vitro comoin vivo, corno en dichas enfermedades

el desarrollo de aneurismas aorticos de etiologia hereditaria se encuentra promovido por una

disfuncion de la respiracion mitocondrial especificamente en CMLVs.

En una realizacion preferente de la invencion, la enfermedad o patologia que se caracteriza

por la presencia de una respiracion mitocondrial deficiente es un aneurisma aortico de

etiologia hereditaria (AAH) y, en particular, dicho AAH se selecciona entre el grupo que

consiste en sindrome de Marfan, sindrome de Loeys-Dietz, sindrome de Ehlers-Danlos de

tipo vascular, sindrome de Cutis /axa y formas Familiares de Disecciones y Aneurismas

Toracicos no sindromicos.

A este respecto, la presente invencion muestra corno el uso de precursores de NAD+ es un

enfoque terapeutico efectivo para mejorar la disfuncion mitocondrial en aneurismas aorticos
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de etiologia hereditaria, tanto previniendo el desarrollo de dichos aneurismas, corno

revirtiendo sus efectos.

En concreto, los ejemplos de la presente invencion muestran corno nicotinamida

ribonucleosido (NR) es uno de los diferentes precursores de NAD+ y, que presenta una buena

5 biodisponibilidad y propiedades farmacocineticas, es capaz de mejorar el metabolismo

mitocondrial de manera rapida, restaurar el perfil transcripcional, normalizando las funciones

aorticas, restableciendo las propiedades contractiles de las CMLVs y reduciendo la dilatacion

aortica, in vitro y en in vivo, en modelos animales de aneurismas aorticos hereditarios,

previniendo disecciones aorticas letales. Mas en concreto, los ejemplos 3 y 4 de la presente

10 invencion muestra, in vivo, corno NR previene, pero tambien revierte, el desarrollo de

aneurismas aorticos en modelos animales (ratones) de sindrome de Marfan y, tambien, in

vitro, en CMLVs modelos de sindrome de Marfan, de sindrome de Loeys-Dietz y de formas

Familiares de Disecciones y Aneurismas Toracicos no sindromicos.

Asi, el ejemplo 3 de la presente invencion muestra corno NR mejora del metabolismo

15 mitocondrial y restablece la contractibilidad en CMLVs que tienen mutaciones de aneurismas

aorticos hereditarios. Por un lado, el tratamiento con NR incremento la respiracion mitocondrial

y disminuyo la produccion de lactato en CMLVs modelo de sindrome de Marfan (shFbnf-

CMLVs), restableciendo los niveles encontrados en CMLVs de control, incrementando la

contractibilidad de dichas celulas.

20 Por otro lado, para imitar formas Familiares de Disecciones y Aneurismas Toracicos y de

sindrome de Loeys-Dietz, se usaron vectores lentivirales para sobreexpresar ACTA2R'" y

TGFBR2G"'~, respectivamente, en CMLVs, que dio corno resultado una reduccion de la tasa

de consumo de oxigeno, el contenido de ADNmt y la expresion de ARNm de los reguladores

mitocondriales, mientras que incremento los niveles de lactato extracelular. A este respecto,

25 el tratamiento de dichas CMLVs modelos de formas Familiares de Disecciones y Aneurismas

Toracicos y de sindrome de Loeys-Dietz, con NR, incremento la respiracion mitocondrial, el

contenido de ADNmt y la expresion de ARNm de los reguladores mitocondnales, mientras que

disminuyo los niveles de lactato extracelular. Ademas, el uso de NR tambien permitio

incrementar la contractibilidad en dichas celulas.

30 Estos datos indican que en las CMLVs afectadas por aneurismas aorticos de origen genetico

se produce una perdida de actividad de fosforilacion oxidativa hacia la glicolisis, y que la

mejora del estado metabolico mitocondrial in vitro con NR restaura su fenotipo de

contractibilidad.

Por otro lado, el ejemplo 4 muestra corno el tratamiento con NR restablece la firma

35 transcripcional (perfil de expresion genica) y propiedades contractiles del musculo liso aortico
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en ratones modelo de sindrome de Marfan y revierte completamente la remodelacion

defectuosa de la pared aortica, la dilatacion aortica y la degeneracion medial

Por ello, la presente invencion se refiere a un precursor de NAD+ para uso en la prevencion

de la aparicion y/o el tratamiento de un aneurisma aortico de etiologia hereditaria que se

5 caracteriza por la presencia de una respiracion mitocondrial deficiente .

Ademas, la presente invencion se refiere al uso de un precursor de NAD+ en la elaboracion

de un medicamento para la prevencion de la aparicion y/o el tratamiento de un aneurisma

aortico de etiologia hereditana que se caracteriza por la presencia de una respiracion

mitocondrial deficiente.

10 La presente invencion tambien describe un metodo para la prevencion de la aparicion y/o

tratamiento de un aneurisma aortico de etiologia hereditaria que se caracteriza por la

presencia de una respiracion mitocondrial, en donde dicho metodo comprende administrar a

un sujeto que lo necesite una cantidad efectiva de un precursor de NAD+.

Se entiende corno cantidad efectiva, en relacion con los usos terapeuticos descritos en la

15 presente invencion, corno aquella que proporciona un efecto terapeutico sin proporcionar

efectos toxicos inaceptables en el paciente. La cantidad o dosis efectiva del medicamento

depende del compuesto y de la condicion o enfermedad tratada y de, por ejemplo, la edad,

peso y condicion clinica del paciente tratado, la forma de administracion, el historial clinico del

paciente, la gravedad de la enfermedad y la potencia del compuesto administrado.

20 En una realizacion particular, y a efectos de la presente invencion, el precursor de

nicotinamida adenina dinucleotido (NAD') se selecciona entre: niacina (NA) o acido nicotinico;

nicotinamida (NAM); nicotinamida ribosido (NR); nicotinamida mononucleotido (NMN); acido

nicotinico mononucleotido; y acido nicotinico adenina dinucleotido; o combinaciones de los

mismos.

25 En una realizacion preferente de la invencidn el precursor de nicotinamida adenina

dinucleotido (NAD') es niacina (NA) o acido nicotinico. La niacina es, a efectos de la presente

invencion la vitamina B3.

En otra realizacion preferente de la invencion el precursor de nicotinamida adenina

dinucleotido (NAD') es nicotinamida (NAM).

30 En otra realizacion preferente de la invencion el precursor de nicotinamida adenina

dinucleotido (NAD') es nicotinamida mononucleotido (NMN).

En otra realizacion preferente de la invencion el precursor de nicotinamida adenina

dinucleotido (NAD') es acido nicotinico mononucleotido.
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En otra realizacion preferente de la invencion el precursor de nicotinamida adenina

dinucleotido (NAD') es acido nicotinico adenina dinucleotido.

En una realizacion muy preferente de la invencion, el precursor de nicotinamida adenina

dinucleotido (NAD') es nicotinamida ribosido (NR).

5 Los precursores de NAD+ descritos en la presente invencion pueden ser utilizados tambien

en composiciones farmaceuticas.

Asi, otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmaceutica que comprende

al menos un precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD+) y al menos un excipiente

farmaceuticamente aceptable, para uso en la prevencion de la aparicion y/o el tratamiento de

10 un aneurisma aortico de etiologia hereditaria que se caracteriza por la presencia de una

respiracion mitocondrial deficiente.

El termmo "comprende" indica que incluye un grupo de determinadas caracteristicas (por

ejemplo, un grupo de caracteristicas A, B y C) se interpreta que significa que incluye esas

caracteristicas (A, B y C), pero que no excluye la presencia de otras caracteristicas (por

15 ejemplo, las caracteristicas D o E), siempre que no hagan impracticable la reivindicacion.

Adicionalmente, los terminos "contiene", "incluye", "tiene" o "engloba", y las formas en plural

de los mismos, deben tomarse corno sinonimos del termino "comprende" con los propositos

de la presente invencion. Por otro lado, si se usa la expresion "consiste(n) en*', entonces no

estan presentes caracteristicas adicionales en el aparato/metodo/producto, aparte de las que

20 siguen a dicha expresion. En este sentido, con los propositos de la presente invencion, el

termino "comprende" puede ser reemplazado por cualquiera de los terminos "consisten en", o

"consiste esencialmente en". Por consiguiente, "comprende" puede referirse a un grupo de

caracteristicas A, B y C, que pueden incluir adicionalmente otras caracteristicas, tales corno

E y D, con la condicion de que dichas caracteristicas no hagan impracticable la reivindicacion,

25 pero dicho termino "comprende" tambien incluye la situacion en la que el grupo de

caracteristicas "consiste en" o "consiste esencialmente" en A, B y C.

Por otro lado, el termino "sujeto" se refiere, a efectos de la presente invencion, a un humano

o a un animal.

El termino "farmaceuticamente aceptable" se refiere, a efectos de la presente invencion, a

30 aquel autonzado o autonzable por una agencia reguladora del gobierno federal o un gobierno

estatal o enumerado en la farmacopea europea, estadounidense u otra farmacopea

generalmente reconocida para su uso en animales, y mas particularmente en seres humanos.

Una realizacion de la invencion se refiere al uso de una composicion farmaceutica que

comprende al menos un precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD+) y al menos
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un excipiente farmaceuticamente aceptable, en la elaboracion de un medicamento para la

prevencion de la aparicion y/o el tratamiento de un aneurisma aortico de etiologia hereditaria

que se caracteriza por la presencia de una respiracion mitocondrial deficiente.

Otra realizacion se refiere a un metodo para la prevencion de la aparicion y/o tratamiento de

un aneurisma aortico de etiologia hereditaria que se caracteriza por la presencia de una

respiracion mitocondrial deficiente, en donde dicho metodo comprende administrar a un sujeto

que lo necesite una cantidad efectiva de una composicion farmaceutica que comprende al

menos un precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD+) y al menos un excipiente

farmaceuticamente aceptable.

10 El excipiente incluido en las composiciones farmaceuticas descritas en la presente invencion

se refiere, a un componente inerte tal corno, pero sin limitarse a, codisolventes, tensioactivos,

aceites, humectantes, emolientes, conservantes, estabilizadores y antioxidantes. Puede

usarse cualquier tampon farmacologicamente aceptable, tal corno TRIS o cualquier tampon

fosfato.

15
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35

Dichas composiciones pueden mcluirse en capsulas, comprimidos, saquitos o sobres o

cualquier otro tipo de presentacion.

Para elaborar dichas composiciones, se puede utilizar tecnicas convencionales para la

preparacion de composiciones farmaceuticas. Por ejemplo, el compuesto de interes puede

ser mezclado con un vehiculo o diluido en un vehiculo o contenido en un vehiculo en forma

de ampolla, capsula, comprimido, sobre, saquito u otro recipiente. Cuando el vehiculo sirve

camo disolvente, puede ser solido, semi-solido o liquido y actuar corno excipiente o medio

para dicho compuesto activo. El compuesto de interes puede ser adsorbido en un medio

granular solido. Algunos ejemplos de vehiculos adecuados son agua, soluciones salinas,

alcoholes, polietilenglicoles, aceite de ricino polihidroxietoxilado, aceite de cacahuete, aceite

de oliva, lactosa, terra alba, sacarosa, ciclodextrinas, amilosa, estearato de magnesio, talco,

gelatina, agar, pectina, acacia, acido estearico, eteres de alquilo de celulosa, acido silicio,

acidos grasos, aminas de acidos grasos, monogliceridos y digliceridos de acidos grasos,

esteres grasos de pentaeritrol, polietileno, hidroximetilcelulosa y polivinilpirrolidona. Asimismo,

el vehiculo o soporte puede incluir materiales de liberacion sostenida conocidos en el estado

de la tecnica, tales corno gliceril monoestearato o diesterato solo o mezclado con una cera.

Las formulaciones pueden tambien incluir agentes humectantes, emulsificadores, agentes de

suspension, preservantes, edulcorantes o saborizantes. Las composiciones pueden ser

formuladas para proporcionar una liberacion rapida, sostenida o retardada del agente activo

despues de que sea admmistrada al paciente empleando metodos conocidos en el estado de

la tecnica
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Las composiciones farmaceuticas pueden ser esterilizadas y mezcladas, si asi se desea, con

agentes adicionales, emulsificantes, sal para influenciar la presion osmotica, tampones y/o

sustancias colorantes que no reaccionan de manera adversa con los compuestos activos.

Una realizacion se refiere al modo de administracion, que puede ser cualquier modo que

5 transporta de manera efectiva el compuesto de interes al lugar deseado de accion, tal corno

oral, rectal o parenteral.

Para administracion oral, se pueden preparar tanto formas de dosificacion solidas corno

liquidas. Para preparar composiciones solidas corno comprimidos, el compuesto de interes se

mezcla en una formulacion con otros ingredientes convencionales tales corno talco, estearato

10 de magnesio, fosfato bicalcico, silicato de aluminio y magnesio, almidon, lactosa, acacia,

metilcelulosa y materiales similares funcionalmente tales corno vehiculos y diluyentes

farmaceuticos.

Las capsulas pueden ser preparadas mezclando el compuesto de interes con un disolvente

inerte farmaceuticamente y rellenando la mezcla en una gelatina dura de tamano apropiado.

15 Capsulas blandas se preparan con maquinas de encapsulacion de suspensiones del

compuesto de interes con un aceite vegetal, una parafina ligera o un aceite inerte aceptables.

Pueden ser preparadas tambien, formas de dosificacion liquidas tales corno jarabes, elixires

y suspensiones. Las formas solubles en agua pueden ser disueltas en un vehiculo acuoso

junto con azucar, aromas saborizantes y conservantes para formar un jarabe Un elixir es

20 preparado usando un vehiculo hidroalcoholico (p.ej. etanol) con edulcorantes adecuados tales

corno azucar o sacarina, junto con agentes aromaticos saborizantes. Las suspensiones

pueden ser preparadas con un vehiculo acuoso y la ayuda de un agente de suspension tal

corno acacia, tragacanto, metilcelulosa y similares.

Para aplicacion parenteral son evidentes para el experto en la materia, el uso de soluciones

25 o suspensiones inyectables, para uso intradermal, intramuscular, intravascular y subcutaneo.

Ademas del compuesto de interes las composiciones pueden incluir otros diluyentes y

excipientes no toxicos farmaceuticamente aceptables, incluyendo vehiculos de utilizacion

comun en composiciones farmaceuticas de uso habitual en humanos o animales. El diluyente

se selecciona de manera que no afecte a la actividad biologica de la composicion.

30 Ejemplos de diluyentes usados especialmente en formulaciones inyectables son soluciones

salinas organicas e inorganicas, solucion de Ringer, solucion de dextrosa y solucion de Hank.

Ademas, las composiciones pueden incluir aditivos corno otros excipientes, agentes

adyuvantes, estabilizadores no terapeuticos y no inmunogenicos y similares

Ejemplos de excipientes que pueden incluirse en la formulacion incluyen, pero no se limitan a
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codisolventes, tensioactivos, aceites, humectantes, emolientes, conservantes, estabihzantes

y antioxidantes. Se puede utilizar cualquier tampon fisiologicamente aceptable, tal corno Tris

o tampones de fosfato. Cantidades efectivas de diluyentes o aditivos o excipientes son

aquellas que son efectivas para obtener una formulacion farmaceuticamente aceptable en

5 terminos de solubilidad y actividad biologica.

Otra realizacion se refiere al regimen de dosificacion. El termino dosis unitaria se refiere a

unidades fisicamente discretas adecuadas corno dosis unitarias para un sujeto en donde cada

unidad contiene una cantidad predeterminada de material activo calculada para producir el

efecto terapeutico adecuado en asociacion con el diluyente, soporte o vehiculo adecuado.

10 Una realizacion preferida dada a conocer en el presente documento se refiere a la via de

administracion, que puede ser cualquier via que transporte de manera eficaz el compuesto

dado a conocer anteriormente en el presente documento, al sitio de accion apropiado o

deseado, tal corno oral, nasal, topica, pulmonar, transdermica o parenteral, por ejemplo, rectal,

subcutanea.

15 Los precursores de NAD+, o las composiciones farmaceuticas que los comprenden, descritos

en la presente invencion, pueden ser utilizados antes de, en combinacion con, o despues de

otro tratamiento o terapia que sea util en la prevencion de la aparicion y/o tratamiento de un

aneurisma aortico de etiologia hereditaria que se caracteriza por la presencia de una

respiracion mitocondrial deficiente. En una realizacion de la invencion dicho tratamiento o

20 terapia es un hipotensor o un inhibidor de la ruta de Angiotensina. Preferentemente el

hipotensor es un betabloqueante. Ejemplos no limitantes de betabloqueantes incluyen, pero

no se limitan a Atenolol, Acebutolol, Betaxolol, Bisoprolol, Esmolol, Nebivol, entre otros

Tambien preferentemente el inhibidor de la ruta de Angiotensina se puede seleccionar entre

Losartan, Olmesartan, Valsartan o irbesartan, entre otros.

25 Ademas, los precursores de NAD+, o las composiciones farmaceuticas que los comprenden,

descritos en la presente invencion, pueden ser utilizados antes de, en combinacion con, o

despues de otro componente terapeutico o compuesto activo adicional. Dicho componente

terapeutico o compuesto activo adicional proporciona actividades biologicas aditivas o

sinergicas. Con los propositos de la presente descripcion, los terminos "compuesto activo" o

30 "componente terapeutico" deben tomarse corno sinonimos y significar una entidad quimica o

biologica que ejerce efectos terapeuticos cuando se administra a seres humanos o animales.

Los precursores de NAD+ descritos en la presente invencion pueden ser utilizados tambien

corno nutraceuticos o en composiciones nutraceuticas. Este es el caso, por ejemplo, de la

vitamina B3 y sus derivados.
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Asi, otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion nutraceutica que comprende al

menos un precursor de nicotinamide adenina dinucleotido (NAD+) y al menos un excipiente

nutraceuticamente aceptable, para uso en la prevencion de la aparicion de un aneurisma

aortico de etiologia hereditana que se caracteriza por la presencia de una respiracion

5 mitocondrial deficiente.

Adicionalmente, la presente invencion tambien se refiere a un metodo de prevenaon de la

aparicion de un aneurisma aortico de etiologia hereditaria que se caracteriza por la presencia

de una respiracion mitocondrial deficiente, en donde dicho metodo comprende administrar a

un sujeto que lo necesite una cantidad efectiva de una composicion nutraceutica que

10 comprende al menos un precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD+) y al menos

un excipiente nutraceuticamente aceptable.

Se entiende corno cantidad efectiva, en relacidn con los usos nutraceuticos descritos en la

presente invencion, corno aquella que proporciona un efecto un efecto beneficioso para la

salud del sujeto que lo ingiere, en especial en la prevencion de la aparicion de enfermedades,

15 sin proporcionar efectos toxicos inaceptables en el sujeto.

El termino "nutraceuticamente aceptable" se refiere, a efectos de la presente invencion, a todo

aquello que es adecuado para su utilizacion en productos nutraceuticos.

A efectos de la presente invencion el termino "nutracegtico" o "composicion nutraceutica'* se

refiere a un suplemento dietetico, para ser tornado por si solo, o en combinacion con otros

20 alimentos, y que produce un efecto beneficioso para la salud del sujeto que lo ingiere, en

especial en la prevencion de enfermedades

A efectos de la presente mvencion se entiende corno composicion nutraceutica una

composicion alimenticia, para ser ingerida de manera separada o con la alimentacion, que

tiene un efecto medicinal sobre la salud humana.

25 En concreto, el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD') se selecciona entre:

niacina (NA) o acido nicotinico; nicotinamida (NAM); nicotinamida ribosido (NR); nicotinamida

mononucleotido (NMN); acido nicotinico mononucleotido; y acido nicotinico adenina

dinucleotido; o combinaciones de los mismos.

En una realizacion preferente de la invencion el precursor de nicotinamida adenina

30 dinucleotido (NAD') es niacina (NA) o acido nicotinico. La niacina es, a efectos de la presente

invencion la vitamina B3.

En otra realizacion preferente de la invencion el precursor de nicotinamida adenina

dinucleotido (NAD') es nicotinamida (NAM).
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En otra realizacion preferente mas de la mvencion el precursor de nicotinamida adenina

dinucleotido (NAD') es nicotinamide mononucleotido (NMN).

En otra reakzacion preferente mas de la invencion el precursor de nicotinamida adenina

dinucleotido (NAD') es acido nicotinico mononucleotido.

5 En otra realizacion preferente mas de la mvencion el precursor de nicotinamida adenina

dinucleotido (NAD') es acido nicotinico adenina dinucleotido.

En una reakzacion particularmente preferente el precursor de nicotinamida adenina

dinucleotido (NAD') es nicotinamida ribonucleosido (NR).

En otra realizacion preferente de la composicion nutraceutica para uso segun la invenaon, la

10 composicion nutraceutica esta incorporada en un preparado alimentario.

La composicion nutraceutica para uso segun la invencion puede tambien incluirse en una

variedad de preparados alimentarios, por ejemplo, productos derivados de la leche, yogur,

cuajada, queso (por ejemplo, queso fresco, crema, procesados, blandos y duros), leche

fermentada, leche en polvo, un producto fermentado a base de leche, un helado, un producto

15 basado en cereal fermentado, polvo a base de leche, bebidas, y un alimento para mascotas.

El termino "preparados alimentarios" se utiliza aqui en su sentido mas amplio, incluyendo

cualquier tipo de producto, en cualquier forma de presentacion, que puede ser ingerido por un

animal, pero exceptuando productos farmaceuticos y de veterinaria. Elemplos de otros

preparados alimentarios son los productos carnicos (por ejemplo, pates, salchichas de

20 frankfurt y de salami o carne para untar), chocolate para untar, rellenos (por ejemplo, trufa,

crema) y glaseados, chocolate, confiteria (por ejemplo, caramelo, fondant o toffee), productos

de panaderia (pasteles, pastes), salsas y sopas, zumos de frutas y blanqueadores de cafe.

Preparados alimentarios particularmente interesantes incluyen suplementos alimenticios y

formulas infantiles.

25 La composicion nutraceutica para uso segun la invencion tambien podria ser utilizada corno

ingrediente en otros productos de alimentacion. Por consiguiente, en otro aspecto de la

invencion, se proporcionan preparados alimentarios que contienen la composicion de la

invencion junto con cantidades apropiadas de ingredientes comestibles. Preferiblemente, la

composicion nutraceutica para uso segun la invencion es un suplemento ahmenticio. A efectos

30 de la presente invencion el termino "suplemento alimenticio'* se refiere a aquella fraccion de

alimento que se utiliza para completar la alimentacion humana o animal. Si la composicion

nutraceutica para uso segun la invencion se utiliza corno un suplemento alimenticio, puede

administrarse corno tal, o puede mezclarse con un liquido potable adecuado, tales corno agua,

yogur, leche o zumo de frutas, o puede mezclarse con solidos o alimentos liquidos. En este
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contexto, el suplemento alimenticio puede estar en forma de comprimidos, pildoras, capsulas,

granulos, polvos, suspensiones, bolsitas, pastillas, dulces, barras, jarabes y formas

correspondientes de la administracion, por lo general en forma de dosis unitaria.

5 EJEMPLOS

10

Los ejemplos descritos a continuacion tienen caracter ilustrativo y no pretenden limitar el

ambito de la presente invencion.

Se detallan a continuacion los matenales y metodos utilizados en los ejemplos descritos en el

presente documento.

Materiales y metodos

Ratones rocedimientos utilizados con animales

El modelo animal de raton con el alelo Fbn1 '"' fue previamente descrito por Habashi, J.P.,

et al (Science, 2006. 312(5770): p. 117-21). Para la ablacion especifica de Tfam en el musculo

15 liso, se cruzaron ratones Tfarrf"""'" con ratones poitadores del alelo MyH11-Cre 'ue
expresa una recombinasa Cre inducible por tamoxifeno bajo secuencias reguladoras del

promotor de miosina de cadena pesada de musculo liso (Myh11). Hermanos de camada con

fenotipo silvestre fue usada corno control para los ratones de Marfan y los Tfam~ MyH11-

Cre r'corno control de los Tfam"'"~'" MyH11-Cre '. Para la eliminacion condicional de Tfam

20 en musculo liso, ratones Myh11-Cre 'FAM~ y Myh11-Cre " Tfam"'"~'" de 3-4

semanas recibieron inyecciones (i.p.) de 1 mg tamoxifeno (Sigma Aldrich) durante 5 dias

consecutivos. Angll fue disuelta en salino a una concentracion de 1 pg Kg-1 min-1 usando

minibombas osmoticas subcutaneas (Model 2004, Alzet Corp). La nicotinamida ribonucleosido

(Novalix) fue administrada de manera intraperitoneal a una concentracion de 1000 mg/Kg en

25 medio salino en dias alternos. Los ratones se alojaron en instalaciones libres de patogenos

para animales del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares Carlos III (CNIC) y

del Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (CBMSO) siguiendo los estandares de

cuidado animal de dichas instituciones. Los procedimientos con animales fueron aprobados

por el Comite de Etica del CNIC y del CBMSO-Universidad Autonoma de Madrid (UAM) y por

30 la Comunidad de Madrid (Rf. PROEX 283/16) conforme a la Directiva europea 2010/63EU y

la Recomendacion 2007/526/EC con relacion a la proteccion de animales usados para

experimentacion y otras tareas cientificas, en vigor a traves del Real Decreto 1201/2005
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Determinacion de la resion artenal ca tacion de ima enesin vivo.

10

La presion arterial sanguinea (PS) fue medida mediante en la cola mediante el uso de BP-

2000 Blood Pressure Analysis System (Visitech Systems, Apex, NC, USA). Los ratones fueron

adiestrados para medir la PS cada dia durante 5 dias consecutivos. Despues del periodo de

adiestramiento, la PS fue medida un dia antes del tratamiento para determinar el valor basal

de PS en cada cohorte de ratones. Se tomaron 15 medidas consecutivas de PS sistohca y

diastolica y las ultimas 10 tomas de cada raton fueron grabadas y se obtuvo el valor medio.

Para las imagenes de ultrasonido in vivo, se monitorizo el diametro aortico en ratones

anestesiados con isoflurano (2%) con un ecografo de ultrasonidos de alta frecuencia VEVO

2100 (VisualSonics, Toronto, Canada) con una resolucion de 30 micras. Los diametros

aorticos internos maximos fueron medidos en diastole usando el software VEVO 2100, version

1.5.0.

Procedimientos celulares.

15

20

25

30

El aislamiento y cultivo de celulas vasculares musculares lisas (VSMC) primarias de raton fue

descrito por Esteban, V., et al. (J Exp Med, 2011. 208(10): p. 2125-39). El tejido fue digendo

con una solucion de colagenasa y elastasa hasta que se obtuvo una unica suspension celular.

Todos los experimentos con CMLVs primarias fueron llevados a cabo durante los pases 2-7.

La transduccion lentiviral se llevo a cabo en CMLVs durante 5 hr con una multiplicidad de

infeccion= 3. El medio se reemplazo a continuacion con DMEM fresco suplementado con 10%

SFB y las celulas fueron cultivadas durante 7 dias, tratadas con NR durante 3 dias mas y en

ausencia de suero durante 16 hr. Las lineas celulares HEK-293T (CRL-1573) y de Jurkat

(Clone E6-1, TIB-152), necesarias para la produccion de titulaciones elevadas de lentivirus y

para la titulacion de lentivirus respectivamente, fueron adquiridas de ATTC. Se compraron en

Coriell Cell Repositories: 4 machos aparentemente sanos de control (GM00024, GN01717,

GM03652, GM23963) y 4 machos y fibroblastos incompatibles de pacientes de sindrome de

Marfan con diseccion aortica, dos con mutaciones puntuales FBN1 (GM21499, GM21946) y

dos con mutaciones haploinsuficientes-FB/Vf (GM21983, GM21978). Los experimentos se

llevaron a cabo durante pases 5-10. Todas las celulas eran negativas en micoplasma. Para la

inmunotincion las celulas fueron fijadas con paraformaldehido 4% durante 10 minutos y

permeabilizadas con Triton X-100 al 0,3% en PBS durante 10 minutos. Se incubaron las

muestras durante 15 minutos con 1/500 647-Phalloidine (Millipore) y DAPI. Las imagenes

fueron tomadas con un microscopio Zeiss-LSM-800 con un objetivo de inmersion de aceite de

40x y software ZEN
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Produccion de lentivirus e infeccion.

10

La secuencia codificante Cre y GFP fue obtenida mediante amplificacion por PCR y clonada

en el vector lentiviral pHRSIN (Oiler et al. 2015 Mol Cell Biol 2015 3409-22). Los lentivirus

expresando ARNsh dirigido a Fbnf murino y el ARNsh de control fueron comprados de Sigma

Aldrich. Los lentivirus que expresan mutaciones ACTA2 '"H
y TGFBR2G"'~ y los controles

fueron suministrados por Mark Lindsay. Lentivirus pseudo-tipados fueron producidos mediante

transfeccion transitoria de celulas HEK-293T con fosfato calcico y concentrados del

sobrenadante de cultivo por ultracentrifugacion (2 hr a 128,000xg; Ultraclear Tubes; SW28

rotor y Optima L-100 XP Ultracentrifuge; Beckman). Los virus fueron suspendidos en PBS frio

esteril y titulados mediante transduccion de celulas Jurkat durante 48 hr. La eficiencia de

transduccion (celulas expresando GFP y celulas resistentes en Puromicina) y la muerte celular

(tincion con ioduro de propidio) fueron cuantificadas mediante citometria de flulo (Oiler et al.,

Nat Med, 2017. 23(2): p 200-212).

Analisis de flu'o extracelular ensa os metabolicos.

15

20

La tasa de consumo de oxigeno (OCR) fue medida con un XF-96 Extracellular Flux Analyzers

(Seahorse Bioscience) en 25.000 CMLVs aorticas de raton o en 50.000 fibroblastos humanos

fueron sembrados en un medio DMEM no tamponado que contenia glucosa 25 mM y CaCI~

1mM. Se tomaron 3 medidas en condiciones basales y con la adicion de oligomicina (1 mM),

fluoro-carbonil ciano-fenilhidrazona (FCCP, 1,5 mM) y rotenona (100 nM) + antimicina A (1

mM). El lactato extracelular fue determinado con Accutrend  Plus system (Roche). Se

analizaron 20 pL de medio condicionado despues de 48 horas de activacion. Las medidas de

lactato se normalizaron con los extractos celulares de proteinas.

PCR en tiem o real cuantitativa.

25

30

Las aortas fueron extraidas despues de perfusion con 5 ml de solucion salina, y la capa

adventicia se descarto. Se homogeneizo el tejido congelado con nitrogeno liquido usando

aglutinante frio y un homogeneizador automatico de microesferas (MagNA Lyzer, Roche). El

ARN total fue aislado con TRlzol (Life Technologies). El ARN total (1 pg) fue digerido primero

con ADNasa y la transcnpcion reversa efectuada con Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit

(ThermoFisher). Para los analisis de niveles de ADNmt, se extrajo el ADNtotal de celulas y

tejidos con el SurePrep kit (Fisher Scientific) o con TRlzol respectivamente, de acuerdo con

las instrucciones del fabricante. El ADN fue amplificado usando cebadores especificos para

el citocromo c oxidasa subunidad 1 (mt-Co1) y ARNr 16S mitocondrial, y normalizado con

genes de control B2/1//y H2K nucleares. La PCRq de tiempo real cuantitativa se llevo a cabo

con los cebadores de las tablas 1A (cebadores de raton) y 1B (cebadores humanos):

35
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Tabla 1A: Cebadores de raton

SEC ID

No.
Gen Sentido SEC ID Antisentido

No.

Co/1 a1 GCTCCTCTTAGGGGCCACT 4 CCACGTCTCACCATTGGGG

MmpZ CAAGTTCCCCGGCGATGTC 10 TTCTGGTCAAGGTCACCTGTC

15 mt-Co1 CTCGCCTAATTTATTCCACTTCA 16 GGGGCTAGGGGTAGGGTTAT

~ ' ' I

21 Smtn TCACTACCTTCAGCCATGCCT 22 GCCATTAGCTGCTTCCACTGT

~ ~

y ~

27 Tfam CAGGAGGCAAAGGATGATTC CCAAGACTTCATTTCATTGTCG

' ~ s s ' ' s

Al menos dos dianas diferentes fueron utilizadas para normalizar entre los siguientes:

g j i l I i j I I i i j j

~ ~ ~

~ ~

37 /3acti 0 CTAAGGCCAACCGTGAAAAG

Para ADNmt

ACCAGAGGCATACAGGGACA

~ ~

39 16s Mt- CCGCAAGGGAAAGATGAAAGAC

ARIVr

40 TCGTTTGGTTTCGGGGTTTC
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Tabla 1B: Cebadores humanos

SEC ID

No.
Gen Sentido SEC ID No. Antisentido

47

49

COL1A2

CVCS

ATGTCTAGGGTCTAGACATGTTCA

-GCCTGCCTGATCCTCCAAAT

48

50

CCTTGCCGTTGTCGCAGACG

AAGGTAGCGGATGATTCAGCC-

Las reacciones de PCRq se llevaron a cabo por triplicado con una master mix SYBR

(Promega), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para examinar la especificidad de

5 la sonda, se llevaron a cabo analisis curva-fusion de post-amplificacion. Para cada reaccion

se tomo solamente una temperatura de fusion (Tm). La cantidad de ARNm diana en las

mezclas se estimo con el metodo de cuantificacion relativa 1-CT, usando B2/I//, YI/I/HAZ y
PP1A para la normalizacion. Las relaciones de duplicacion se calcularon en base a los niveles

de expresion del ARNm del control.

10 Inmunoblot

Para el analisis mediante inmunoblot o transferencia de Western, las celulas fueron lisadas a

4 'C en tampon RIPA que contenia inhibidores de proteasa y fosfatasa (Sigma). Las proteinas

se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a una membrana Immobilion PVDF (Millipore)

con un tamano de poro de 0,45 pm. Las membranas PVDF se bloquearon con TBS-T (50 pM

15 Tris, 150 mM NaCI y Tween-20 0,1%) que contenia 5% (p/v) de leche. Las membranas fueron

incubadas con anticuerpos primarios a una dilucion de 1/500 a 1/1000 seguido de lavados con

TBS-T e incubacion con anticuerpos secundarios conjugados HRP (GE Healthcare). La senal

se visualizo por quimioluminiscencia aumentada con el sustrato Luminata Forte Western HRP

Substrate (Millipore) y el sistema de imagen ImageQuant LAS 4000. Se usaron los siguientes

20 anticuerpos: anti-TFAM (Proteintec), Anti-MT-CG1 (Millipore), anti-VDAC (Abeam), anti- a-

tubulina (Cell Signaling).

Pre aracion de la libreria secuenciado lllumina

Las aortas fueron extraidas despues de perfusion con una solucion salina fria y la capa

adventicia fue descartada. El tejido congelado fue homogeneizado y se aislo el ARN total con

25 Trizol (Roche). Se preparo ARN de librerias de acuerdo con las instrucciones del kit "NEBNext

Ultra Directional RNA Library Prep kit for Illumine'* (New England Biolabs), siguiendo el
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10

protocolo "Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module". El rendimiento total de ARN total al

principio del protocolo era &300 ng cuantificado por un Agilent 2100 Bioanalyzer usando el kit

RNA 6000 nano LabChip. Las librerias obtenidas se validaron y cuantificaron con un Agilent

2100 Bioanalyzer usando un kit ADN7500 LabChip y un grupo de librerias equimolar fue

titulado mediante PCR cuantitativo usando el "Kapa-SYBR FAST qPCR kit forLightCycler480"

(Kapa BioSystems) y un estandar de referencia para la cuantificacion. El grupo de librerias

fue desnaturalizado antes de ser sembrado con una densidad 2,2 pM en una celda de flulo,

donde se formaron clusteres que se secuenciaron usando un "NextSeq™ 500 High Output

Kit", en un secuenciador NextSeq500 en una sola lectura 1x75. Se obtuvieron

aproximadamente 15 millones de lecturas despues de filtrado para cada muestra. Los archivos

Fastq se alinearon contra un genoma version Mm usando un alineador STAR (base Space

Sequence Hub, lllumina) y los perfiles de expresion fueron determinados usando CuffDiff2.

Para identificar las funciones biologicas celulares, clusteres de genes y reguladores se uso un

Ingenuity Pathway Analysis (IPA).

15 HHit t tt

20

25

30

35

Despues de llevar a cabo la eutanasia de los ratones por inhalacion con CO&, se llevo a cabo

la perfusion de las aortas con solucion salina. Se aislaron a continuacion las aortas y se fijaron

con formalina al 10% durante la noche a 4 'C. Las secciones parafinadas (5 pm) de los

organos fijados se tineron con Masson-Tricrome, alcian azul o Verhoeff elastic—van Gieson

(EVG), o se usaron para inmunohistoquimica o para inmunofluorescencia. Las fibras elasticas

se tineron con un kit de tincion de elastina modificado Verhoeff Van Gieson (Sigma Aldrich).

Se contaron las roturas de lamina elastica, definidas corno interrupciones en las fibras

elasticas, para la capa medial completa de tres secciones transversales consecutivas en cada

raton, usando 4-16 ratones en cada experimento, y se calculo el numero medio de roturas.

Para las inmunotinciones las secciones desparafinadas fueron rehidratadas, hervidas para

recuperar antigenos (tampon citrato 10 mM, Triton-x al 0,05%, pH= 6) y bloqueadas durante

45 minutos en PBS con suero de cabra normal al 10%, suero de caballo al 5%, Triton-x al

0,05% y BSA al 2%. Las muestras fueron incubadas para inmunohistoquimica o para

inmunofluorescencia con los siguientes anticuerpos: anti-SMA (1/500, C6198, Sigma), anti-

TFAM policlonal (1/300, Prointech), anti-MT-ND1 policlonal (1/300, Proteintech), anti-Mt-CO1

monoclonal (1/300 Invitrogene), anti-HIF1A y anti-MYC policlonales (1/500 Novus biologicals).

La especificidad fue determinada mediante sustitucion de anticuerpos primarios con IgG

(Santa Cruz) no relacionados. Para la inmunohistoquimica, se bloquearon peroxidasa

endogena y biotina con 1% H~O~-metanol durante 10 minutos y un kit de bloqueo de biotina

(Vector Laboratories), respectivamente. Se desarrollo el color al mismo tiempo en todas las
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muestras con DAB (Vector Laboratories) y las secciones fueron contratenidas con

hematoxilina y montadas en DPX (fluka). Para inmunofluorescencia, se usaron anticuerpos

secundarios anti-conejo conjugado a cabra Alexa-Fluor-546 y anti-conejo conjugado a cabra

Alexa- Fluor-647 (BD Pharmigen). Para la determinacion de F-actina, la aortas fijadas se

5 integraron en OCT (Tissue-Tek Sakura), se incubaron secciones transversales de 5 pm

durante 30 minutos con 1:1000 Phalloidine-657 (Millipore), y despues de 10 minutos de

incubacion con Tnton X-100 0,3/o en PBS. Se montaron las secciones con DAPI en un medio

de montaje Citifluor AF4 (Aname). Las imagenes se tomaron con 1024 x 1024 pixels y 8 bits

usando un microscopio Zeiss-LSM800 con objetivos de inmersion de aceite de 40x.

10 Zimo rafia en elatina

Sobrenadantes de cultivos celulares fueron preparados corno describe Oiler, J., et al. (Nat

Med, 2017. 23(2): p. 200-212). Los extractos (15 pg) se fraccionaron en condiciones no

reductoras en 10/o gel SDS-poliacrilamida que contenia 0.1/o gelatina. Los geles fueron

lavados tres veces con 2,5'/o Triton X-100 durante 2 horas a temperatura ambiente, incubados

15 durante la noche a 37 'C en 50 mM Tris-HCI pH= 7,5, 10 mM CaCI~ y 200 mM NaCI, y tenidos

con azul Coomasie. Las areas de actividad MMP o gelatinolitica se visualizaron en forma de

bandas transparentes. Las imagenes fueron analizadas con software Quantity One (Bio-Rad).

Muestras humanas

El estudio fue aprobado por el comite de etica e investigacion clinica del Instituto de Salud

20 Carlos III y la Universidad de Cantabria (B2017/BMD-3676 AORTASANA-CM, ref. 27/2013;

respectivamente). Las aortas usadas corno control se obtuvieron de manera anonima de

donantes de organos para trasplantes despues de que se obtuvo consentimiento por escrito

de las familias. Durante la preparacion del corazon para trasplante, se recogio para el estudio

el exceso de tejido aortico ascendiente. Se obtuvieron las muestras de pacientes durante

25 cirugia de raiz aortica, electiva o de emergencia, por una diseccion de aneurisma aortico. Se

recogieron los datos clinicos del paciente manteniendo su anonimato. Los tejidos fueron

fijados inmediatamente, se guardaron a temperatura ambiente 48 h y se incluyeron en

parafina. La extraccion de ADN y ARN de las secciones parafinadas se llevo a cabo con el kit

All Prep DNA/RNA FFPE (Quiagen).

30
Analisis estadisticos

Se uso el software GraphPad Prism 6.01 para el analisis. Las diferencias se analizaron

mediante medidas unidireccionales, bidireccionales, o por medidas repetidas con un analisis

de varianza bidireccional (ANOVA) y con el test post hoc de Newmann (experimentos con

35 grupos & 3), de manera adecuada. Para las curvas de supervivencia, se analizaron las
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diferencias con un test de log-rank (Mantel-Cox). La significacion estadistica fue asignada a

*P&0,05, **P&0,01, ***P&0.001 y ****P&0,0001. El tamano de muestra se escogio de manera

empirica en base a experiencia previa en el calculo de variabilidad experimental, no se uso

un metodo estadistico para predeterminar el tamano de la muestra. Valores atipicos se

5 identificaron y se excluyeron usando el software GraphPad Prism. El numero de animales

usados se describe en las correspondientes leyendas de las figuras. Todos los experimentos

fueron llevados a cabo con al menos 3 replicas biologicas. Los grupos experimentales fueron

equilibrados en funcion de edad animal, genero y peso. Los animales fueron genotipados

antes de los experimentos y, todos ellos estuvieron recluidos juntos y tratados de la misma

10 manera. Se escogieron tests apropiados de acuerdo con la distribucion de los datos. La

varianza fue comparable entre grupos en los experimentos descritos en el presente

documento. Para el resto de los experimentos, no se uso ninguna aleatorizacion para asignar

animales a grupos experimentales.

15 Ejemplo 1: Cambios metabolicos en el slndrome de Marfan.

El modelo animal de raton Fbnf""' reproduce la dilatacion aortica, aneurismas y las

caracteristicas histologicas de la degeneracion aortica de capa medial encontrada en

pacientes con sindrome de Marfan. Para identificar los mecanismos moleculares subyacentes

de la formacion de AA de etiologia hereditaria se llevaron a cabo analisis transcripcionales de

20 aortas de ratones Fbn7""'~'. Gracias a Ingenuity Pathway Analysis (IPA), se observo que 6

de los 10 mecanismos canonicos mas alterados se relacionan con el metabolismo, incluyendo

la fosforilacion oxidativa, disfuncion mitocondrial, j3-oxidacion de acidos grasos (FAO) y el ciclo

del acido tncarboxilico (TCA), tal corno se muestra en la figura 1A. La prediccion IPA de los

reguladores impoitantes describio reguladores tipicos encontrados del sindrome de Marfan

25 (MFS) corno la sintasa de oxido nitrico inducible (Nos2) y el factor de crecimiento beta 1

(Tgfb1). Este analisis apunto hacia un aumento de la actividad del regulador glicolitico Factor

Inducible por Hipoxia (Hif1a) y a una reduccion de la activad de los reguladores de la

biogenesis y de la funcion mitocondrial, incluyendo Tfam (Figura 1B). Las aortas Fbn7 '"'G"

mostraron una reduccion de la expresion de todas las subunidades de complejos

30 mitocondriales, incluidos los genes de codificacion de nucleo y mitocondrias, asi corno los

genes relativos a la FAO y a la biogenesis y funcion mitocondrial (Tfam, Ppara, Pparg

Ppargc7a, Ppargcfb, y Sod2). Por el contrario, los genes involucrados en el desacoplamiento

mitocondrial (Ucp2) y la reconduccion glicolitica del metabolismo (Hiffa, Myc) estaban

aumentados (Figura 1C). El analisis de PCR-RTq confirmo la expresion reducida de Tfam

35 (Figura 1D). Los niveles de ADNmt del control de Tfam y el analisis del contenido de ADNmt

relativo en aortas Fbnf '"' mostro un contenido de ADNmt menor del normal (Figura 1E).



WO 2022/049320 PCT/ES2021/070638

25

10

15

20

25

30

35

Para modelizar el sindrome de Marfan in vitro, se silencio Fbn1 en vectores lentivirales en

CMLVs primaries murinas (Figura 2) Las shFbn1-CMLVs tenian una expresion reducida de

manera significativa de Tfam y Ppargc1a, confirmando los datos obtenidos con los ratones

modelo de Marfan (Figura 1F), que estaba correlacionada con una reduccion en el contenido

de ADNmt (Figura 1G). El analisis de flujo de la velocidad de consumo de oxigeno (OCR),

indice de la fosforilacion oxidativa mitocondrial (OXPHOS), revelo una reduccion de la

respiracion mitocondrial en celulas con Fbn1-silenciado (Figura 1H). Esto estaba acompanado

por un aumento de la produccion extracelular de lactato, un indicador de glicolisis (Figura 11)

Para confirmar estas observaciones en muestras humanas, se midio el ADNmt y la expresion

de los genes de funcion mitocondrial en aortas de pacientes de sindrome de Marfan. En

comparacion con muestras control de sujetos sanos, las muestras de aneurismas aorticos de

pacientes de sindrome de Marfan mostraron niveles significativamente mas balos de ADNmt

(Figura 1J) y transcripcion reducida de genes codificadores de complejos mitocondriales (MT-

ND7, SDHA, SDHB, CYCS, MTCO1, y MT-ATP6) o que involucran la funcion mitocondrial

(TFAM, PPARA, PPARG y PPARG1A). Ademas, las muestras de aneurisma mostraron una

regulacion aumentada de genes involucrados en el desacoplamiento mitocondrial y la

reconduccion glicolitica del metabolismo (Figura 1K). El analisis histologico de las proteinas

mitocondriales MT-ND1, SDHA, y TFAM y de los genes relacionados con la glicolisis HIF1A

and MYC (figura 1L). La co-inmunotincion de actina muscular lisa (SMA) confirmo que la

regulacion disminuida de los genes mitocondriales era especifica a CMLVs. Ademas, el

analisis in vitro de la capacidad respiratoria mitocondrial en cultivos de fibroblastos primarios

dermicos de individuos de sindrome de Marfan y de cuatro donantes sanos mostro la relacion

entre el sindrome de Marfan y una OCR reducida, elevada produccion de lactato y menor

contenido de ADNmt (Figuras 1M, 1N y 1P). En linea con las conclusiones obtenidas en aortas

humanas de sindrome de Marfan, fibroblastos primarios dermicos de sindrome de Marfan

mostraron un contenido bajo de ARNm de MTND1, SDHA, MT-CO1, MT-AP6, TFAM, y

PRARGC1A, y una expresion elevada de UCP2, HIF1A y MYC (Fig. 1Q). Estos datos sugieren

que las aortas de ratones de sindrome de Marfan y de pacientes humanos sufren un declive

en la respiracion mitocondrial y una reconduccion del metabolismo hacia la glicolisis.

Ejemplo 2: el metabolismo glicolitico en CMLVs causa aneurisma aortico similares a

los encontrados en sindrome de Marfan

Para investigar si la reconduccion del metabolismo hacia la glicolisis en el sindrome de Marfan

juega un papel en la adquisicion de un fenotipo sintetico y la progresion de la enfermedad

aortica, se forzo la conversion de celulas CMLVs en celulas glicoliticas mediante deplecion de
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Tfam in vitro e in vivo. Para los experimentos in vitro se transdujeron CMLVs aorticas de

ratones Tfam"~"" con vectores lentivirales codificando la recombinasa Cre (LV-Cre) La

eliminacion de Tfam se confirmo analizando los niveles de ARNm de Tfam y los niveles de

proteina (Fig. 4A y B) frente a un control que no codificaba la recombinasa Cre (LV-Mock). De

5 acuerdo con su papel regulador de los niveles de ADNmt, la eliminacion de Tfam en CMLVs

produjo una reduccion del contenido de ADNmt, una expresion reducida de los genes

codificados por ADNmt Mt-Co1 y Mt-lyd1, una OCR reducida y un incremento de produccion

de lactato (figuras 4A-D) Tambien se observaron disminuciones drasticas de la expresion de

ARNm de genes involucrados en la contractibilidad, tales corno miosina de cadena pesada de

10 musculo liso (Myh17), actina de musculo liso (Acfa2), transgelina (Tg/n), calponina (Cnn1) y

smoothelin (Smtn) (fig. 4E). Ademas, esto estuvo acompanada de una expresion de ARNm

de genes relacionados con el fenotipo de secrecion, tales corno osteopoyetina1 (Spp1),

metaloproteinasa-9 (Mmp9) y la sintasa de oxido nitrico inducible (/Vos2) (Fig. 4F). La

expresion aumentada de Mmp9 estaba acompanada de un incremento marcado de la

15 actividad enzimatica de Mmp9 en sobrenadantes celulares (Fig. 4F). Estos datos sugieren que

la respiracion mitocondrial controla las propiedades contractiles de las CMLVs, mientras que

las condiciones glicoliticas mueven estas celulas hacia un fenotipo secretor.

Para analizar el efecto de la eliminacion de Tfam en CMLVs in vivo, se cruzaron ratones
Tfam"'"~'" con ratones que expresan la proteina de fusion Cre' bajo el promotor (Myh11-

20 Cre r') de miosina de musculo liso (Myh11). El analisis despues de 28 semanas de

tratamiento con tamoxifeno (Tmx) confirmo una abrogacion efectiva de la expresion de Tfam

en aortas de ratones Myh11-Cre R" Tfam"'"~" pero no en ratones Myh11-Cre 'fam~~
(ratones SM-Tfam' SM-Tfam"', respectivamente), tratados con tamoxifeno (Fig. 3A). La

eliminacion de Tfam estuvo acompanada por un menor contenido de ADNmt (Figura 3A) El

25 analisis de vida media mostro un descenso significativo en la supervivencia con un 100% de

mortalidad en ratones SM-Tfam'ntes de las 33 semanas despues del tratamiento con

tamoxifeno (Fig. 3B) El analisis longitudinal del fenotipo vascular revelo una presion

sanguinea menor junto con un diametro aortico mayor (Fig 3C y D). El analisis histologico de

ratones SM-Tfam'8 semanas despues de tratamiento con tamoxifeno revelo disecciones

30 aorticas, hematomas intramurales (IMH) y degeneracion medial con degradacion de lamina

de elastina y acumulacion de proteoglicano en la aorta ascendiente.

Para evaluar corno responden ratones SM-Tfam ' un test hipertensivo, se infundio Angll en

ratones SM-Tfam' SM-Tfam" 56 dias despues de tratamiento con tamoxifeno (fig. 3E). El

analisis de la presion sanguinea mostro un incremento suave en ratones SM-Tfam'Fig. 3F)

35 Ademas, mediante ecografias se aprecio un incremento rapido del diametro de las aortas



WO 2022/049320 PCT/ES2021/070630

27

ascendiente (AsAo) y abdominal (AbAo) de los ratones S/I//-Tfanr', apoyando la

predisposicion de dichos ratones a desarrollar aneurismas aorticos De manera mas

importante, el tratamiento de SM-Tfam'on Angll produjo aneurismas aorticos y disecciones

aorticas letales rapidamente, reduciendo la supervivencia media (Fi. 3G). El anahsis post

5 mortem revelo la presencia de hematomas intramurales (HIM) y rupturas aorticas con

hemotorax o hemoabdomen (Fig. 3H). El analisis histologico de las secciones aorticas

toracicas y abdominales mostraron un incremento del diametro aortico, disecciones aorticas,

HIM, formacion de lumen falsa y caracteristicas de degeneracion medial, incluyendo

fragmentacion de fibras elasticas y arquitectura vascular que demuestran que el declive de la

10 respiracion mitocondrial en CMLVs induce aneurismas aorticos y disecciones letales en

modelos animales de Marfan.

Ejemplo 3: La mejora del metabolismo mitocondrial restablece la contractibilidad en

CMLVs que tienen mutaciones de aneurismas aorticos hereditarios.

15 NAD+ es un cofactor de varios enzimas con funciones criticas en la actividad mitocondrial y

en la salud metabolica, y la suplementacion con precursores de NAD+ ha estado propuesta

corno estrategia para mejorar las funciones mitocondriales en varias enfermedades

relacionadas con el declive mitocondrial (Verdin et al., Science, 2015. 350(6265): p 1208-13;

Prolla et al., Cell Metab, 2014. 19(2): p. 178-80). Para investigar el potencial terapeutico de

20 una potenciacion del metabolismo mitocondrial con NAD+ en aneurismas aorticos hereditanos

se trataron shFbn1-CMLVs con nicotinamida ribosido (NR). NR incremento la OCR y

disminuyo la produccion de lactato en shFbn1-CMLVs a niveles encontrados en shFbn1-

CMLVs de control (Fig. 6A y B). Estudios previos habian indicado que NR controla el

metabolismo mitocondrial incrementado la expresion de Ppargc1a y Tfam a traves de la

25 actividad de sirtuina. La exposicion de shFbn1-CMLVs a NR durante 5 dias incremento la

expresion de Pparg1a y Tfam mostrando una correlacion con un incremento en el ADNmt y la

expresion de ADNmt codificante del transcrito de Mt-Co1 (Fig. 6C, D). El tratamiento de

shFbn1-CMLVs con NR tambien incremento la intensidad de fluorescencia de actina

polimenzada (F-actina), un indice de contractibilidad de CMLVs, mientras que disminuyo la

30 expresion y actividad de la matriz pro-remodeladora de las metaloproteinasas Mmp9 y Mmp2

y de los genes pro-fibroticos Spp1 y Collagen1 (Co/1a1) (Fig. 6E), a la vez que restauro el

contenido de ADNmt y los niveles de ARNm de N/T-CO 1, /I//T-ND6, TFAM, y H/F/A (Fig. 61)

Adicionalmente, el tratamiento con NR redujo la expresion de las proteinas de colageno1 la

matriz extracelular (MEC) (COL1A1) y de agrecano (ACAN) y de los factores pro-fibroticos

35 TGFB3 y del factor de crecimiento de tejido conectivo (CNN2) (Fig. 6J).
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Para explorar si el metabolismo mitocondrial tambien se ve afectado en otros aneurismas

aorticos hereditarios, se obtuvieron modelos de otros aneurismas aorticos hereditarios

mediante la sobreexpresion de mutaciones causantes de dichas enfermedades en CMLVs

primarios. Para imitar formas familiares de disecciones y aneurismas toracicos y de sindrome

5 de Loeys-Dietz, se usaron vectores lentivirales para sobreexpresar Acfa2 '"
y TGFBR2G"',

respectivamente. La sobreexpresion de Acfa2 '"H
y TGEBR2G"'~ redujo el OCR, el

contenido de ADNmt y la expresion de ARNm de los reguladores mitocondnales, mientras que

incremento los niveles de lactato extracelular (Fig. 7A-C), sugiriendo que las mutaciones de

aneurismas aorticos fuerzan un uso predomintante de la glicolisis corno fuente de energia

10 celular. La incubacion de las celulas con NR revirtio el efecto de ambas mutaciones para

dichos parametros metabolicos (Fig 7A-C). Ademas, el uso de NR tambien permitio

incrementar la contractibilidad, medida por la polimerizacion de F-actina mientras que produjo

una disminucion de la expresion y reducir la actividad de la matriz de metaloproteinasas y de

otros marcadores de secrecion (Fig. 7D). Estos datos indican que en las CMLVs afectadas

15 por aneurismas aorticos de origen genetico se produce un cambio del metabolismo de

OXPHOS hacia la glicolisis, y que la mejora del estado metabolico mitocondrial in vitro

restaura su fenotipo de contractibilidad.

Ejemplo 4: El tratamiento con nicotinamida ribosido revierte el aneurisma en un modelo

20 de raton de sindrome de Marfan

Se evaluo el potencial terapeutico de NR para prevenir y revertir el desarrollo de aneurismas

en ratones modelo de sindrome de Marfan modulando su metabolismo mitocondrial. Ratones
Fbn1""'G'e 16 semanas de edad recibieron inyecciones intraperitoneales de NR en dias

alternos durante 28 dias (Fig. 5A; Fig. 8A). La dilatacion aortica y la presion sanguinea se

25 normalizaron completamente despues de 7 dias de tratamiento en ratones macho y hembra

(Fig. 5B, Fig. 8B). Ademas, el tratamiento con NR fue capaz de revertir caracteristicas

histologicas de degeneracion en dicho modelo de sindrome de Marfan, tales corno el espesor

medial, la fragmentacion de fibras elasticas, la deposicion de proteoglicanos y la

polimerizacion de actina (Fig. 5C y Fig. 8C). El tratamiento con NR tambien restauro la

30 expresion de ARNm de Tfam y /ift-Cof el contenido de ADNmt a niveles normales (Fig 5D

yE)

Para caracterizar el efecto del tratamiento con NR a nivel molecular, se llevo a cabo la

secuenciacion de ARN en aortas de ratones modelo de sindrome de Marfan y en ratones de

control sanos. La agrupacion jerarquica y el analisis transcriptomico revelo que el tratamiento

35 con NR revirtio los cambios transcripcionales observados en aortas Fbn1 '"'G", cambiando
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los niveles de expression a niveles mas cercanos a los del control que a los de ratones

Fbnf '"'G'. El tratamiento con NR incremento los niveles de expresion de algunos factores

de transcripcion involucrados en el mantenimiento del fenotipo contractil y en los genes

relacionados con el aparato de contraccion del musculo liso, tales corno la actina de musculo

5 liso (Acta2) y calponina1 (Cnn1) (Fig 5F). Asi, el potenciamiento de las funciones

mitocondriales con NR restablece rapidamente la firma transcripcional y propiedades

contractiles del musculo liso aortico en ratones modelo de sindrome de Marfan y revierte

completamente la remodelacion de la pared aortica, la dilatacion aortica y la degeneracion

medial.

10
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REIVINDICACIONES

1. Precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD+), para uso en la prevenaon de la

aparicion y/o el tratamiento de un aneurisma aortico de etiologia hereditaria (AAH) que se

caracteriza por la presencia de una respiracion mitocondrial deficiente.

10

2. Precursor de nicotinamida adenina dinucleotido para uso de acuerdo con la reivindicacion

1, en el que el aneurisma aortico de etiologia hereditaria (AAH) se selecciona entre el

grupo que consiste en: sindrome de Marfan, sindrome de Loeys-Dietz, sindrome de

Ehlers-Danlos de tipo vascular, sindrome de Cutis /axa y formas Familiares de

Disecciones y Aneurismas Toracicos no sindromicos.

15

3. Precursor de nicotinamida adenina dinucleotido para uso de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones 1 o 2, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido

(NAD') se selecciona entre: niacina (NA) o acido nicotinico; nicotinamida (NAM);

nicotinamida ribosido (NR); nicotinamida mononucleotido (NMN); acido nicotinico

mononucleotido; y acido nicotinico adenina dinucleotido; o combinaciones de los mismos.

20

4. Precursor de nicotinamida adenina dinucleotido para uso de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 3, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido

(NAD') es niacina (NA) o acido nicotinico.

25

5. Precursor de nicotinamida adenina dinucleotido para uso de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 3, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido

(NAD') es nicotinamida (NAM).

6 Precursor de nicotinamida adenina dinucleotido para uso de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 3, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido

(NAD') es nicotinamida ribosido (NR).

30 7. Precursor de nicotinamida adenina dinucleotido para uso de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 3, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido

(NAD') es nicotinamida mononucleotido (NMN).
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8. Precursor de nicotinamida adenina dinucleotido para uso de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 3, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido

(NAD') es el acido nicotinico mononucleotido.

5 9 Precursor de nicotinamida adenina dinucleotido para uso de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 3, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido

(NAD') es el acido nicotinico adenina dinucleotido.

10. Composicion farmaceutica que comprende al menos un precursor de nicotinamida

10 adenina dinucleotido (NAD+) y al menos un excipiente farmaceuticamente aceptable,

para uso en la prevencion de la aparicion y/o el tratamiento de un aneurisma aortico de

etiologia hereditaria (AAH) que se caracteriza por la presencia de una respiracion

mitocondrial deficiente.

15 11. Composicion farmaceutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que el

aneurisma aortico de etiologia hereditaria (AAH) se selecciona entre el grupo que consiste

en: sindrome de Marfan, sindrome de Loeys-Dietz, sindrome de Ehlers-Danlos de tipo

vascular, sindrome de Cutis /axa y formas Familiares de Disecciones y Aneurismas

Toracicos no sindromicos.

20

25

12. Composicion farmaceutica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10

u 11, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD') se selecciona

entre el grupo que consiste en: niacina (NA) o acido nicotinico; nicotinamida (NAM);

nicotinamida ribosido (NR); nicotinamida mononucleotido (NMN); acido nicotinico

mononucleotido; y acido nicotinico adenina dinucleotido; o combinaciones de los mismos

30

13. Composicion farmaceutica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10

a 12, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD') es niacina (NA)

o acido nicotinico.

14. Composicion farmaceutica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10

a 12, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD') es nicotinamida

(NAM).
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15. Composicion farmaceutica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaaones 10

a 12, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD') es nicotinamida

ribosido (NR).

5 16. Composicion farmaceutica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10

a 12, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD') es nicotinamida

mononucleotido (NMN).

17. Composicion farmaceutica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10

10 a 12, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD') es el acido

nicotinico mononucleotido

18. Composicion farmaceutica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaaones 10

a 12, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD') es el acido

15 nicotinico adenina dinucleotido.

20

19. Composicion nutraceutica que comprende al menos un precursor de nicotinamida

adenina dinucleotido (NAD+) y al menos un excipiente nutraceuticamente aceptable, para

uso en la prevencion de la aparicion de un aneurisma aortico de etiologia hereditaria

(AAH)que se caracteriza por la presencia de una respiracion mitocondrial deficiente.

25

20. Composicion nutraceutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que el

aneurisma aortico de etiologia hereditaria (AAH) se selecciona entre el grupo que consiste

en: sindrome de Marfan, sindrome de Loeys-Dietz, sindrome de Ehlers-Danlos de tipo

vascular, sindrome de Cutis /axa y formas Familiares de Disecciones y Aneurismas

Toracicos no sindromicos.

30

21. Composicion nutraceutica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19

o 20, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD') se selecciona

entre el grupo que consiste en: niacina (NA) o acido nicotinico; nicotinamida (NAM);

nicotinamida ribosido (NR); nicotinamida mononucleotido (NMN); acido nicotinico

mononucleotido; y acido nicotinico adenina dinucleotido; o combinaciones de los mismos.

35

22. Composicion nutraceutica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19

a 21, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD') es niacina (NA)

o acido nicotinico.
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23. Composicion nutraceutica para uso de acuerdo con cualquiera de las reiwndicaciones 19

a 21, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD') es nicotinamida

(NAM).

5 24. Composicion nutraceutica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19

a 21, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD') es nicotinamida

ribosido (NR).

25. Composicion nutraceutica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19

10 a 21, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD') es nicotinamida

mononucleotido (NMN)

26. Composicion nutraceutica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19

a 21, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD') es el acido

15 nicotinico mononucleotido.

20

27. Composicion nutraceutica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19

a 21, en el que el precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD') es el acido

nicotinico adenina dinucleotido.
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FIGURA 1 (cont.)
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FIGURA 1 (cont.)

O Sh Ca/7/fO/
:" SAF/3/21

;H 6 PQ

1 '!

0 Q IQ 2Q 3Q 4Q
MtnU1OS

0 8/2 CO/1 P/"OJ

xi 8jlF I3/7 /



WO 2022/ti49320 PCT/ES2021/07063tt

4/25

FIGURA 1 (cont.)

QlicoliSiS

ID

~2
0

o

PPARA PPARG PPARCCM 8/FTA KYC

4.0

z 3.5
0o 3.0
" 2.5
— 2.0
o 15
m 1.0

oo7 0.5

0.0
MT-ND1 SDHA TFAM HIF1A MYC

o 30

o 25

cn 20

.E 15

E 10

5
O0 0

~ Control o MFS

0 10 20 30 40 50 60
Minutos



WO 2022/049320 PCT/ES2021/070638

5/25

FIGURA 1 (cont.)
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FIGURA 3
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FIGURA 3 (cont.)
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FIGURA 3 (cont.)
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FIGURE 3 (cont.)
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FIGURA 4
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FIGURA 4 (cont.)
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FIGURA 5
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FIGURA 5 (cont.)
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FIGURA 6
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FIGURA 6 (cont.)
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FIGURA 6 (cont.)
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FIGURA 6 (cont.)

1.5

tt-'1.0
E

I 0.5

~ Control
MFS

-i'~- MFS NR
2.0

~1.5

&1.0

E
0.5

1.5

1.0

0.5

2.5

20

1.5

1.0

0.5

0.0
TFAM

0.0
MT-CO1

0.0
MT-ND6

0.0
HIF1A

10

8

tt" 6E
¹)

0)
0)

C

0
COL1A1

25

20

15

10

0
ACAN

0
CNN2

¹ ¹ ¹ ~ Control
MFS

~ii- MFS NR

0
TGFB3



WO 2022/049320 PCT/ES2021/070638

20/25

FIGURA 7

A1



WO 2022/049320 PCT/ES2021/070638

21/25

FIGURA 7 (cont.)
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FIGURA 7 (cont.)
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FIGURA 7 (cont.)
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FIGURA 8
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FIGURA 8 (cont.)
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