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DESCRIPCIÓN 

 
Terapia de combinación para tratamiento de trastornos neovasculares oculares 
 
Campo de la invención 5 
 
La invención se relaciona con los campos de la oftalmología y la medicina. Más específicamente esta invención se 
relaciona con el tratamiento de trastornos neovasculares del ojo usando una combinación de agentes que inhiben 
tanto el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) como el factor de crecimiento endotelial vascular 
(VEGF). 10 
 
Antecedentes de la invención 
 
La angiogénesis, también denominada neovascularización, involucra la formación de ramificaciones de vasos 
sanguíneos persistentes y su invasión en el tejido circundante. Un proceso relacionado, la vasculogénesis, involucra 15 
la diferenciación de las células endoteliales y angioblastos que ya están presentes a partir de un tejido, y su 
subsecuente unión entre sí para formar vasos sanguíneos. 
 
La angiogénesis se presenta extensamente durante el desarrollo, y también se presenta en cuerpos sanos durante 
la curación de heridas con el fin de restaurar el flujo sanguíneo a tejidos después de la lesión o daño. La 20 
angiogénesis, sin embargo también ha sido implicada en la formación de cáncer y tumores. En efecto, la cantidad de 
vasos sanguíneos en un tejido tumoral es un indicador prognóstico negativo fuerte en cáncer de seno (Weidner et 
al., (1992) J. Natl. Cancer Inst. 84: 1875 - 1887), cáncer de próstata (Weidner et al., (1993) Am. J. Pathol. 143: 401 - 
409), tumores de cerebro (Li et al., (1994) Lancet 344: 82 - 86), y melanoma (Foss et al., (1996) Cancer Res. 56: 
2900 - 2903). La angiogénesis también ha sido implicada recientemente en otros estados de enfermedad de muchas 25 
áreas de la medicina, incluyendo reumatología, dermatología, cardiología y oftalmología. En particular, la 
angiogénesis específica de tejidos indeseable o patológica ha sido asociada con ciertos estados de enfermedad 
específicos incluyendo artritis reumatoide, aterosclerosis y soriasis (véase por ejemplo, Fan et al., (1995) Trends 
Pharmacol. Sci. 16: 57; and Folkman (1995) Nature Med. 1: 27). Adicionalmente, se cree que la alteración de la 
permeabilidad vascular juega un papel en los procesos fisiológicos tanto normales como patológicos (Cull- inan-30 
Bove et al., (1993) Endocrinol. 133: 829; Senger et al., (1993) Cancer and Metastasis Reviews 12: 303). Aunque el 
proceso angiogénico en cada una de estas enfermedades probablemente comparte muchas características con la 
angiogénesis de desarrollo y la angiogénesis tumoral, cada uno puede tener también aspectos únicos conferidos por 
la influencia de las células circundantes.  

Varios trastornos oculares involucran alteraciones en la angiogénesis. Por ejemplo, la retinopatía diabética, la 35 
tercera causa líder de ceguera en adultos (que representa casi el 7% de la ceguera en los Estados Unidos), está 
asociada con eventos angiogénicos extensos. La retinopatía no proliferativa está acompañada por la pérdida 
selectiva de pericitos dentro de la retina, y su pérdida da como resultado una dilatación de los vasos capilares 
asociados y un incremento resultante en el flujo sanguíneo. Los capilares dilatados, proliferan las células 
endoteliales y forman embolsamientos, los cuales se convierten en microaneurismas y los capilares adyacentes se 40 
bloquean de tal manera que el área de retina que circunda estos microaneurismas no es perfusionada. 
Eventualmente, aparecen vasos de desviación entre áreas adyacentes de microaneurismas, y aparece el dibujo 
clínico de la retinopatía diabética temprana con microaneurismas y con áreas de retina no perfusionada. La ruptura 
de microaneurismas y los vasos capilares pueden sangrar, produciendo exudados y hemorragias. Una vez que se 
establecen las etapas iniciales de retinopatía diabética de fondo, la condición avanza durante un período de años, 45 
convirtiéndose en retinopatía diabética proliferativa y ceguera en aproximadamente el 5% de los casos. La 
retinopatía diabética proliferativa se presenta cuando algunas áreas de la retina continúan perdiendo sus vasos 
capilares y se convierten en no perfusionadas llevando a la aparición de nuevos vasos en el disco en cualquier lugar 
de la retina. Estos nuevos vasos sanguíneos crecen hacia el vítreo y sangra fácilmente, llevando hemorragias 
prerretinales. Retinopatía diabética proliferativa avanzada, una hemorragia vítrea masiva puede llenar una porción 50 
principal de la cavidad vítrea. Además, los nuevos vasos están acompañados por la proliferación de tejido fibroso 
que puede llevar al desprendimiento de la retina por tracción. 
 
La retinopatía diabética se asocia primariamente con la duración de la diabetes mellitus. Por lo tanto, a medida que 
la población envejece y los pacientes diabéticos viven más tiempo, se incrementará la prevalencia de la retinopatía 55 
diabética. Se utiliza actualmente la terapia con láser en retinopatía diabética no proliferativa y proliferativa. El 
tratamiento con láser focal de las microaneurismas rotos que rodean el área macular reduce la pérdida visual en un 
50% de los pacientes con edema vascular clínicamente significativo. En la retinopatía diabética proliferativa, la 
fotocoagulación retinal da como resultado miles de varios pequeños vacíos dispersos a través de la retina 
(exceptuando el área macular). Este tratamiento reduce la velocidad de la ceguera en un 60%. El tratamiento 60 
temprano del edema macular y la retinopatía diabética proliferativa  evita la ceguera durante cinco años en el 95% 
de los pacientes, mientras que el tratamiento tardío evita la ceguera solamente en el 50%. Por lo tanto, son 
esenciales el diagnóstico y tratamiento tempranos. 
 
Otro trastorno ocular que involucra la neovascularización es la degeneración macular relacionada con la edad 65 
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(AMD), una enfermedad que afecta aproximadamente a una decima parte de los americanos por encima de 65 años. 
La AMD se caracteriza por una serie de cambios patológicos en la mácula, la región central de la retina, la cual está 
acompañada por una agudeza visual disminuida, que afecta particularmente la visión central. La AMD involucra una 
capa sencilla de células denominadas el epitelio de pigmento retinal que yace inmediatamente por detrás de la retina 
sensorial. Estas células alimentan y soportan la porción de la retina que está en contacto con ellas, esto es, las 5 
células fotorreceptoras que contienen los pigmentos visuales. El epitelio de pigmento retinal descansa sobre la 
membrana de Bruch, una membrana de base compleja la cual, en la AMD, se engruesa y se hace esclerótica. 
Pueden irrumpir nuevos vasos sanguíneos a través de la membrana de Bruch desde el coroide subyacente, el cual 
contiene un lecho vascular rico. Estos vasos pueden a su vez liberar fluido o sangrar por detrás del epitelio de 
pigmento retinal y también entre el epitelio de pigmento retinal y la retina sensorial. Las lesiones fibrosas 10 
subsecuentes perturban la nutrición de las células fotorreceptoras y legan a su muerte, dando como resultado una 
pérdida de agudeza visual central. Este tipo de maculopatía relacionada con la edad es denominada del tipo 
“húmedo” debido a los vasos con fugas y al edema o sangre subretinal. El tipo agudo representa solamente el 10% 
de los casos de maculopatía relacionados con la edad pero da como resultado el 90% de los casos de ceguera legal 
por la degeneración macular en la edad avanzada. El tipo de maculopatía relacionado con la edad del tipo “seca” 15 
involucra la desintegración del epitelio del pigmento retinal junto con pérdida de las células fotorreceptoras que lo 
recubre, El tipo seco reduce la visión pero usualmente solo a niveles de 20/50 hasta 20/100.  
 
La AMD está acompañada por la distorsión de la visión central con objetos que parecen más grandes o más 
pequeños o líneas rectas que parecen distorsionadas, dobladas, o sin un segmento central. En el tipo húmedo de 20 
AMID, un pequeño desprendimiento de la retina sensorial puede notarse en el área macular, pero el diagnóstico 
efectivo de una membrana neovascular subretinal requiere angiografía con fluoresceína. En el tipo seco, los drusen 
pueden perturban el patrón de pigmentación en el área macular. Los drusen son excrecencias de la membrana de 
base del epitelio de pigmento retinal que protruyen hacia las células haciendo que sobresalgan en su cara anterior. 
Su papel como un factor de riesgo en la maculopatía relacionada con la edad no es claro. No existe un tratamiento 25 
concurrente para la maculopatía de tipo seco relacionada con la edad. El tratamiento con láser se utiliza en el tipo de 
maculopatía relacionada con la edad húmeda e inicialmente oblitera la membrana neovascular y evita pérdida visual 
posterior en alrededor del 50% de los pacientes a los 18 meses. Al cabo de los 60 meses, sin embargo, solamente el 
20% tiene aún un beneficio sustancial. 
 30 
Se han identificado los mediadores moleculares múltiples de la angiogénesis incluyendo los factores de crecimiento 
de fibroblastos ácidos (aFGF, bFGF), factores de crecimiento de transformación alfa y beta (TGFα, TGFβ), factor de 
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), angiogenina, factor de crecimiento celular endotelial derivado de 
plaquetas (PD-ECGF), interleucina-8 (IL-8) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).Otros estimuladores 
implicados en la angiogénesis incluyen angiopoyetina-1, Del-1, folistatina, factor estimulador de colonias de 35 
granulocitos (G-CSF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), leptina, midkina, factor de crecimiento de 
placenta, pleiotropina (PTN), progranulina, proliferina, y factor alfa de necrosis tumoral (TNF-alfa). Además, el control 
de la angiogénesis es mediado adicionalmente por un cierto número de reguladores negativos de la angiogénesis 
producidos por el cuerpo incluyendo la angioarrestina, ngiostatina (fragmento de plasminógeno), antitrombina 
antiangiogénica III, inhibidor derivado de cartílago (CDI), fragmento complementario CD59, endostatina (fragmento 40 
de colágeno XVIII), fragmento de fibronectina, gro-beta, heparinasas, fragmento de heparina hexasacárido, 
gonadotropina coriónica humana (hCG), interferón alfa/beta/gama, proteína inducible por interferón (IP-10), 
interleucina-12, Kringle 5 (fragmento de plasminógeno), inhibidores de metaloproteinasa (TIMPs), 2-metoxiestradiol, 
inhibidor de la ribonucleasa de placenta, inhibidor del activador de plasminógeno, factor-4 de plaquetas (PF4), 
fragmento 16kD de prolactina, proteína relacionada con la proliferina (PRP), retinoides, tetrahidrocortisol-S, 45 
tromboespondina (TSP-1), vasculostatina y vasostatina (fragmentos calreticulina).  
 
Entre estos reguladores angiogénicos, el VEGF parece jugar un papel importante como regulador positivo de la 
angiogénesis anormal acompañando el crecimiento tumoral (revisado en Brown et al., (1996) Control of 
Angiogenesis (Goldberg and Rosen, eds.) Birkhauser, Basel, and Tho- mas (1996) J. Biol. Chem. 271: 603 - 606). 50 
Adicionalmente, recientemente el papel del miembro PDGF-B de la familia PDGF de las moléculas de señalización 
ha estado bajo investigación, puesto que parece jugar un papel importante en la formación, expansión y función 
apropiada de las células perivasculares, algunas veces denominadas como células murales, por ejemplo, músculos 
lisos vasculares, células mesangiales y pericitos. 
 55 
A la vez que se ha aprendido mucho acerca de la angiogénesis o la neovascularización, el desarrollo asociado con 
la curación de lesiones y la formación de tumores, sigue por determinar si hay diferencias entre estas formas de 
angiogénesis y la angiogénesis ocular. Significativamente, mientras que la angiogénesis acompañante, por ejemplo 
de la formación de vasos sanguíneos colaterales en el corazón, puede ser benéfica y adaptativa para el organismo, 
la neovascularización ocular patológica acompaña, por ejemplo, AMD, no tiene beneficio conocido y frecuentemente 60 
lleva a la ceguera (para revisión, véase Campochiaro (2000) J. Cell. Physiol. 184: 301 - 10). Por lo tanto, aunque se 
han hecho avances en el entendimiento de los eventos moleculares que acompañan la neovascularización, existe 
una necesidad de utilizar este entendimiento para desarrollar métodos adicionales para tratar en trastornos de 
enfermedades neovasculares, incluyendo enfermedades neovasculares oculares y trastornos tales como la 
neovascularización coroidal que ocurre con AMD y retinopatía diabética. 65 
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Resumen de la invención 
 
Se ha descubierto que la combinación de agentes anti-VEGF y anti-PDGF sorprendentemente permiten beneficios 
terapéuticos sinérgicos para tratar una enfermedad neovascular ocular. 
 5 
De acuerdo con lo anterior, la invención presenta un método para tratar un paciente diagnosticado con o en riesgo 
de desarrollar una trastorno neovascular. Este método incluye la administración al paciente de un agente anti-VEGF 
y de un agente anti-PDGF como tratamiento terapéutico primario o adjunto. 
 
En un aspecto, la invención provee un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en un método para 10 
el tratamiento de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF es 4-[(4-metil-piperazin-1-
il)metil]-N-[4-metil-3-[(4-piridin-3-ilpi-rimidin-2-il)amino]fenil]benzamida (imatinib), y el antagonista de VEGF es 
pegaptanib o una sal del mismo, en donde el antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF son para 
administración simultánea, separada o secuencial. 
 15 
En otro aspecto, la invención provee un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en un método 
para el tratamiento o prevención de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF es un 
anticuerpo anti-PGDF o un fragmento de enlace del mismo, y el antagonista de VEGF es pegaptanib o una sal del 
mismo, donde el antagonista de PDGF y el antagonista de VEGD son para administración simultánea, separada o 
secuencial. 20 
 
En un aspecto adicional, la invención provee un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en un 
método en el tratamiento o prevención de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF es un 
aptámero anti-PDGF pegilado o no pegilado que tienen las secuencias CAGGCUACGN CGTAGAGCAU 
CANTGATCCU GT, en donde las posiciones 6, 20 y 30 son las posiciones 2’-fluoro-2’-desoxiuridina, las posiciones 25 
8, 21, 28, 29 son 2’-fluoro-2’-desoxicitidina, las posiciones 9, 15, 17 y 31 son 2’-O-metil-2’-desoxiguanosina, la 
posición 22 es 2’-O-metil-2’-desoxiadenosina, “N” en las posiciones 10 y 23 es de la hexaetilen glicol fosforamidita, y 
la posición 32 está enlazada 3’ - 3’ o un aptámero anti-PDGF pegilado o no pegilado que tiene la secuencia 
CAGGCUACGN CGTA- GAGCAU CANTGATCCU GT, donde la posición 8 es O-metil-2-desoxicitidina, las 
posiciones 9, 17 y 31 son 2-O-metil-2-desoxiguanosina, la posición 22 es 2-O-metil-2-desoxiadenina, la posición 30 30 
es 2-O-metil-2-desoxiuridina, las posiciones 6 y 20 son 2-fluoro-2-desoxiuridina, las posiciones 21, 28 y 29 son 2-
fluoro-2-desoxicitidina, “N” en las posiciones 10 y 23 es un espaciador de pentaetilen glicol y la posición 32 está 
enlazada 3’ - 3’, y el antagonista de VEGF es pegaptanib o una sal del mismo, en donde el antagonista de PDGF y 
el antagonista de VEGF son para administración simultánea, separada o secuencial. 
 35 
En aún un aspecto adicional, la invención provee un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en 
un método para el tratamiento o prevención de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF 
es un aptámero anti-PDGF pegilado o no pegilado que tiene una secuencia CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANT- 
GATCCU GT, donde las posiciones 6, 20 y 30 son 2’- fluoro-2’-desoxiuridina, las posiciones 8, 21, 28 y 29 son 2’- 
fluoro-2’-desoxicitidina, las posiciones 9, 15, 17 y 31 son 2’-O-metil-2’-desoxiguanosina, la posición 22 es 2’-O-metil-40 
2’-desoxiadenosina, “N” en las posiciones 10 y 23 es de hexaetilen glicol fosforamidita y la posición 32 está enlazada 
3’-3’, o un aptámero anti-PDGF pegilado o  no pegilado que tiene la secuencia CAGGCUACGN CGTAGAGCAU 
CANTGATCCU GT, donde la posición 8 es O-metil-2-desoxicitidina, las posiciones 9, 17 y 31 son 2-O-metil-2-
desoxiguanosina, la posición 22 es 2-O-metil-2-desoxiadenina, la posición 30 es 2-O-metil-2-desoxiuridina, las 
posiciones 6 y 20 son 2-fluoro-2-desoxiuridina, las posiciones 21, 28 y 29 son 2-fluoro-2-desoxicitidina, “N” en las 45 
posiciones 10 y 23 es un espaciador de pentaetilen glicol y la posición 32 está enlazada 3’ - 3’, y el antagonista de 
VEGF es un anticuerpo o un fragmento de enlace del mismo, en donde el antagonista de PDGF y el antagonista de 
VEGF son para administración simultánea, separada o secuencial. 
 
La invención también provee en un aspecto adicional un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso 50 
en un método en el tratamiento o prevención de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PGDF 
es un aptámero anti-PDGF pegilado que tiene la secuencia CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT, 
donde las posiciones 6, 20 y 30 son 2’-fluoro-2’-desoxiuridina, las posiciones 8, 21, 28 y 29 son 2’-fluoro-2’-
desoxicitidina, las posiciones 9, 15, 17, y 31 son 2’-O-metil-2’-desoxiguanosina, la posición 22 es 2’-O-metil-2’-
desoxiadenosina, “N” en las posiciones 10 y 23 es de hexaetilen glicol fosforamidita y la posición 32 está enlazada 3’ 55 
- 3’, y el antagonista de VEGF es un anticuerpo o un fragmento de enlace del mismo, en donde el antagonista de 
PDGF y el antagonista de VEGF son para administración simultánea, separada o secuencial. 
 
En una realización de los aspectos anteriores, el antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF se formulan 
separadamente como medicamentos. 60 
 
En otra realización de los aspectos anteriores, el antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF se formulan en un 
medicamento individual. 
 
En una realización adicional de los aspectos anteriores, el antagonista de PDGF es un anticuerpo anti-PDGF-B o un 65 
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fragmento de enlace del mismo. 
 
En una realización aún adicional del aspecto anterior, el antagonista de VEGF es un anticuerpo anti-VEGF-A o un 
fragmento de enlace del mismo. 
 5 
En otra realización, el antagonista de VEGF es pegaptanib sodio. 
 
En una realización adicional, el trastorno neovascular ocular es retinopatía isquémica, neovascularización del iris, 
neovascularización intraocular, degeneración macular relacionada con la edad, neovascularización de la cornea, 
neovascularización de la retina, neovascularización coroidal, isquemia retinal diabética o retinopatía diabética 10 
proliferativa. 
 
En un aspecto adicional, la invención provee un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en un 
método para el tratamiento o prevención de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF es 
un anticuerpo o fragmento de enlace del mismo y el antagonista de VEGF es un anticuerpo o un fragmento de 15 
enlace del mismo. 
 
Breve descripción de los dibujos 
 
La Figura 1 (A) es una representación esquemática de la secuencia de ácidos nucleicos de un PDGF-B humano 20 
(GenBank Accession No. X02811) (SEQ ID NO: 1). 
 
La Figura 1 (B) es una representación esquemática de la secuencia de aminoácidos de un PDGF-B humano 
(GenBank Accession No. CAA26579) (SEQ ID NO: 2). 
 25 
La Figura 1 (C) es una representación esquemática de la secuencia de ácidos nucleico de PDGF-A humano 
(GenBank Accession No. X06374) (SEQ ID NO: 11). 
 
La Figura 1 (D) es una representación esquemática de la secuencia de polipéptidos de un PDGF-A humano (Gen- 
Bank Accession No. CAA29677) (SEQ ID NO: 12).  30 
 
La Figura 2 (A) es una representación esquemática de la secuencia de ácidos nucleicos de un VEGF humano 
(GenBank Accession No: NM_003376) (SEQ ID NO: 3).  
 
La Figura 2 (B) es una representación esquemática de la secuencia de aminoácidos de un polipéptido VEGF 35 
humano (GenBank Accession No. NP_003367) (SEQ ID NO: 4). 
 
La Figura 3 (A) es una representación esquemática de la secuencia de ácidos nucleicos de un PDGFR-B humano 
(Gen- Bank Accession No. NM_002609) (SEQ ID NO: 5).  
 40 
La Figura 3 (B) es una representación esquemática de la secuencia de polipéptidos de un PDGFR-B humano (Gen- 
Bank Accession No. NP_002600) (SEQ ID NO: 6).  
 
La Figura 3 (C) es una representación esquemática de la secuencia de ácidos nucleicos de un PDGFR-A humano 
(Gen- Bank Accession No. NM_006206) (SEQ ID NO: 13).  45 
 
La Figura 3 (D) es una representación esquemática de la secuencia de polipéptidos de un PDGFR-A humano (Gen- 
Bank Accession No. NP_006197) (SEQ ID NO: 14).  
 
La Figura 4 (A) es una representación esquemática de la secuencia de ácidos nucleicos de un VEGFR-1 humano 50 
(Flt-1) (GenBank Accession No. AF063657) (SEQ ID NO: 7). 
 
La Figura 4 (B) es una representación esquemática de la secuencia de polipéptidos de un VEGFR- (Flt-1) humano 
(GenBank Accession No.) (SEQ ID NO: 8). 
 55 
La Figura 4 (C) es una representación esquemática de la secuencia de ácidos nucleicos de un VEGFR-2 humano 
(KDR/Flk- 1) (GenBank Accession No. AF035121) (SEQ ID NO: 9). 
 
La Figura 4 (D) es una representación esquemática de la secuencia de polipéptidos de un VEGFR-2 humano 
(KDR/Flk-1) (GenBank Accession No. AAB88005) (SEQ ID NO: 10). 60 
 
La Figura 5 es una representación gráfica de los resultados de una prueba de neovascularización de la córnea que 
compara un tratamiento de control (cont), un tratamiento Gleevec (un agente anti-PDGF), y un tratamiento con 
Macugen™ (esto es tratamiento con pegaptanib, un agente anti-VEGF), con los resultados de un tratamiento de 
combinación con Macugen™  y Gleevec (terapia de combinación anti-PDGF/anti-VEGF). 65 
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La Figura 6 (A) es una representación fotográfica de una imagen microscópica con fluorescencia de una 
neovascularización de la córnea que se presenta en córnea de ratón de control (tratado con PEG). 
 
La Figura 6 (B) es una representación fotográfica de una imagen microscópica con fluorescencia de una 
neovascularización de la córnea que se presenta en córnea de ratón tratada con Gleevec. 5 
 
La Figura 6 (C) es una representación fotográfica de una imagen microscópica con fluorescencia de una 
neovascularización de la córnea que se presenta en córnea de ratón tratada con Macugen™. 
 
La Figura 6 (D) es una representación fotográfica de una imagen microscópica con fluorescencia de una 10 
neovascularización de la córnea que se presenta en córnea de ratón tratada tanto con Macugen™ como con 
Gleevec. 
 
La Figura 7 (A) es una representación fotográfica de una imagen microscópica de fluorescencia que muestra que la 
vasculatura de la córnea normal no es afectada por la administración de APB5 (anticuerpo de PDGFR, un agente 15 
anti-PDGF).  
 
La Figura 7 (B) es una representación fotográfica de una imagen microscópica de fluorescencia que muestra que la 
vasculatura de la córnea normal no es afectada por la administración de Gleevec. 
 20 
La Figura 7 (C) es una representación fotográfica de una imagen microscópica de fluorescencia que muestra que la 
vasculatura de la córnea normal no es afectada por la administración de Macugen™ (Mac) y Gleevec juntos. 
 
La Figura 7 (D) es una representación fotográfica de una imagen microscópica de fluorescencia que muestra que la 
vasculatura de la córnea normal no es afectada por la administración de PEG. 25 
 
La Figura 8 es una representación gráfica de los resultados de una prueba de neovascularización coroidal inducida 
por láser en comparación con un tratamiento de control (cont), tratamiento con Gleevec (un agente anti-PDGF), y 
tratamiento con Macugen™ (esto es tratamiento con pegaptanib, un agente anti-VEGF), con los resultados de un 
tratamiento de combinación con Macugen™ y Gleevec (terapia de combinación anti-PDGF/anti-VEGF). 30 
 
La Figura 9 es una representación gráfica de los resultados de una prueba de neovascularización coroidal inducida 
por láser que compara un tratamiento de control (cont), tratamiento con APB5 (un anticuerpo anti-PGFR, el cual 
actúa como un agente anti-PDGF), y tratamiento con Macugen (esto es, tratamiento con pegaptanib, un aptámero 
anti-VEGF), con los resultados de un tratamiento de combinación con Macugen y APB5 (Mac + APB5). 35 
 
La Figura 10 es una representación gráfica de los resultados de un modelo de desarrollo de retina que compara un 
tratamiento de control (cont), tratamiento con ARC-127 (un agente anti-PDGF), y tratamiento con Macugen (esto es, 
tratamiento con pegaptanib, un agente anti-VEGF), con los resultados de un tratamiento de combinación con 
Macugen y ARC-127 (terapia de combinación anti-PDGF/anti-VEGF).  40 
 
La Figura 11 es una representación gráfica de los resultados de una prueba de neovascularización de córnea que 
compara un tratamiento de control (cont), tratamiento con ARC-127 (un agente anti-PDGF), y tratamiento con 
Macugen (esto es, tratamiento con pegaptanib, un agente anti-VEGF), con los resultados de un tratamiento de 
combinación con Macugen y ARC-127 (terapia de combinación anti-PDGF/anti-VEGF). 45 
 
La Figura 12 (A) es una representación fotográfica de una imagen microscópica de fluorescencia de una 
neovascularización de córnea que se presenta en córnea de ratón de control.  
 
La Figura 12 (B) es una representación fotográfica de una imagen microscópica de fluorescencia de una 50 
neovascularización de córnea que se presenta en córnea de ratón tratado con ARC-127. 
 
La Figura 12 (C) es una representación fotográfica de una imagen microscópica de fluorescencia de una 
neovascularización de córnea que se presenta en córnea de ratón tratado con Macugen. 
 55 
La Figura 12 (D) es una representación fotográfica de una imagen microscópica de fluorescencia de una 
neovascularización de la córnea que se presenta en una córnea de ratón tratada tanto con Macugen como con ARC-
127. 
 
La Figura 13 es una representación gráfica de los resultados de una prueba de neovascularización de córnea que 60 
compara un tratamiento de control (cont), tratamiento con APB-5 (un agente anti-PDGF), y tratamiento con Macugen 
(esto es, tratamiento con pegaptanib, un agente anti-VEGF), con los resultados de un tratamiento de combinación 
con Macugen y APB-5 (terapia de combinación anti-PDGF/anti-VEGF). 
 
La Figura 14 es una representación gráfica de los resultados de una prueba de neovascularización de córnea que 65 
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compara un tratamiento de control (cont), tratamiento con APB-5 (un agente anti-PDGF), y tratamiento con Macugen 
(esto es, tratamiento con pegaptanib, un agente anti-VEGF), con los resultados de un tratamiento de combinación 
con Macugen y APB-5 (terapia de combinación anti-PDGF/anti-VEGF). 
 
Descripción detallada de la invención 5 
 
Tal como se utilizan aquí, los siguientes términos y expresiones tendrán los significados que se definen más abajo. A 
menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y científicos utilizados aquí tienen el mismo significado 
que se entiende comúnmente para una persona de experiencia normal en la técnica a la cual pertenece esta 
invención. 10 
 
Por “antagonista” se entiende un agente que inhibe, bien sea parcial o completamente, la actividad o producción de 
una molécula objetivo. En particular, el término “antagonista”, tal como se aplica aquí selectivamente, significa un 
agente capaz de hacer disminuir los niveles de la expresión en genes de PDGF, PDGFR, VEGF o VEGFR, los 
niveles de ARNm, niveles de proteínas o actividad de proteína. Formas de ejemplo de antagonistas incluyen, por 15 
ejemplo, proteínas, polipéptidos, péptidos (tales como péptidos cíclicos), anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, 
imitadores de péptidos, moléculas de ácido nucleico, moléculas antisentido, ribozimas, aptámeros, moléculas de 
ARNi, y moléculas orgánicas pequeñas. Mecanismos de ejemplos no limitantes de la inhibición de antagonistas de 
los objetivos ligando receptor VEGF/VEGFR y PDGF/PDGFR incluyen la represión de síntesis de ligando y/o 
estabilidad (por ejemplo utilizando ribozimas antisentido o composiciones de ARNi que apuntan al ligando 20 
gen/ácidos nucleicos), el bloqueo de enlazamiento del ligando a su receptor cognato (por ejemplo, utilizando 
aptámeros antiligando, anticuerpos o un receptor cognato soluble señuelo), represión de la síntesis y/o estabilidad 
del receptor (por ejemplo, utilizando, ribozimas antisentido o composiciones de ARNi que apuntan al receptor ligando 
gen/ácidos nucleicos), bloqueo del enlazamiento del receptor a su receptor cognato (por ejemplo, utilizando 
anticuerpos del receptor) y bloqueo de la activación del receptor por su ligando cognato (por ejemplo, utilizando 25 
inhibidores de receptor de tirosina quinasa). Además, el antagonista puede inhibir directa o indirectamente la 
molécula objetico. 
 
El término “anticuerpo” tal como se utiliza aquí pretende incluir anticuerpos completos, por ejemplo, de cualquier 
isotipo (IgG, IgA, IgM, IgE, etc.), e incluye fragmentos de los mismos los cuales reconocen y son especialmente 30 
reactivos con proteínas, carbohidratos, etc. de vertebrados (por ejemplo, mamíferos). Los anticuerpos pueden ser 
fragmentados utilizando técnicas convencionales y los fragmentos pueden ser seleccionados en cuanto a su utilidad 
de la misma forma como se describe más arriba para los anticuerpos completos. Así, el término incluye segmentos 
de porciones proteolíticamente escindidas o preparadas por recombinación de una molécula de anticuerpo que son 
capaces de reaccionar selectivamente con una cierta proteína. Ejemplos no limitantes de tales fragmentos 35 
proteolíticos y/o recombinantes incluyen Fab, F(ab’)2, Fab’, Fv, y anticuerpos de cadena sencilla (scFv) que 
contienen un dominio V[L] y/o V[H] unido por un enlazante peptídico. Los scFv pueden ser enlazados por vía 
covalente o no covalente para formar anticuerpos que tienen dos o más sitios de enlace. La invención presente 
incluye preparaciones policlonales, monoclonales u otras purificadas de anticuerpos y anticuerpos recombinantes. 
 40 
El término “aptámero”, usado aquí de manera intercambiable con el término “ligando de ácido nucleico”, significa un 
ácido nucleico que, a través de su capacidad para adoptar una conformación tridimensional específica, se enlaza a y 
tiene un efecto antagonizante (esto es, inhibidor) sobre un objetivo). El objetivo de la presente invención es PDGF o 
VEGF (o uno de sus receptores cognatos PDGFR o VEGFR), y por lo tanto el término aptámero de PDGF o ligando 
de ácido nucleico o aptámero de VEGF o ligando de ácido nucleico (o aptámero de PDGFR o ligando de ácido 45 
nucleico o aptámero de VEGFR o ligando de ácido nucleico) se utiliza aquí. La inhibición del objetivo por el aptámero 
puede ocurrir por enlazamiento del objetivo, alterando catalíticamente el objetivo, haciendo reaccionar el objetivo de 
tal manera que modifique/altere el objetivo o la actividad funcional del objetivo, enlazándose por vía covalente al 
objetivo como en un inhibidor suicida, facilitando la reacción entre el objetivo y otra molécula. Los aptámeros pueden 
comprende múltiples unidades de ribonucleótidos, unidades de desoxirribonucleótidos, o una mezcla de ambos tipos 50 
de residuos de nucleótidos. Los aptámeros pueden comprender adicionalmente una o más bases modificadas, 
azúcares o unidades de esqueleto de fosfato tal como se describe en más detalle aquí. 
 
Por “antagonista de anticuerpos” se entiende una molécula de anticuerpo tal como se define aquí que es capaz de 
bloquear o reducir significativamente una o más de las actividades de un objetivo PDGF o VEGF. Por ejemplo, un 55 
anticuerpo inhibidor de VEGF puede inhibir o reducir la capacidad de VEGF para estimular la angiogénesis. 
 
Una secuencia de nucleótidos es “complementaria” a otra secuencias de nucleótidos y cada una de las bases de las 
dos secuencias coincide, esto es, son capaces de formar pares de bases de Watson Crick. El término “cadena 
complementaria” se utiliza aquí de forma intercambiable con el término “complemento”. El complemento de una 60 
cadena de ácido nucleico puede ser el complemento de una cadena de codificación o el complemento de una 
cadena codificadora. 
 
Las expresiones “residuo conservado” o “sustitución de aminoácidos conservadoras” se refiere al agrupamiento de 
aminoácidos sobre la base de ciertas propiedades comunes. Una forma funcional de definir las propiedades 65 
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comunes entre aminoácidos individuales es analizar las frecuencias normalizadas de los cambios del aminoácido 
entre las correspondientes proteínas de organismos homólogos. De acuerdo con tales análisis, pueden definirse 
grupos de aminoácidos donde los aminoácidos dentro de un  grupo se intercambian preferiblemente uno con otro, y 
por lo tanto recuerdan uno al otro lo máximo en su impacto y en la estructura global de la proteína (Schulz, G. E. and 
R. H. Schirmer, Principles of Protein Structure, Springer-Verlag). Ejemplos de grupos de aminoácidos definidos de 5 
esta manera incluyen: 
 

(i) un grupo cargado, consistente de Glu y Asp, Lys, Arg y His, 
(ii) un grupo cargado positivamente, consistente de Lys, Arg y His, 
(iii) un grupo cargado negativamente, consistente de Glu y Asp, 10 
(iv) un grupo aromático, consistente de Phe, Tyr y Trp, 
(v) un grupo anillo con nitrógeno, consistente de His y Trp,  
(vi) un grupo alifático grande, no polar, consistente de Val, Leu y Ile, 
(vii) un grupo ligeramente no polar, consistente de Met y Cys, 
(viii) un grupo de residuo pequeño, consistente de Ser, Thr, Asp, Asn, Gly, Ala, Glu, Gln y Pro, 15 
(ix) un grupo alifático consistente de Val, Leu, Ile, Met and Cys, y 

(x) un grupo hidroxilo pequeño consistente de Ser y Thr. 
 
Además de los grupos presentados anteriormente, cada residuo de aminoácidos puede formar su propio grupo, y el 
grupo formado por el aminoácidos individual puede ser referido simplemente con abreviatura de una o tres letras 20 
para ese aminoácido utilizada comúnmente en la técnica. 
 
El término “interacción” tal como se utiliza aquí está previsto para incluir relaciones o asociación detectables (por 
ejemplo, interacciones bioquímicas) entre moléculas, tales como interacción entre proteína-proteína, proteína-ácido 
nucleico, ácido nucleico-ácido nucleico y proteína-molécula pequeña o ácido nucleico-molécula pequeña en la 25 
naturaleza. 
 
El término “proteína interactuante” se refiere a una proteína capaz de interactuar, enlazarse a, y /o de otra manera 
asociarse con una proteína de interés, tal como por ejemplo una proteína de PDGF o VEGF, o sus receptores 
cognatos correspondientes. 30 
 
El término “aislado” tal como se utiliza aquí con respecto a ácidos nucleicos, tales como ADN o ARN, se refiere a 
moléculas separadas de otros ADN o ARN, respectivamente que están presentes en la fuente natura de la 
macromolécula. De la misma forma, el término “aislado” tal como se utiliza con respecto a los polipéptidos se refiere 
a moléculas de proteínas separadas de otras proteínas que están presentes en la fuente del polipéptido. El término 35 
aislado tal como se utiliza aquí se refiere también a un ácido nucleico o péptido que está sustancialmente libre de 
material celular, material vírico o medio de cultivo cuando se produce por técnicas de ADN recombinante, o 
precursores químicos u otros agentes químicos cuando se sintetiza químicamente.  
 
“Acido nucleico aislado” se entiende que incluye fragmentos de ácidos nucleicos, los cuales no se presentan de 40 
manera natural como fragmentos, sino que se encontraría en estado natural. El término “aislado” se usa aquí 
también para referirse a polipéptidos, los cuales se aíslan de otras proteínas celulares y se entiende que abarcan 
polipéptidos tanto purificados como recombinantes. 
 
Tal como se utiliza aquí, los términos “marcador” y “marcador detectable” se refieren a una molécula capaz de ser 45 
detectada, incluyendo, pero no limitándose a, isótopos radioactivos, fluoróforos, unidades estructurales 
quimioluminiscentes, enzimas, sustratos de enzimas, cofactores de enzimas, inhibidores de enzimas, colorantes, 
iones metálicos, ligandos (por ejemplo, biotina o haptenos) y similares. El término “fluorescente” se refiere a una 
sustancia o a una porción de la misma que es capaz de exhibir fluorescencia en el rango detectable. Ejemplos 
particulares de marcadores que pueden ser utilizados bajo la invención incluyen fluoresceína, rodamina, dansilo, 50 
umbeliferona, rojo de Texas, luminol, NADPH, alfa-beta-galactosidasa y peroxidasa de rábano. 
 
“Nivel de expresión de un gen en una célula” se refiere al nivel de ARNm, así como a los transcriptos nacientes pre-
ARNm, intermedios de procesamiento de transcriptos, ARNm maduros y productos de degradación, codificados por 
el gen en la célula, así como el nivel de proteína traducido a partir de ese gen. 55 
 
Tal como se utiliza aquí, el término “ácido nucleico” se refiere a polinucleótidos tales como ácido desoxirribonucleico 
(ADN), y cuando es apropiado, ácido ribonucleico (ARN). También debe entenderse que el término incluye, como 
equivalentes, análogos bien sea de ARN o ADN hecho a partir de análogos de nucleótidos y, tal como es aplicable a 
la realización que está siendo descrita, polinucleótidos de cadena sencilla (sentido o antisentido) y de cadena doble, 60 
EST, cromosomas, ADNc, ARNm y ARNr y ejemplos representativos de moléculas que pueden ser denominadas 
como ácidos nucleicos. 
 
El término “oligonucleótido” se refiere a un oligómero o polímero de monómeros de nucleótidos o nucleósidos que 
consisten de bases de origen natural, azúcares y uniones interazúcar (esqueleto). El término también incluye 65 
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oligómeros modificados o sustituidos que comprenden monómeros de origen no natural o porciones de los mismos, 
los cuales funcionan de la misma forma, la incorporación de oligómeros sustituidos se basa en factores que incluyen 
consumo celular potenciado o resistencia incrementada a la nucleasa y se encogen tal como es conocido en la 
técnica. El oligonucleótido completo o solamente porciones del mismo pueden contener los oligómeros sustituidos. 
 5 
El término “porcentaje de identidad” se refiere a la identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoácidos o 
entre dos secuencias de nucleótidos. La identidad puede ser determinada bien sea por comparación en cada 
secuencia, la cual puede ser alineada para propósitos de comparación. Cuando una posición equivalente en las 
secuencias separadas es ocupada por la misma base o aminoácido, entonces las moléculas son idénticas en esa 
posición; cuando el sitio equivalente ocupado por el mismo o similar residuos de aminoácidos (por ejemplo, similar 10 
en naturaleza estérica y/o electrónica), entonces las moléculas pueden considerarse como homólogas (similares) en 
esa posición. La expresión de un porcentaje de homología, similitud y/o identidad se refiere a una función del 
número de aminoácidos idénticos o similares en posiciones compartidas por las secuencias comparadas. Pueden 
utilizarse diversos algoritmos y/o programas de alineamiento, incluyendo el modelo Hidden Markov (HMM), FASTA y 
BLAST. HNiM, FASTA y BLAST están disponibles a través del National Center for Biotechnology Information, 15 
National Library of Medicine, National Institutes of Health, Betesda, MD y el European Bioinformatic Institute EBI. En 
una realización, el porcentaje de identidad de las secuencias que pueden determinarse por estos programas GCG 
con un peso de brecha de 1, por ejemplo, cada aminoácido de brecha se pesa como si fuera un aminoácido sencillo 
o un nucleótido que no coincide entre las dos secuencias. Otras técnicas para alineamiento se describen en Metods 
in Enzymology, vol. 266: Computer Metods  for Macromolecular Sequence Analysis (1996), ed. Doolittle, Academic 20 
Press, Inc., a division of Harcourt Brace & Co., San Diego, California, Estados Unidos. Cuando sea deseable, un 
programa de alineamiento que permita brechas en la secuencia se utiliza para alinear las secuencias. El Smith-
Waterman es un tipo de algoritmo que permite brechas en alineamientos de secuencias (véase (1997) Met. Mol. 
Biol. 70: 173 - 187). También el programa GAP que utiliza el método de alineamiento de Needleman y Wunsch 
puede utilizarse para alinear secuencias. Se describen más técnicas y algoritmos que incluyen el uso de HMM en 25 
Sequence. Structure, and Databanks: A Practical Approach (2000), ed. Oxford University Press, Incorporated and in 
Bioinformatics: Databases y Systems (1999) ed. Kluwer Academic Publishers. Una estrategia de búsqueda 
alternativa utiliza software MPSRCH, el cual corre sobre un ordenador MASPAR. El MPSRCH utiliza un algoritmo de 
Smith-Waterman para calificar secuencias en un ordenador paralelo masivamente. Esta metodología mejora la 
capacidad para seleccionar coincidencias distantemente relacionadas, y es especialmente tolerante a pequeñas 30 
brechas y errores de secuencias de nucleótidos. Las secuencias de aminoácidos codificadas por ácidos nucleicos 
puede ser utilizada para buscar bases de datos tanto de proteínas como de ADN. Las bases de datos con 
secuencias individuales se describen en Metods in Engymology ed. Doolittle, supra. Databases include Genbank, 
EMBL, y DNA Database of Japan (DDBJ). 
 35 
“Coincidencia perfecta” en referencia a un dúplex significa que las cadenas de poli u oligonucleótido que conforman 
el dúplex forman una estructura de cadena doble una con otra de tal manera que el nucleótido en cada cadena sufre 
el apareamiento de bases de Watson-Crick con un nucleótido en la otra cadena. El término también abarca el 
apareamiento de análogos de nucleósidos, tales como desoxinosina, nucleósidos con bases de 2-aminopurina, y 
similares, que también pueden ser empleadas. Una no coincidencia en un dúplex entre un polinucleótido objetivo y 40 
un oligonucleótido o polinucleótido significa que un par de nucleótidos en el dúplex fracasa en sufrir el enlazamiento 
de Watson-Crick. En referencia a un triplete, el término significa que el triplete consiste de un dúplex perfectamente 
coincidente y una tercera cadena en la cual cada nucleótidos sufre la asociación de Hoogsteen o de Hoogsteen 
reversa con un par de bases del dúplex de coincidencia perfecta. 
 45 
Los términos “ARN de interferencia”, “ARNi” o “ARNsi” se refieren todos a un método mediante el cual la expresión 
de un gen o producto genético es disminuida por la introducción en una célula objetivo de uno o más ARN de doble 
cadena, los cuales son homólogos al gen de interés (particularmente al ARN mensajero del gen de interés, por 
ejemplo PDGF o VEGF). 
 50 
Las variantes polimórficas también pueden abarcar “polimorfismos de nucleótidos individuales” (SNP) en los cuales 
la secuencia de polinucleótidos varia en una base (por ejemplo, una variación de una base en PDGF o VEGF). La 
presencia de SNP puede ser indicadora de, por ejemplo, una cierta población, un estado de enfermedad o una 
propensión a un estado de enfermedad. 
 55 
El “perfil” de un estado biológico aberrante, por ejemplo de una célula tumoral se refiere a los niveles de diversos 
constituyentes de una célula que cambia la respuesta al estado de la enfermedad. Los constituyentes de una célula 
incluyen los niveles de ARN, niveles de abundancia de proteínas, o niveles de actividad de proteínas.  
 
El término “proteína” se utiliza de manera intercambiable aquí con los términos “péptido” y “polipéptidos”. El término 60 
“proteína recombinante” se refiere a una proteína de la presente invención la cual es producida por técnicas de ADN 
recombinante, en donde generalmente el ADN que codifica la proteína expresada o el ARN se inserta en un vector 
de expresión adecuado el cual a su vez es utilizado para transformar una célula huésped para producir una proteína 
heteróloga o ARN. Adicionalmente, la expresión “derivado de”, con respecto a un gen recombinante que codifica la 
proteína recombinante se entiende que incluye dentro del significado de “proteína recombinante” aquellas proteínas 65 
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que tienen una secuencia de aminoácidos de una proteína nativa o una secuencia de aminoácidos similar a la 
misma la cual es generada por mutaciones, incluyendo sustituciones y supresiones, de una proteína de origen 
natural. 
 
Tal como se utiliza aquí, el término “transgen” significa una secuencia de ácidos nucleicos (que codifica, por ejemplo, 5 
uno de los ácidos nucleicos objetivo o un transcripto antisentido del mismo), el cual ha sido introducido en una 
célula. Un transgen podría ser parcial o completamente heterólogo, esto es, foráneo para el animal o célula 
transgénicos en los cuales se introduce, o, es homólogo a un gen endógeno del animal o célula transgénicos en el 
cual se introduce, pero el cual está diseñado para ser insertado, o es insertado, en el genoma del animal de tal 
manera que altere el genoma de la célula en la cual se inserta (por ejemplo, se inserta en una localización que 10 
difiere de la del gen natural o su inserción da como resultado una inhabilitación) un transgen también puede estar 
presente en la célula en forma de un episoma. Un transgen puede incluir una o más secuencias reguladoras 
transcripcionales y cualquier otro ácido nucleico, tales como intrones, los cuales pueden ser necesarios para la 
expresión óptima de un ácido nucleico seleccionado. 
 15 
Por “trastorno neovascular” se entiende un trastorno caracterizado por la alteración o angiogénesis no regulada 
diferente a la de la transformación oncogénica o neoplástica acompañante, esto es, cáncer. Ejemplos de trastornos 
neovasculares incluyen soriasis, artritis reumatoide y trastorno neovasculares oculares incluyendo retinopatía 
diabética y degeneración macular relacionada con la edad. 
 20 
Tal como se utilizan aquí, los términos “neovascularización” y “angiogénesis” se utilizan de manera intercambiable. 
Neovascularización y angiogénesis se refiere a la generación de nuevos vasos sanguíneos en células, tejidos u 
órganos. El control de la angiogénesis se altera típicamente en ciertos estados de enfermedad y, en muchos casos, 
el daño patológico asociado con la enfermedad está relacionado con la angiogénesis alterada, no regulada o 
descontrolada. Una angiogénesis persistente, no regulada se presenta en una multiplicidad de estados de 25 
enfermedad, incluyendo aquellos caracterizados por el crecimiento anormal de células endoteliales, y soporta el 
daño patológico visto en estas condiciones incluyendo la ruptura y permeabilidad de vasos sanguíneos. 
 
Por “trastorno neovascular ocular” se entiende un trastorno caracterizado por angiogénesis alterada o no regulada 
en el ojo de un paciente. Trastornos neovasculares oculares de ejemplo incluyen neovascularización de disco óptico, 30 
neovascularización del iris, neovascularización de la retina, neovascularización coroidal, neovascularización de la 
córnea, neovascularización del vítreo, glaucoma, pannus, pterígios, edema macular, retinopatía diabética, edema 
macular diabético, retinopatía vascular, degeneración retinal, uveítis, enfermedades inflamatorias de la retina y vítreo 
retinopatía proliferativa. 
 35 
El término “tratar” una enfermedad neovascular en un sujeto o “tratamiento de” un sujeto que tiene una enfermedad 
neovascular se refiere a someter al sujeto a un tratamiento farmacéutico, por ejemplo, la administración de un 
fármaco, de tal manera que al menos se disminuya un síntoma de la enfermedad neovascular. De acuerdo con lo 
anterior, el término “tratamiento” tal como se utiliza aquí se entiende que abarca la curación así como la mejora de 
uno de los síntomas de la condición de la enfermedad neovascular. De acuerdo con lo anterior, “tratamiento” tal 40 
como se utiliza aquí, incluye la administración o prescripción de una composición farmacéutica para el tratamiento o 
prevención de un trastorno neovascular ocular. 
 
Por “paciente” se entiende cualquier animal. El término “animal” incluye mamíferos, incluyendo, pero no limitándose 
a, humanos y otros primates. El término también incluye animales domesticados tales como vacas, cerdos, ovejas, 45 
caballos, perros y gatos. 
 
Por “PDGF” o “factor de crecimiento derivado de plaquetas” se entiende un factor de crecimiento derivado de las 
plaquetas en mamíferos que afecta la angiogénesis o un proceso angiogénico. Tal como se utiliza aquí, el término 
“PDGF” incluye los diversos subtipos de PDGF incluyendo PDGF-B (véase Figura 1 (A) y (B)), y PDGF-A (véase 50 
Figura 1 (C) y (D)). Adicionalmente, tal como se utiliza aquí, el término “PDGF” se refiere a los factores angiogénicos 
relacionados con PDGF tales como PDGF-C y PDGF-D que actúan a través de un receptor PDGF cognato para 
estimular la angiogénesis o un proceso angiogénico. En particular, el término “PDGF” significa cualquier miembro de 
la clase de factores de crecimiento que (i) se enlaza a un receptor de PDGF tal como PDGFR-B (véase Figura 3 (A) 
y (B)), o PDGFR-A (véase Figura 3 (C) y (D)); (ii) activa una actividad de tirosina quinasa asociada con el receptor 55 
VEGF; y (iii) afecta por lo tanto la angiogénesis o un proceso angiogénico. Tal como se utiliza aquí, el término 
“PDGF” se refiere en general a aquellos miembros de la clase de factores de crecimiento que inducen la síntesis de 
ADN y la mitogénesis a través del enlazamiento y activación de un receptor de superficie celular del factor de 
crecimiento derivado de plaquetas (esto es, PDGF-FR) sobre un tipo de célula que responde. El PDGF afecta los 
efectos biológicos específicos que incluyen, por ejemplo: migración celular dirigida (quimiotaxis) y activación celular; 60 
activación de la fosfolipasa; rendimiento incrementado de fosfatidilinositol y del metabolismo de la prostaglandina; 
estimulación de la síntesis tanto de colágeno como de colagenasa por parte de células que responde; alteración de 
actividades metabólicas celulares, incluyendo síntesis de matriz, producción de citoquina, y consumo de 
lipoproteínas; inducción, indirectamente, de una respuesta proliferativa en células que carecen de receptores de 
PDGF; y actividad vasoconstrictora potente. El término “PDGF” se entiende que incluye tanto un polipéptido de 65 
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“PDGF” y su correspondiente gen codificador de “PDGF” o ácido nucleico. 
 
Por “PDGF-A” se entiende un polipéptido de cadena A de PDGF y su correspondiente gen codificador o ácido 
nucleico. 
 5 
Por “PDGF-B” se entiende un polipéptido de cadena B de PDGF y su correspondiente gen codificador o ácido 
nucleico. 
 
Por “VEGF” o “factor de crecimiento endotelial vascular”, se entiende un factor de crecimiento endotelial vascular de 
mamíferos que afectan la angiogénesis o un proceso angiogénico. Tal como se utiliza aquí, el término “VEGF” 10 
incluye los diversos subtipos de VEGF (también conocidos como factores de permeabilidad vascular (VPF) y VEGF-
A) (véase Figura 2 (A) y (B)) que surgen, por ejemplo, mediante la división alternativa del gen de VEGF-A/VPF 
incluyendo VEGF121, VEGF165 y VEGF189. Adicionalmente, tal como se utiliza aquí, el término “VEGF” se refiere a 
factores angiogénicos relacionados con VEGF tales como PIGF (factor de crecimiento de placenta) VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D y VEGF-E que actúan a través de un receptor cognato VEGF para estimular la angiogénesis o un 15 
proceso angiogénico. En particular, el ´término “VEGF” significa cualquier miembro de la clase de factores de 
crecimiento que (i) se enlazan a un receptor VEGF tal como en VEGFR-1 (Flt-1) (véase Figura 4 (A) y (B)), VEGFR-
2 (KDR/Flk-I) (véase Figura 4 (C) y (D)), o VEGFR-3 (FLT-4); (ii) activan una actividad de tirosina quinasa asociada 
con el receptor de VEGF; y (iii) afecta por lo tanto la angiogénesis o un proceso angiogénico. El término “VEGF” se 
entiende que incluye un polipéptido de “VEGF” y su correspondiente gen codificador de “VEGF” o ácido nucleico. 20 
 
Por “antagonista de PDGF” se entiende un agente que reduce, o inhibe, bien sea parcial o completamente, la 
actividad de producción de un PDGF. Un antagonista de PDGF puede reducir directa o indirectamente o inhibir un 
PDGF específico tal como PDGF-B. Adicionalmente, los “antagonistas de PDGF” consistente con la anterior 
definición de “antagonistas” pueden incluir agentes que actúan bien sea sobre un ligando de PDGF o su receptor 25 
cognado de tal manera que reduzca o inhiba una señal de receptor asociada a PDGF. Ejemplos de tales 
“antagonistas de PDGF” incluyen así, por ejemplo: ribozimas antisentido o composiciones de ARNi que apuntan a un 
ácido nucleico de PDGF; aptámeros anti PDGF, anticuerpos anti-PDGF o receptores  solubles de PDGF señuelo 
que evitan el enlazamiento de un PDGF a su receptor cognato; ribozimas antisentido o composiciones de ARNi que 
apuntan a un ácido nucleico receptor de PDGF cognato (PDGFR); y aptámeros anti-PDGFR o anticuerpos anti-30 
PDGFR que se enlazan a un receptor PDGFR cognato; e inhibidores de tirosina quinasa de DGFR. 
 
Por “antagonista de VEGF” se entiende un agente que reduce, o inhibe, bien sea parcial o completamente, la 
actividad o producción de un VEGF. Un antagonista de VEGF puede reducir directa o indirectamente o inhibir un 
VEGF específicos tal como VEGF165. Adicionalmente, los “antagonistas de VEGF” consistentes con la definición 35 
anterior de “antagonistas”, pueden incluir agentes que actúan bien sea sobre un ligando VEGF o su receptor cognato 
de tal manera que reduzca o inhiba una señal de receptor asociada con VEGF. Ejemplos de tales “antagonistas de 
VEGF” incluyen así, por ejemplo, ribozimas antisentido o composiciones de ARNi que apuntan a un ácido nucleico 
VEGF; aptámeros anti-VEGF, anticuerpos anti-VEGF o receptores de VEGF solubles señuelo que evitan el 
enlazamiento de un VEGF a su receptor cognato; ribozimas antisentido o composiciones de ARNi que apuntan a un 40 
ácido nucleico receptor cognato VEGF (VEGFR); aptámeros anti-VEGFR o anticuerpos anti-VEGFR que se enlazan 
a un receptor VEGFR cognato; inhibidores de tirosina quinasa de VEGFR. 
 
Por “una cantidad suficiente para suprimir un trastorno neovascular” se entiende la cantidad efectiva de un 
antagonista, en combinación de la invención, requerida para tratar o prevenir un trastorno o síntoma neovascular del 45 
mismo. “Cantidad efectiva” de ingredientes activos utilizados para practicar la presente invención para tratamiento 
terapéutico de las condiciones causadas por o contribuyentes al trastorno neovascular varía dependiendo de la 
forma de administración, localización anatómica del trastorno neovascular, edad, peso corporal y salud general del 
paciente. Finalmente, un médico o veterinario decidirá la cantidad apropiada y régimen de dosificación. Tal cantidad 
se denomina como una cantidad suficiente para suprimir un trastorno neovascular. 50 
 
Otras características y ventajas de la invención serán evidentes a partir de la siguiente descripción detallada y de las 
reivindicaciones. 
 
Una “variante” del polipéptido X se refiere a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos del péptido X el 55 
cual es alterado en uno o más residuos de aminoácidos. La variante puede tener cambios “conservadores” en donde 
un aminoácido sustituido tiene propiedades estructurales o químicas similares (por ejemplo, reemplazo de leucina 
con isoleucina). Más raramente, una variante puede tener cambios “no conservables” (por ejemplo, reemplazo de 
glicina con triptófano). Variaciones menores análogas también pueden incluir eliminaciones o inserciones de 
aminoácidos, o ambas. La guía en la determinación de cuáles residuos de aminoácidos pueden ser sustituidos, 60 
insertados o suprimidos sin abolir la actividad biológica o inmunológica pueden encontrarse utilizando programas de 
ordenador bien conocidos en la técnica, por ejemplo, software LASERGENE (DNASTAR). 
 
El término “variante” cuando se utiliza en el contexto de una secuencia de polinucleótidos, puede abarcar una 
secuencia de polinucleótidos relacionada con la del gen o de la secuencia codificadora del mismo. Esta definición 65 
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también puede incluir, por ejemplo, variantes “alélicas”, “de división”, “de especie” o “polimórficas”. Una variante de 
división puede tener una identidad significativa con una molécula de referencia pero generalmente tendrá un número 
mayor o menor de polinucleótidos debido a la división alternativa de exones durante el procesamiento de la ARNm. 
El polipéptido correspondiente puede poseer dominios funcionales adicionales o una ausencia de dominios. 
Variantes de especies son secuencias de polinucleótidos que varían de una especie a otra. Los polipéptidos 5 
resultantes en general tendrán una identidad de aminoácidos significativa uno con respecto al otro. Una variante 
polimórfica es una variación de la secuencia de polinucleótidos de un gen particular entre individuos de una especie 
dada. 
 
El término “vector” se refiere a una molécula de ácido nucleico capaz de transportar otra molécula de ácido nucleico 10 
a la cual se ha enlazado. Un tipo de vector útil es un episoma, esto es, un ácido nucleico capaz de una replicación 
extracromosómica. Vectores útiles son aquellos capaces de replicación autónoma y/o expresión de ácidos nucleicos 
a los cuales están enlazados. Los vectores capaces de dirigir la expresión de genes a los cuales están enlazados 
operativamente se denominan aquí como “vectores de expresión”. En general , los vectores de expresión de utilidad 
en las técnicas de ADN recombinante están frecuentemente en la forma de “plásmidos” los cuales se refieren en 15 
general a bucles de ADN de cadena doble circulares los cuales, en su forma de vector no están enlazados al 
cromosoma. En la presente especificación, “plásmido” y “vector” se utilizan de manera intercambiable puesto que el 
plásmido es la forma más comúnmente usada de vector. 
 
Terapia de combinación 20 
 
La invención se basa, en parte, en la inhibición específica de las actividades tanto de VEGF como de PDGF 
utilizando antagonistas de los factores de crecimiento apropiados como tratamientos potentes para pacientes que 
tienen un trastorno neovascular. La administración de un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF permite 
beneficios terapéuticos mayores para tratar un trastorno neovascular ocular que un antagonista administrado solo. 25 
La acción combinada de los agentes anti-VEGF y anti-PDGF es inesperada a la luz de los estudios que no 
evidencian una cooperación aparente entre los factores en la estimulación de la angiogénesis en un sistema celular 
endotelial de la retina (véase Castellon et al., (2001) Exp. Eye Res. 74: 523 - 35). 
 
El PDGF y el VEGF son estímulos importantes para el crecimiento de nuevos vasos sanguíneos a través del cuerpo, 30 
especialmente en el ojo. La terapia de combinación dirigida para inhibir las actividades biológicas tanto de PDGF y 
VEGF proporciona un método para tratar o prevenir el trastorno neovascular. 
 
De acuerdo con lo anterior, la invención presenta antagonistas de PDGF y antagonistas de VEGF y composiciones 
para suprimir un trastorno neovascular utilizando terapia de combinación. En particular, la presente invención utiliza 35 
dos rutas de señalización de comunicación intracelular distintas operativas en células vasculares, a saber la 
señalización de PDGF y de VEGF, como objetivos terapéuticos en el tratamiento de un trastorno neovascular ocular. 
Este método de combinaciones es especialmente útil para tratar cualquier número de enfermedades y trastornos 
oftalmológicos marcados por el desarrollo de neovascularización ocular, incluyendo, pero no limitándose a 
neovascularización del disco óptico, neovascularización del iris, neovascularización de la retina, neovascularización 40 
coroidal, neovascularización de la córnea, neovascularización del vítreo, glaucoma, pannus, terígeos, edema 
macular, retinopatía vascular, degeneración retinal, degeneración macular, uveítis, enfermedades inflamatorias de la 
retina y vítreo retinopatía proliferativa. La terapia de combinación, consistente de antagonistas que inhiben PDGF (tal 
como PDGF-B) y VEGF (tales como VEGF-A) en su señalización da como resultado un eficacia de tratamiento 
incrementada en comparación con cualquiera de las dos terapias utilizadas independientemente. Mientras que los 45 
ejemplos discutidos más abajo describen la combinación de un antagonista individual de PDGF y un antagonista 
individual de VEGF, se entiende que la combinación de agentes antagonísticos múltiples puede ser deseable.  
 
La terapia de combinación anti-PDGF y anti-VEGF de acuerdo con la invención puede llevarse a cabo sola o en 
conjunción con otra terapia y puede ser provista en casa, en la consulta del médico, una clínica, un departamento de 50 
consulta externa de un hospital, o en un hospital. El tratamiento en general comienza en un hospital de tal manera 
que el doctor puede observar los efectos de la terapia de manera cercana y hacer cualquier ajuste que sea 
requerido. La duración de la terapia de combinación depende del tipo del trastorno neovascular que está siendo 
tratado, la edad y condición del paciente, el estado y tipo de enfermedad del paciente y cómo el paciente responde 
al tratamiento. Adicionalmente, una persona que tiene un riesgo mayor de desarrollar una enfermedad neovascular 55 
(por ejemplo, un paciente diabético) pueda recibir tratamiento para inhibir la aparición de los síntomas. Una ventaja 
significativa provista por la presente invención es que la combinación de un antagonista de PDGF y un antagonista 
de VEGF para el tratamiento de un trastorno neovascular permite la administración de una dosis baja de cada 
antagonista y menos de antagonistas activos totales, proveyendo así una eficacia similar con menos toxicidad y 
efectos colaterales y costes reducidos. 60 
 
La dosificación y administración de cada componente de la combinación pueden ser controladas 
independientemente. Por ejemplo, un antagonista, puede ser administrado tres veces al día mientras que el segundo 
antagonista puede ser administrado una vez por día. La terapia de combinación puede ser dada en ciclos de inicio y 
terminación que incluyen períodos de descanso de tal manera que el cuerpo del paciente tiene la oportunidad de 65 
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recuperarse de cualquier efecto colateral aún no visto. Los antagonistas también pueden formularse juntos de tal 
manera que una administración suministra ambos antagonistas. 
 
Objetivos de los antagonistas de PDGF y VEGF 
 5 
El PDGF fue aislado originalmente a partir de lisados de plaquetas identificados como la principal actividad de 
promoción del crecimiento en suero pero no en plasma. La actividad mitogénica de PDGF fue vista primero en 
acción con las células de tejidos conectivos, tales como fibroblastos y células de músculos lisos, y en células gliales 
en cultivo. Se han identificado dos isoformas homólogas de PDGF, PDGF A y B, las cuales son codificadas por 
genes separados (en los cromosomas 7 y 22). En la especie más abundante de plaquetas es el heterodímero AB, 10 
aunque todos los tres dímeros posibles (AA, AB y BB) se presentan de manera natural. Después de la traducción, 
los dímeros de PDGF son procesados en proteínas secretadas de aproximadamente 30 kDa. 
 
Se han identificado dos proteínas de la superficie celular que enlazan a PDGF con alta afinidad, alfa y beta (Heldin 
et al., (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 78: 3664; Williams et al., (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 79: 5867). 15 
Ambas especies contienen 5 dominios extracelulares similares a la inmunoglobulina, un dominio transmembrana 
individual y un dominio de tirosina quinasa intracelular separado por un dominio inserto de quinasa. En los últimos 
años, las especificidades de las tres isoformas de PDGF para los tres dímeros receptores (alfa/alfa, alfa/beta y 
beta/beta) se han elucidado. El homodímero receptor de alfa se enlaza a todas las tres isoformas de PDGF con alta 
afinidad, el homodímero receptor beta se enlaza solamente con PDGF BB con alta afinidad, y PDGF AB con una 20 
afinidad aproximadamente 10 veces menos, y el heterodímero receptor alfa/beta se enlaza a PDGF BB y PDGF AB 
con alta afinidad (Westermark & Heldin (1993) Acta Oncologica 32: 101). El patrón de especificidad parece resultar 
de la habilidad de la cadena A para enlazarse solamente con el receptor alfa y de la cadena B para enlazarse con 
las subunidades receptoras tanto alfa como beta con gran afinidad. 
 25 
En general, la invención proporciona los agentes que inhiben una o más actividades de PDGF. Estos agentes 
inhibidores de PDGF, o antagonistas de PDGF pueden actuar en una o más formas del ligando PDGF. Los factores 
de crecimiento derivados de plaquetas incluyen homo o heterodímeros de la cadena A (PDGF-A) y la cadena B 
(PDGF-B) que ejercen su acción a través del enlazamiento y la dimerización de dos tirosina quinasas receptoras 
relacionadas, receptores [alfa] (PDGFR-[alfa]) y receptores [beta] (PDGFR-[beta]). Además, los PDGF-C y PDGF-d, 30 
dos nuevos ligandos activados por proteasa para los complejos PDGFR, han sido identificados recientemente 
(véase Li el al., (2000) Nat. Cell. Biol. 2: 302 - 9; Bergsten et al., (2001) Nat. Cell. Biol. 3: 512 - 6; and Uutele et al., 
(2001) Circulation 103: 2242 - 47). Debido a las especificidades de enlazamiento de los ligandos diferentes del 
PDGFR, se sabe que el PDGFR-[alfa] enlaza a PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB y PDGF-CC; el PDGFR-[beta] 
[beta] enlaza a PDGF-BB y PDGF-DD; mientras que PDGFR-[alfa] [beta] enlaza a PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC 35 
y PDGF-DD (véase Betsholtz et al., (2001) BioEssavs 23: 494 - 507). 
 
El VEGF es un homodímero enlazado a disulfuro secretado que estimula selectivamente las células endoteliales 
para que proliferen, migren y produzcan enzimas degradadoras de matriz (Conn et al., (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. 
(USA) 87: 1323 - 1327); Ferrara and Henzel (1989) Biochem. Biophys. Res. Commun.161: 851 - 858; Pepper et al., 40 
(1991) Biochem. Biophys. Res. Commun. 181: 902 - 906; Unemori et al., (1992) J. Cell. Physiol. 153: 557 - 562), 
procesos todos los cuales son requeridos para la formación de nuevos vasos. El VEGF se presenta en cuatro formas 
(VEGF-121, VEGF-165, VEGF-189, VEGF-206) como resultado de la división alternativa del gen VEGF (Houck et 
al., (1991) Mol. Endocrinol. 5: 1806 - 1814; Tischer et al., (1991) J. Biol. Chem. 266: 11947 - 11954). Las dos formas 
más pequeñas son se difunden mientras que las dos formas más grandes permanecen predominantemente 45 
localizadas en la membrana celular como consecuencia de su alta afinidad por la heparina. El VEGF-165 también se 
enlaza a la heparina y es la forma más abundante. El VEGF-121, la única forma que no se enlaza a la heparina, 
parece tener una afinidad menor por los receptor de VEGF (Gitay-Goren et al., (1996) J. Biol. Chem. 271: 5519 - 
5523) as well as lower mitogenic potency (Keyt et al., (1996) J. Biol. Chem. 271: 7788 - 7795). Los efectos biológicos 
de VEGF son mediados por dos receptores de tirosina quinasa (Flt-1 y Flk-1/KDR) cuya expresión está altamente 50 
restringida a células de origen endotelial (de Vries et al., (1992) Science 255: 989 - 991; Millauer et al., (1993) Cell 
72: 835 - 846; Terman et al., (1991) Oncogene 6: 519 - 524). Mientras que la expresión de ambos receptores 
funcionales es requerida para un enlazamiento con alta afinidad, la señalización quimiotáctica y mitogénica en 
células endoteliales parece presentarse de manera primaria a través del receptor KDR (Park et al., (1994) J. Biol. 
Chem. 269: 25646 - 25654; Seetaram et al., (1995) Oncogene 10: 135 - 147; Waltenberger et al., (1994) J.Bol. 55 
Chem. 26988 - 26995). La importancia de VEGF y de los receptores de VEGF para el desarrollo de los vasos 
sanguíneos ha sido demostrada recientemente en ratones que carecen de un alelo sencillo para el gen VEGF 
(Carmeliet et al., (1996) Nature 380: 435 - 439; Ferrara et al., (1996) Nature 380: 439 - 442) o ambos alelos de los 
genes Flt-1 (Fong et al., (1995) Nature 376: 66 - 70) o Flk-1 (Shalaby et al., (1995) Nature 376: 62 - 66). En cada 
caso, se observaron anormalidades distintas en la formación de vasos dando como resultado la letalidad de los 60 
embriones. 
 
Se sabe ahora que la angiogénesis compensatoria inducida por hipoxia de los tejidos es mediada por VEGF (Levy et 
al., (1996). J Biol. Chem. 2746 - 2753); Shweiki et al., (1992) Nature 359: 843 - 845). Estudios en humanos han 
demostrado que concentraciones alta de VRGF están presentes en el vítreo en trastornos angiogénicos de la retina 65 
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pero no en estados de enfermedad inactivos o de no neovascularización. El tejido coroidal humano escindido 
después de cirugía submacular experimental también muestra altos niveles de VEGF. 
 
Además, para ser el único mitógeno específico de las células endoteliales conocido, el VEGF es único entre los 
factores de crecimiento angiogénicos en su capacidad para inducir un incremento transiente tanto en la 5 
permeabilidad de los vasos sanguíneos a las macromoléculas (por lo tanto su nombre original y alternativos, factor 
de permeabilidad vascular, VPF) (véase Dvorak et al, (1979) J. Immunol. 122: 166 - 174; Senger et al., (1983) 
Science 219: 983 - 985; Senger et al., (1986) Cancer Res, 46: 5629 - 5632). La permeabilidad vascular 
implementada y la deposición resultante de proteínas del plasma en el espacio extravascular ayuda a la formación 
de nuevos vasos proveyendo una matriz provisional para la migración de células endoteliales (Dvorak et al., (1995) 10 
Am. J. Pathol. 146: 1029 - 1039). La hiperpermeabilidad es en efecto una característica propia de los vasos nuevos, 
incluyendo aquellos asociados con los tumores. 
 
Antagonistas de PDGF y VEGF 
 15 
En lo que sigue, se discutirá una amplia variedad de antagonistas de PDGF y VEGF. Las reivindicaciones incluyen 
una combinación de antagonistas específicos de PDGF y VEGF, antagonistas específicos que están comprendidos 
por la amplia variedad de antagonistas de PDGF y VEGF tal como se discuten aquí. Aunque muchos de los 
antagonistas de PDGF y VEGF son referidos más adelante y no se refieren en las reivindicaciones, se mantiene 
aquí referencia a los mismos para propósitos ilustrativos. 20 
 
General 
 
La invención provee antagonistas (esto es, inhibidores) de PDGF y VEGF para uso juntos en terapia de combinación 
para trastornos neovasculares. Los antagonistas de PDGF y los antagonistas de VEGF específicos son conocidos 25 
en la técnica y se describen brevemente en las secciones que siguen. Aún otros antagonistas de PDGF y 
antagonistas de VEGF que ahora son, se han hecho, disponibles para las personas experimentadas en la técnica 
incluyen los anticuerpos, aptámeros, oligómeros antisentido, ribozimas y composiciones de ARNi que pueden ser 
identificados y producidos utilizando prácticas que son de rutina en le técnica junto con las enseñanzas y guías de la 
especificación, incluyendo las secciones provistas adicionalmente que aparecen más adelante.  30 
 
Antagonismos de PDGF 
 
En lo que sigue, se divulga una serie de antagonistas de PDGF. Aunque muchos de los antagonistas de PDGF 
citados más adelante no están referidos en las reivindicaciones, se mantiene referencia aquí a los mismos para 35 
propósitos de ilustración. En general, la inhibición de PDGF (por ejemplo, PDGF-B) puede lograrse en una variedad 
de maneras. Por ejemplo, una variedad de antagonistas de PDGF que inhiben la actividad o producción de PDGF 
están disponible y pueden utilizarse en la presente invención. Antagonistas de PDGF de ejemplo incluyen ligandos 
de ácidos nucleicos o aptámeros de PDGF, tales como descritos más adelante. Alternativamente, el antagonista de 
PDGF puede ser, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de anti-PDGF. De acuerdo con lo anterior, la 40 
molécula de PDGF se hace inactiva inhibiendo su enlazamiento a un receptor. Las moléculas de ácidos nucleicos 
tales como ARN antisentido, ribozimas y moléculas de  ARNi que inhiben la expresión de PDGF al nivel del acido 
nucleico se divulgan como antagonistas en la invención. Otros antagonistas de PDGF incluyen péptidos, proteínas, 
péptidos cíclicos, o compuestos orgánicos pequeños. Adicionalmente, la actividad de señalización de PDGF puede 
ser inhibida por perturbación de su señalización corriente abajo, por ejemplo, utilizando un cierto número de 45 
antagonistas inhibidores de tirosina quinasa de molécula pequeña, incluyendo aquellos que se describen más 
adelante. La capacidad de un compuesto o agente para servir como un antagonista de PDGF puede determinarse 
de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica y, adicionalmente, como se establece en, por ejemplo, Dai et 
al., (2001) Genes & Dev. 15: 1913 - 25; Zippel, et al., (1989) Eur. J. Cell Biol. 50(2): 428 - 34; y Zwiller et al., (1991) 
Oncogene 6: 219 - 21. 50 
 
Por ejemplo, anticuerpos inhibidores dirigidos contra PDGF son conocidos en la técnica, por ejemplo, aquellos 
descritos en las patentes de los Estados Unidos Nos. 5.976.534, 5.833.986, 5.817.310, 5.882.644, 5.662.904, 
5.620.687, 5.468.468, y PCT WO 2003/025019. Además, la invención incluye derivados de N-fenil-2-pirimidina-
amina que son antagonistas de PDGF, tales como los divulgados en la Patente de los Estados Unidos No. 55 
5.521.184, así como en WO2003/013541, W02003/078404, WO2003/099771, WO2003/015282, y WO2004/ 05282. 
 
Moléculas pequeñas que bloquen la acción de PDGF son conocidas en la técnica, por ejemplo, las descritas en las 
Patentes de los Estados Unidos Nos. 6,528,526 (inhibidores de tirosina quinasa de PDGFR), 6.524.347 (inhibidores 
de tirosina quinasa PDGFR), 6.482.834 (inhibidores de tirosina quinasa PDGFR), 6.472.391 (inhibidores de tirosina 60 
quinasa PDGFR), 6.696.434, 6.331.555, 6.251.905, 6.245.760, 6.207.667, 5.990.141, 5.700.822, 5.618.837 y 
5.731.326. 
 
Proteínas y polipéptidos que bloquean la acción de PDGF son conocidos en la técnica, por ejemplo, los descritos en 
la Patente de los Estados Unidos No. 6.350.731 (análogos de péptidos de PDGF), 5.952.304. 65 
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Compuestos arilo y heteroarilo bis mono- y bicíclicos que inhiben el receptor de tirosina quinasa de EGF y/o PDGF 
son conocidos en la técnica, por ejemplo los descritos en, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nos. 
5.476.851, 5.480.883, 5.656.643, 5.795.889, y 6.057.320. 
 
Oligonucleótidos antisentido para la inhibición de PDGF son conocidos en la técnica, por ejemplo, los descritos en 5 
las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5.869.462 y 5.821.234. 
 
Aptámeros (también conocidos como ligandos de ácidos nucleicos) para la inhibición de PDGF son conocidos en la 
técnica, por ejemplo, los descritos en, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nos. 6.582.918, 6.229.002, 
6.207.816, 5.668.264, 5.674.685, y 5.723.594. 10 
 
Otros compuestos para la inhibición de PDGF conocidos en la técnica incluyen los descritos en las Patentes de los 
Estados Unidos Nos. 5.238.950, 5.418.135, 5.674.892, 5.693.610, 5.700.822, 5.700.823, 5.728.726, 5.795.910, 
5.817.310, 5.872.218, 5.932.580, 5.932.602, 5.958.959, 5.990.141, 6.358.954, 6.537.988 y 6.673.798. 
 15 
Antagonistas de VEGF 
 
En lo que sigue, se divulga una serie de antagonistas de VEGF. Aunque muchos de los antagonistas de VEGF están 
referidos abajo no están citados en las reivindicaciones, se mantiene aquí referencia a los mismos para propósitos 
ilustrativos. 20 
 
La inhibición de VEGF (por ejemplo, VEGF-A) se logra en una variedad de maneras. Por ejemplo, hay disponible 
una variedad de antagonistas de VEGF que inhiben la actividad o producción de VEGF, incluyendo moléculas de 
ácidos nucleicos tales como aptámeros, ARN antisentido, ribozimas, moléculas de ARNi y anticuerpos de VEGF. Se 
usan aptámeros en la presente invención. Los antagonistas de VEGF incluyen ligandos de ácidos nucleicos o 25 
aptámeros de VEGF, tales como los descritos más adelante. Un antagonista para VEGF-A es EYE001 (denominado 
previamente como NX1838), el cual es un aptámero PEGilados modificados que se enlazan con afinidad alta y 
específica a la principal isoforma soluble humana de VEGF (véanse, las Patentes de los Estados Unidos Nos. 
6.011.020, 6.051.698, y 6.147.204). El aptámero se enlaza e inactiva el VEGF de una manera similar a la de un 
anticuerpo de alta afinidad hacia VEGF. Otro aptámero de VEGF es EYE001 en su forma no pegilada. Un 30 
antagonista de VEGF tal como es prendido por la invención puede ser, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de 
anticuerpo anti-VEGF. De acuerdo con lo anterior, la molécula de VEGF se hace inactiva inhibiendo su enlazamiento 
a un receptor. Además, las moléculas de ácido nucleico tales como ARN antisentido, ribozimas y moléculas de ARNi 
que inhiben la expresión de VEGF o la estabilidad del ARN a nivel nucleico son antagonistas. Otros antagonistas de 
VEGF incluyen péptidos, proteínas, péptidos cíclicos y compuestos orgánicos pequeños. Por ejemplo, las formas 35 
truncadas solubles de VEGF que se enlazan al receptor de VEGF sin actividad de señalización concomitante 
también sirven como antagonistas. Adicionalmente, la actividad de señalización de VEGF puede ser inhibida 
perturbando su señalización corriente abajo, por ejemplo, utilizando un cierto número de antagonistas que incluyen 
moléculas pequeñas inhibidoras del receptor de tirosina quinasa de VEGF, tal como se describe en detalle más 
adelante. 40 
 
La capacidad de un compuesto o agente para servir como antagonista de VEGF puede determinarse de acuerdo 
con cualquier número de métodos estándar bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, una de las actividades 
biológicas de VEGF es incrementar la permeabilidad vascular a través de enlazamiento específico a receptores 
sobre las células endoteliales vasculares. La interacción da como resultado la relajación de las uniones endoteliales 45 
estrechas con una fuga subsecuente de fluido vascular. La fuga vascular inducida por VEGF puede medirse in vivo 
siguiendo la fuga del colorante azul de Evans desde la vasculatura de una cobaya como consecuencia de una 
inyección intradérmica de VEGF (Dvorak et al., in Vascular Permeability Factor/Vascular Endothelial Growth Factor, 
Microvascular Hyperpermeability, and Angiogenesis; and (1995) Am. J. Pathol. 146: 1029). De la misma forma, la 
prueba puede ser utilizada para mediar la capacidad de un antagonista para bloquear esta actividad biológica de 50 
VEGF. 
 
En un ejemplo útil de una prueba de permeabilidad vascular, se premezcla VEGF165 (20 - 30 nM) ex vivo con 
EYE001 (30 nm a 1 µM) o un antagonista de VEGF candidato y se administra subsecuentemente por inyección 
intradérmica en la piel afeitada sobre el dorso de cobayas. Treinta minutos después de la inyección, se cuantifica la 55 
fuga del colorante azul de Evans alrededor de los sitios de la inyección de acuerdo con métodos estándar mediante 
el uso de un sistema de análisis morfométrico computarizado. Un compuesto que inhibe la fuga inducida por VEGF 
del colorante indicador de la vasculatura se toma como un antagonista útil en los métodos y composiciones de la 
invención. 
 60 
Otro ensayo para determinar si un compuesto es un antagonista de VEGF es la así denominada prueba de 
angiogénesis de la córnea. En esta prueba, se implantan pellas de polímeros de metacrilato que contienen VEGF165 
(3 pmol) en el estroma de la córnea de ratas para inducir el crecimiento de vasos sanguíneos en córnea 
normalmente avascular. Se administra entonces un antagonista de VEGF candidato por vía intravenosa a las ratas 
en dosis de 1 mg/kg, 3 mg/kg y 10 mg/kg bien sea una o dos veces al día durante 5 días. Al final del período de 65 

 



16 

 

tratamiento, se fotomicrografían las córneas individuales. El grado hasta el cual se desarrollan nuevos vaso 
sanguíneos en el tejido de la córnea y su inhibición por los compuestos candidatos, se cuantifican entonces 
mediante análisis morfométrico estandarizado de las fotomicrografías. Un compuesto que inhibe la biogénesis 
dependiente de VEGF en la córnea cuando se compara con el tratamiento con solución salina regulada con fosfato 
(PBS) se toma como un antagonista útil en los métodos y composiciones de la invención. 5 
 
Los antagonistas de VEGF también se identifican utilizando el modelo en ratón de retinopatía de premadurez. En un 
ejemplo útil, se dejan camadas de 9, 8, 8, 7 y 7 ratones, respectivamente, en aire ambiental o se hacen hiperóxicos y 
se tratan intraperitonealmente con solución salina regulada con fosfato (PBS) o un antagonista de VEGF candidato 
(por ejemplo, a 1 mg/kg, 3 mg/kg o 10 mg/kg/día). El punto final del ensayo, que es el crecimiento de nuevos 10 
capilares a través de la membrana limitante interior de la retina hacia el humor vítreo, se establece entonces 
mediante identificación microscópica y recuento de los vacíos neovasculares en 20 secciones histológicas de cada 
ojo de todos los ratones tratados y los de control. Una reducción en la neovasculatura de la retina en ratones 
tratados con respecto al control no tratado se toma como identificación de un antagonista útil de VEGF. 
 15 
En aún otra prueba de selección de ejemplo, los antagonistas de VEGF candidatos se identifican utilizando un 
ensayo de xenoinjerto tumoral humano in vivo. En esta prueba de selección, se prueba in vivo la eficacia de un 
antagonista de VEGF candidato en xenoinjertos de tumores humanos (rabdomiosarcoma A673 y tumor de Wilms) 
implantados en ratones desnudos. Los ratones son tratados entonces con los antagonistas de VEGF candidatos (por 
ejemplo, 10 mg/kg dados por vía intraperitoneal una vez al día después del desarrollo de tumores establecidos (200 20 
mg)). Los grupos de control son tratados con un agente de control. Los compuestos candidatos identificados como 
inhibidores del crecimiento del tumor de rabdomiosarcoma A673 y tumor de Wilms con respecto al control se toman 
como antagonistas útiles en los métodos y composiciones de la invención.  
 
Métodos adicionales para probar la actividad antagonista de VEGF son conocidos en la técnica y descritos en mayor 25 
detalle más adelante. 
 
Por ejemplo, los anticuerpos inhibidores dirigidos contra VEGF son conocidos en la técnica, por ejemplo, aquellos 
descritos en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 6.524.583, 6.451.764 (anticuerpos VRP), 6.448.077, 
6.416.758, 6.403.088 (para VEGF-C), 6.383.484 (para VEGF-D), 6.342.221 (anticuerpos anti-VEGF), 6.342.219, 30 
6.331.301 (anticuerpos VEGF-B), y 5.730.977, y la publicación PCT WO 96/30046, WO 97/44453, y WO 98/45331. 
 
Los anticuerpos de los receptores VEGF son también conocidos en la técnica, tales como los descritos por ejemplo 
en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5.840.301, 5.874.542, 5.955.311, 6.365,157, y la publicación PCT WO 
04/003211. 35 
 
Pequeñas moléculas que  bloquean la acción de VEGF, por ejemplo, inhibiendo una actividad de tirosina quinasa 
asociada con VEGFR, son conocidos en la técnica, por ejemplo, los descritos en las Patentes de los Estados Unidos 
Nos. 6.514.971, 6.448.277, 6.414.148, 6.362.336, 6.291.455, 6.284.751, 6.177.401, 6.071.921, y 6.001.885 
(inhibidores retinoides en la expresión de VEGF). 40 
 
Proteínas y polipéptidos que bloquean la acción de VEGF son conocidos en la técnica, por ejemplo, aquellos 
descritos en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 6.576.608, 6.559.126, 6.541.008, 6.515.105, 6.383.486 
(receptor  señuelo de VEGF), 6.375.929 (receptor  señuelo de VEGF), 6.361.946 (inhibidores análogos de péptidos 
de VEGF), 6.348.333 (receptor  señuelo de VEGF), 6.559.126 (polipéptidos que enlazan VEGF y bloquean el 45 
enlazamiento a VEGFR), 6.100.071 (receptor  señuelo de VEGF), y 5.952.199. 
 
Ácidos nucleicos de interferencia cortos (siNA), ARN de interferencia corto (ARNsi), ARN de cadena doble (ARNds), 
microARN (ARNmi) y ARN de horquilla corto (ARNsh) capaces de mediar el ARN de interferencia (ARNi) contra la 
expresión genética y/o la actividad de VEGF y/o VEGFR son conocidos en la técnica, por ejemplo, como se divulga 50 
en la publicación PCT WO03/074910. 
 
Los oligonucleótidos antisentido para la inhibición del VEGF son conocidos en la técnica, por ejemplo, los descritos, 
por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5.611.135, 5.814.620, 6.399.586, 6.410.322, y 6.291.667. 
 55 
Aptámeros (también conocidos como ligandos de ácidos nucleicos) para la inhibición de VEGF son conocidos en la 
técnica por ejemplo, aquellos descritos en por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nos. 6.762.290, 
6.426.335, 6.168.778, 6.051.698 y 5.859.228. 
 
Anticuerpos antagonistas 60 
 
La invención incluye anticuerpos antagonistas dirigidos contra PDGF y VEGF así como sus receptores cognatos 
PDGFR y VEGFR. Los anticuerpos antagonistas de la invención bloquean el enlazamiento de un ligando con su 
receptor cognato. De acuerdo con lo anterior, un anticuerpo antagonista de PDGF de la invención incluye 
anticuerpos dirigidos contra un objetivo PDGF así como un objetivo PDGFR.  65 
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Los anticuerpos antagonistas de la invención incluyen anticuerpos inhibidores monoclonales. Anticuerpos 
monoclonales, o fragmentos de los mismos, abarcan todos las clases de inmunoglobulinas tales como IgM, IgG, IgD, 
IgE, IgA o sus subclases, tales como en las subclases IgG o mezclas de los mismos. La IgG y sus subclases son 
útiles, tales como IgG1, IgG2, IgG2a, IgG2b, IgG3 o IgGM. Los subtipos de IgG IgG1/kappa y IqG2b/kappa son incluidos 
como realizaciones útiles. Los fragmentos que pueden ser mencionados son todos fragmentos de anticuerpos 5 
truncados o modificados con uno o dos sitios de enlazamiento complementarios del antígeno los cuales muestran 
alta actividad de enlazamiento y neutralización hacia PDGF o VEGF de mamíferos (o sus receptores cognatos), 
tales como las partes de anticuerpos que tienen un sitio de enlazamiento que corresponde con el anticuerpo y se 
forman mediante cadenas ligeras o pesadas, tales como fragmentos Fv, Fav o F(ab’)2, o fragmentos individuales de 
cadenas. Fragmentos de cadena doble truncados tales como Fv, Fav o F(ab’)2 son particularmente útiles. Estos 10 
fragmentos pueden obtenerse, por ejemplo, por medios enzimáticos eliminando la parte Fc del anticuerpo con 
enzimas tales como papaína o pepsina, por oxidación química o por manipulación genética de los anticuerpos. 
También es posible y ventajoso utilizar fragmentos genéticamente manipulados no truncados. Los anticuerpos anti-
PDGF o VEGF de los mismos pueden utilizarse solos o en mezclas. 
 15 
Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, mezclas o derivados de los mismos novedosos tienen ventajosamente 
una afinidad de enlazamiento por PDGF o VEGF (o sus receptores cognatos) en un rango de 1x10

-7
 M a 1x10

-12 
M, o 

desde 1x10
-8 

M a 1x10
-11 

M, o desde 1x10
-9

 M a 5x10
-10

 M. 
 
Los genes de anticuerpos para la manipulaciones genéticas pueden aislarse, por ejemplo, a partir de células de 20 
hibridoma, de una manera conocida para el operario experimentado. Para este propósito, se cultivan células 
productoras de anticuerpo y, cuando la necesidad óptica de las células es suficiente, se aísla el ARNm de las células 
de manera conocida sometiendo las células a lisis con tiocianato de guanidinio acidificando con acetato de sodio, 
extrayendo con fenol, cloroformo/alcohol isoamílico, precipitando con isopropanol y lavando con etanol. Se sintetiza 
entonces el ADNc a partir del ARNm utilizando transcriptasa reversa. El ADNc sintetizado puede ser insertado, 25 
directamente o después de la manipulación genética, por ejemplo, mediante mutagénesis dirigida al sitio, 
introducción de inserciones, inversiones, supresiones o intercambios de bases, en vectores adecuados, animales, 
fúngicos, bacterianos o virales, y pueden expresarse en organismos huésped apropiados. Vectores bacterianos o de 
levadura útiles son pBR322, pUC18/19, pACY184, lambda o mu de levaduras para la clonación de los genes y la 
expresión en bacterias tales como E. coli o levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae.  30 
 
Las células que sintetizan anticuerpos de PDGF o VEGF incluyen células animales, fúngicas, bacterianas o células 
de levaduras después de la transformación tal como se mencionó anteriormente. Son ventajosamente células de 
hibridoma o células de trioma, típicamente células de hibridoma. Estas células de hibridoma pueden ser producidas, 
por ejemplo, de una manera conocida a partir de animales inmunizados con PDGF o VEGF (o sus receptores 35 
cognatos) por aislamiento de sus células B productoras de anticuerpos, seleccionando estas células para 
anticuerpos enlazantes a PDGF o VEGF y fusionando subsecuentemente estas células, por ejemplo, con células 
humanas o animales, por ejemplo, células de mieloma de ratón, células linfoblastoides humanas o células de 
heterohibridoma (véase, por ejemplo, Koehler et al., (1975) Nature 256: 496) o infectando estas células con virus 
apropiados para producir líneas celulares inmortalizadas. Las líneas celulares de hibridomas producidas por fusión 40 
son útiles y las líneas celulares de hibridoma de ratón son particularmente útiles. Las líneas celulares de hibridoma 
de la invención secretan anticuerpos útiles de tipo IgG. Los anticuerpos mAb de la invención se enlazan con alta 
afinidad y reducen o neutralizan la actividad biológica (por ejemplo angiogénica) de PDGF o VEGF. 
 
La invención incluye adicionalmente derivados de estos anticuerpos anti-PDGF o VEGF los cuales mantienen su 45 
actividad inhibidora de PDGF o VEGF mientras que alteran una o más propiedades relacionadas con su uso como 
agente farmacéutico, por ejemplo, estabilidad en suelo o eficiencia de producción. Ejemplo de tales derivados de 
anticuerpos anti-PDGF o VEGF incluyen péptidos, peptidomiméticos derivados de las regiones enlazantes a los 
antígenos de los anticuerpos, y anticuerpos, fragmentos de anticuerpos o péptidos enlazados a portadores sólidos o 
líquidos tales como polietilenglicol, vidrio, polímeros sintéticos tales como poliacrilamida, poliestireno, polipropileno, 50 
polietileno o polímeros naturales tales como celulosa, sefarosa o agarosa, o conjugados con enzimas, toxinas o 

marcadores radioactivos o no radioactivos tales como 
3
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71
Se, o anticuerpos, fragmentos o péptidos enlazados covalentemente a marcadores 

fluorescentes/quimioluminiscentes tales como rodamina, fluoresceína, isotiocianato, ficoelitrina, ficocianina, 
fluorescamina, quelatos metálicos, avidina, estreptavidina o biotina. 55 
 
Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, mezclas y derivados de los mismos novedosos pueden utilizarse 
directamente, después de secado, por ejemplo por liofilización, después de unión a portadores antes mencionados o 
después de la formulación con otras sustancias farmacéuticamente activas y auxiliares para producir preparaciones 
farmacéuticas. Ejemplos de sustancias activas y auxiliares que pueden ser mencionados son otros anticuerpos, 60 
sustancias antimicrobianas activas tales como sustancias con acción microbicida o microbioestática tales como 

antibióticos en general o sulfonamidas, agentes antitumorales, agua, reguladores, soluciones salinas, alcoholes, 
grasas, ceras, vehículos inertes u otras sustancias habituales para productos parenterales, tales como aminoácidos, 
espesantes o azúcares. Estas preparaciones farmacéuticas se utilizan para controlar enfermedades y son útiles para 
controlar trastornos y enfermedades neovasculares oculares incluyendo AMD y retinopatía diabética. 65 
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Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, mezclas o derivados de los mismos pueden ser usados en terapia o 
diagnóstico directamente o después de acoplamiento con portadores sólidos o líquidos, enzimas, toxinas, 
marcadores radioactivos o no radioactivos o marcadores fluorescentes/quimioluminiscentes tal como se describió 
anteriormente. 
 5 
Los anticuerpos monoclonales humanos de PDGF o VEGF de la presente invención pueden obtener por cualquier 
medio conocido en la técnica. Por ejemplo, un mamífero es inmunizado con PDGF o VEGF humano (o sus 
receptores cognatos). Los PDGF y VEGF humanos purificados están disponibles comercialmente (por ejemplo, en 
Cell Sciences, Norwood, MA, así como otros proveedores comerciales). Alternativamente, los PDGF o VEGF 
humanos (o sus receptores cognatos) pueden purificarse fácilmente a partir de tejido de placenta humana. El 10 
mamífero utilizado para cultivar anticuerpos antihumanos PDGF o VEGF no está restringido y puede ser un primate, 
un roedor (tal como un ratón, rata o conejo), un bovino, oveja, cabra o perro. 
 
A continuación las células productoras de anticuerpos tales como células del bazo son retiradas del animal 
inmunizado y son fusionadas con células de mieloma. Las células de mieloma son bien conocidas en la técnica (por 15 
ejemplo pueden usarse células p3x63-Agδ-653, NS-0, NS-1 o P3U1). La operación de fusión celular puede llevarse 
a cabo por cualquier método convencional conocido en la técnica. 
 
Las células, después de ser sometidas a la operación de fusión celular son cultivadas entonces en el medio de 
selección HAT de tal manera que se seleccionen los hibridomas. Los hibridomas que producen los anticuerpos 20 
monoclonales antihumanos son seleccionados entonces. Esta selección puede llevarse a cabo, mediante por 
ejemplo, ensayo inmunoabsorbente enlazado con enzima en sándwich (ELISA) o similares, en los cuales los 
anticuerpos monoclonales producidos son enlazados a los pozos en los cuales se han inmovilizado PDGF o VEGF 
(o sus receptores cognatos) humanos. En este caso, como anticuerpo secundario, el anticuerpo específico para la 
inmunoglobulina del animal inmunizado, que está marcado con una enzima tal como peroxidasa, fosfatasa alcalina, 25 
glucosaoxidasa, beta-D-galactosidasa, o similares, puede emplearse. El marcador puede ser detectado haciendo 
reaccionar la enzima de marcación con su sustrato y midiendo el color generado. Como sustrato pueden producirse 
3,3-diaminobenzidina, 2,2-diaminobis-o-dianisidina, 4-cloronaftol, 4-aminoantipirina, o-fenilendiamina o similares. 
 
Mediante la operación antes descrita, pueden seleccionarse hibridomas que producen anticuerpos PGDF o VEGF 30 
antihumanos. Los hibridomas seleccionados son clonados entonces por el método de dilución limitante convencional 
o método de agar blando. Si se desea, los hibridomas clonados pueden ser cultivados a gran escala utilizando un 
medio que contiene suero o un medio libre de suero, o pueden inocularse en la cavidad abdominal de ratones y 
recuperarse a partir de los ascitas, con lo cual puede obtenerse un gran número de los hibridomas clonados.  
 35 
De entre los anticuerpos monoclonales PDGF o VEGF antihumanos seleccionados, se escogen entonces aquellos 
que tienen una capacidad de prevenir el enlazamiento y activación del correspondiente par ligando/receptor (por 
ejemplo en un sistema de ensayo de PDGF o VEGF basado en células (véase más arriba)), para análisis y 
manipulación posterior. Si el anticuerpo bloquea el enlazamiento receptor/ligando y/o la activación, significa que el 
anticuerpo monoclonal probado tiene una capacidad de reducir o neutralizar la actividad de PDGF o VEGF de los 40 
PDGF o VEGF humanos. Esto es, el anticuerpo monoclonal reconoce y/o interfiere específicamente con el sitio de 
enlazamiento crítico del PDGF o VEGF humano (o sus receptores cognatos). 
 
Los anticuerpos monoclonales aquí incluyen adicionalmente anticuerpos híbridos y recombinantes producidos por la 
división de un dominio variables (incluyendo uno hipervariable) de un anticuerpo anti-PDGF o VEGF con un dominio 45 
constante (por ejemplo, anticuerpos “humanizados”), o una cadena ligera con una cadena pesada, o una cadena de 
una especie con una cadena de otra especie, o fusiones con proteínas heterólogas, independientemente del origen 
o de la designación de clase o subclase de inmunoglobulina, así como de fragmentos de anticuerpos [por ejemplo, 
Fab, F(ab)2, y Fv], en tanto exhiban la actividad biológica deseada. [Véase, por ejemplo, la Patente de los Estados 
Unidos No. 4.816.567 y Mage & Lamoyi, in Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp.79 - 97 50 
(Marcel Dekker, Inc.), New York (1987)]. 
 
Así, el término “monoclonal” indica que el carácter del anticuerpo obtenido es de una población sustancialmente 
homogénea de anticuerpos, y no debe considerarse como que requiere la producción de anticuerpos por cualquier 
método particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que van a ser usados de acuerdo con la presente 55 
invención pueden hacerse por el método del hibridoma a partir de bibliotecas de fagos generadas utilizando las 
técnicas descritas por McCafferty et al., Nature 348: 552 - 554 (1990), por ejemplo. 
 
Formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murínicos) son inmunoglobulinas quiméricas 
específicas, cadenas de inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab)2 u otras 60 
subsecuencias de anticuerpos enlazantes a antígenos) que contienen una secuencia mínima derivada de 
inmunoglobulina no humana. Para la mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas 
(anticuerpo receptor) en el cual los residuos de las regiones determinantes complementarias (CDR) del anticuerpo 
receptor son reemplazados por residuos de las CDR de una especie no humana (anticuerpo donante) tal como un 
ratón, rata o conejo que tiene la especificidad, afinidad y capacidad deseada. En algunos casos, los residuos de la 65 
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región marco Fv (FR) de la inmunoglobulina humana son reemplazados por residuos FR no humanos 
correspondientes. Adicionalmente, el anticuerpo humanizado puede comprender residuos que no se encuentran en 
el anticuerpo receptor ni en las secuencias importadas CDR o FR. Estas modificaciones se hacen para refinar y 
optimizar adicionalmente el rendimiento de los anticuerpos. En general, el anticuerpo humanizado comprenderá 
sustancialmente al menos uno, y típicamente dos, dominios variables, los cuales todas o sustancialmente todas las 5 
regiones CDR corresponden a las de una inmunoglobulina no humana y todos o sustancialmente todos los residuos 
de FR son aquellos de una secuencia de consenso de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado 
óptimamente comprenderá al menos una porción de una región constante de inmunoglobulina (Fc), típicamente la 
de una inmunoglobulina humana. 
 10 
Los métodos para humanizar anticuerpos no humanos son bien conocidos en la técnica. En general, un anticuerpo 
humanizado tiene uno o más residuos de aminoácidos introducidos en el mismo a partir de una fuente que es no 
humana. Estos residuos de aminoácidos no humanos se denominan frecuentemente como residuos “importados” 
que son tomados típicamente de un dominio variable “importado”. La humanización puede ser ejecutada 
esencialmente siguiendo el método de Winter y colaboradores (Jones et al., (1986) Nature 321: 522 - 525; 15 
Riechmann et al., (1988) Nature 332: 323 - 327; y Verhoeyen et al., (1988) Science 239: 1534 - 1536), sustituyendo 
las secuencias de CDRs o CDR de roedores por las correspondientes secuencias en anticuerpo humano. De 
acuerdo con lo anterior, tales anticuerpos “humanizados” son anticuerpos quiméricos, en donde sustancialmente 
menos de un dominio variable humano intacto ha sido sustituido por la secuencia correspondiente de una especie no 
humana. En la práctica, los anticuerpos humanizados son típicamente anticuerpos humanos, los cuales algunos 20 
residuos de CDR y posiblemente algunos residuos de FR son sustituidos por residuos de sitios análogos en 
anticuerpos de roedores. 
 
La selección de dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, para ser usados en la marcación de los 
anticuerpos humanizados es muy importante para reducir la antigenicidad. De acuerdo con el así llamado método de 25 
“mejor ajuste” la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor es seleccionada contra la biblioteca 
completa de las secuencias de dominios variables humanos. La secuencia humana que es más cercana a la de los 
roedores es aceptada entonces como el marco humano (FR) para el anticuerpo humanizado (Sims et al., (1993) J. 
Immunol., 151: 2296; y Chothia and Lesk (1987) J. Mol. Biol., 196: 901). Otro método utiliza un marco particular 
derivado de la secuencia de consenso de todos los anticuerpos humanos de un subgrupo particular de cadenas 30 
livianas o pesadas. El mismo marco puede ser utilizado para varios diferentes anticuerpos humanizados (Carter et 
al., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 89: 4285; y Presta et al., (1993) J. Immnol., 151: 2623). 
 
Es importante adicionalmente que los anticuerpos sean humanizados con retención de alta afinidad para el antígeno 
y otras propiedades biológicas favorables. Para alcanzar esta meta de acuerdo con un método útil, los anticuerpos 35 
humanizados se preparan por un proceso de análisis de las secuencias progenitoras y diversos productos 
conceptuales humanizados utilizando modelos tridimensionales de secuencias progenitoras y humanizadas. Son 
comúnmente disponibles modelos de inmunoglobulina tridimensionales y son familiares para las personas 
experimentadas en la técnica. Hay disponibles programas de ordenador que ilustran y despliegan estructuras 
conformacionales tridimensionales probables de secuencias de inmunoglobulina candidatas seleccionadas. La 40 
inspección de estos despliegues permiten análisis del papel probable de los residuos del funcionamiento de la 
secuencia de inmunoglobulina candidata, esto es, el análisis de residuos que influyen en la capacidad de la 
inmunoglobulina candidata para enlazarse a su antígeno. De esta manera, pueden seleccionarse y combinarse los 
residuos de FR a partir de las secuencias de consenso e importadas de tal manera que se alcanzan las 
características deseadas del anticuerpo, tales como una afinidad incrementada por el antígeno objetivo. En general, 45 
los residuos de CDR están directa y lo más sustancialmente involucrados en la influencia del enlazamiento al 
antígeno. 
 
En la invención también se incluyen los anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra PDGF o VEGF. Tales 
anticuerpos pueden hacerse mediante el método del hibridoma. El mieloma humano y las líneas celulares de 50 
heteromieloma ratón-humano para la producción de anticuerpos monoclonales han sido descritos, por ejemplo por 
Kozbor (1984) J. Immunol., 133, 3001; Brodeur, et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications 
pp. 51 - 63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987); y Boerner et  al., (1991) J. Immunol., 147: 86 - 95. 
 
Es posible ahora producir animales transgénicos (por ejemplo ratones) que son capaces, por inmunización de 55 
producir un repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de producción de inmunoglobulina endógena. 
Por ejemplo, se ha descrito que la supresión homocigótica del gen de la región de unión de cadena pesada del 
anticuerpo (JH) en ratones quiméricos y mutantes de línea germinal da como resultado una inhibición completa de la 
producción de anticuerpos endógenos. La transferencia del gen de inmunoglobulina de línea germinal humana 
dispuesto en ratones mutantes de línea germinal dará como resultado la producción de anticuerpos humanos por 60 
desafío de antígenos (véase, por ejemplo, Jakobovits et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 90: 2551; 
Jakobovits et al., (1993) Nature, 362: 255 - 258; y Bruggermann et al., (1993) Year in Immuno., 7: 33). 
 
Alternativamente, puede utilizarse la tecnología de despliegue de fagos (Mc- Cafferty et al., (1990) Nature, 348: 552 - 
553) para producir anticuerpos y fragmentos de anticuepos humanos in vitro, a partir de repertorios de genes de 65 
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dominio variable (V) de inmunoglobulina a partir de donantes no inmunizados (para una revisión véase, por ejemplo, 
Johnson et al., (1993) Current Opinion in Structural Biology, 3: 564 - 571). Pueden usarse varias fuentes  de 
segmentos de gen V para el despliegue de fagos. Por ejemplo, Clackson et al., ((1991) Nature, 352: 624 - 628) 
aislaron una disposición diversa de anticuerpo antioxazolona a partir de una biblioteca combinacional aleatoria 
pequeña de genes V derivados de los bazos de ratones inmunizados. Un repertorio de genes V a partir de donantes 5 
humanos inmunizados puede ser construido y pueden aislarse los anticuerpos hasta una disposición diversa de 
antígenos (incluyendo autoantígenos) esencialmente siguiendo las técnicas descritas por Marks et al., ((1991) J. 
Mol. Biol., 222: 581 - 597, o Griffith et al., (1993) EMBO J., 12: 725 - 734). 
 
En una respuesta inmune natural, los genes de anticuerpos acumulan mutaciones a una alta velocidad 10 
(hipermutación somática). Algunos de los cambios introducidos conferían afinidad mayor, y las células V que 
despliegan inmunoglobulina de superficie de alta afinidad son replicadas y diferenciadas preferencialmente durante 
el desafío de antígenos subsecuente. Este proceso natural puede ser imitado empleando la técnica conocida como 
“barajado de cadena” (véase Marks et al., (1992) Bio. Technol., 10: 779 - 783). En este método, la afinidad de 
anticuerpos humanos “primario” obtenidos por despliegue de fagos puede mejorarse reemplazando los genes de la 15 
región de cadenas pesadas y livianas V con repertorios de variantes de origen natural (repertorios) de genes del 
dominio V obtenido a partir de donantes no inmunizados. Esta técnica permite la producción de anticuerpos y de 
fragmentos de anticuerpos con afinidades en el rango de nM. Una estrategia para hacer repertorios de anticuerpos 
de fagos muy grandes ha sido descrita por Waterhouse et al., ((1993) Nucl. Acids Res., 21: 2265 - 2266). 
 20 
El barajado de gen también puede ser usado para derivar anticuerpos humanos a partir d anticuerpos de roedores, 
en donde el anticuerpo humano tiene afinidades y especificidades similares al anticuerpo del roedor de partida. De 
acuerdo con este método, el cual también se denomina como “grabación del epítopo”, el gen del dominio V de 
cadena pesada o liviana de anticuerpos de roedores obtenido por técnica de despliegue de fagos es reemplazado 
con un repertorio de genes de dominio V humanos, creando quimeras roedor-humano. La selección del antígeno da 25 
como resultado el aislamiento de un dominio humano variable capaz de restaurar un sitio de enlazamiento al 
antígeno funcional, esto es, el epítopo gobierna (graba) la selección del asociado. Cuando el proceso se repite con 
el fin de reemplazar el dominio V de roedor restante, se obtiene un anticuerpo humano (véase PCT WO93/06213, 
publicado el 1 de Abril de 1993). A diferencia de la humanización tradicional de anticuerpos de roedores por injertos 
de CDR, esta técnica provee anticuerpos completamente humanos, los cuales no tienen marco o residuos de CDR 30 
de origen en roedores. 
 
Aptámeros antagonistas 
 
La presente invención se refiere en las reivindicaciones a aptámeros específicos anti-PDGF los cuales se utilizan en 35 
tratamiento de combinación con un antagonista de VEGF. Los que sigue es una divulgación general de los 
aptámeros anti-PDGF y anti-VEGF para propósitos ilustrativos. 
 
La invención provee antagonistas aptámeros dirigidos contra PDGF y/o VEGF (o sus receptores cognatos). Los 
aptámeros, también conocidos como ligandos de ácidos nucleico, son ácidos nucleicos de origen no natural que se 40 
enlazan a y, en general, antagonizan (esto es inhiben) con un objetivo preseleccionado. 
 
Los aptámeros pueden hacerse por cualquier método conocido para la producción de oligómeros u oligonucleótidos. 
Se conocen muchos métodos de síntesis en la técnica. Por ejemplo, polímeros modificados con 2’-O-alilo que 
contienen ribonucleótidos de purina residuales, y portan un extremo 3’ adecuado tal como un residuo de timidina 45 
invertido (Ortigao et al., Antisense Research and Development 2: 129 - 146 (1992)) o dos enlaces fosforotioato en el 
extremo 3’ para evitar la degradación eventual por 3’-hexonucleasas, que pueden ser sintetizados por química en 
fase sólida de beta cianoetil fosforamidita (Sinha et al., Nucleic Acids Res., 12: 4539 - 4557 (1984)) o cualquier 
sintetizador de ADN/ARN comercialmente disponible. Un método es la estrategia de protección con 2’-O-
tertbutildimetilsilil (TBDMS) para los ribonucleótidos (Usman et al., J. Am. Chem. Soc., 109: 7845 - 7854 (1987)), y 50 
todas las 3’-O-fosforamiditas requeridas están disponibles comercialmente. Además, puede utilizarse 
aminometilpoliestireno como material de soporte debido a sus propiedades ventajosas (McCollum and Andrus (1991) 
Tetrahedron Lett., 32: 4069 - 4072). Puede agregarse fluoresceína al extremo 5’ de un ARN de sustrato durante la 
síntesis utilizando fosforamiditas de fluoresceína  disponibles comercialmente. En general, puede sintetizarse un 
oligómero aptámero utilizando un ciclo de ARN estándar. Al terminar el ensamblaje, todos los grupos protectores 55 
básicos lábiles son eliminados por un tratamiento durante 8 horas a 45ºC con amoniaco acuoso/etanol concentrado 
(3:1 v/v) en un vial cerrado. El etanol suprime la eliminación prematura de los grupos 2’-O-TBDMS que de otra 
manera llevarían a una escisión apreciable de la cadena y las posiciones de los ribonucleótidos resultantes bajo las 
condiciones básicas de la desprotección (Usman et al., J. Am. Chem. Soc., 109: 7845 - 7854). Después de la 
liofilización, el oligómero protegido con TBDMS es tratado con una mezcla de trihidrofloruro de 60 
trietilamina/trietilamina/N-metilpirrolidinona durante 2 horas a 60ºC para producir una eliminación rápida y eficiente 
de los grupos sililo protectores condiciones neutras (véase Wincott et al., (1995) Nucleic Acids Res., 23: 2677 - 
2684). El oligómero completamente desprotegido puede ser precipitado con butanol de acuerdo con el 
procedimiento de Cathala y Brunel ((1990) Nucleic Acids Res., 18: 201). La purificación puede llevarse a cabo bien 
sea por electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante o mediante una combinación de HPLC con 65 
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intercambio de iones (Sproat et al., (1995) Nucleosides and Nucleotides, 14: 255 - 273) y HPLC en fase reversa. 
Para utilización en células, los oligómeros sintetizados son convertidos en sus sales de sodio por precipitación con 
perclorato de sodio en acetona. Pueden eliminarse entonces trazas de sales residuales utilizando columnas de 
filtración en gel desechables pequeñas que son comercialmente disponibles. Como etapa final puede verificarse la 
autenticidad de los oligómeros aislados por espectrometría de masas con desorción por láser asistida en matriz 5 
(Pieles et al., (1993) Nucleic Acids Res., 21: 3191 - 3196) y por análisis de composición de las bases de nucleósidos. 
 
Los aptámeros divulgados también pueden ser producidos a través de métodos enzimáticos, cuando las 
subunidades de nucleótidos están disponibles para manipulación enzimática. Por ejemplo, las moléculas de ARN 
pueden hacerse a través de reacciones de polimerasa de ARN T7 in vitro. También pueden hacerse mediante cepas 10 
de bacterias o líneas celulares que expresan T7, y luego aislarse subsecuentemente a partir de estas células. Como 
se discute más adelante, los aptámeros divulgados también pueden ser expresados en células directamente 
utilizando vectores y promotores. 
 
Los aptámeros, al igual que otras moléculas de ácidos nucleicos, pueden contener adicionalmente nucleótidos 15 
modificados. Un asunto que debe atenderse en el uso diagnóstico terapéutico de los ácidos nucleicos es la 
degradación rápida y potencial de oligonucleótidos en su forma fosfodiéster en fluidos corporales por enzimas 
intracelulares y extracelulares tales como endonucleasas y exonucleasas antes de que se manifieste el efecto 
deseado. Ciertas modificaciones químicas del ligando de ácido nucleico pueden hacerse incrementar en cuanto a la 
estabilidad in vivo del ligando de ácido nucleico o potencial o mediar la liberación del ligando de ácido nucleico 20 
(véase, por ejemplo, la solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 5.660.985, titulada “ligandos de ácidos 
nucleicos de alta afinidad que contienen nucleótidos modificados”). 
 
Las modificaciones de los ligandos de ácidos nucleicos pueden incluir pero no limitarse a, aquellas que proveen 
otros grupos químicos que incorporan carga adicional, polarizabilidad, y hidrofobicidad, puentes de hidrogeno, 25 
interacción electroestática y fluxionalidad a las bases ligandos de ácidos nucleicos o al ligando ácido nucleico como 
un todo. Tales modificaciones incluyen, pero no se limitan a modificaciones en azúcares en la posición 2’, 
modificaciones en piridina en la posición 5, modificaciones de purina en posición 8, modificaciones en las aminas 
hexocíclicas, sustitución de 4-tiouridina, sustitución de 5-bromo o 5-yodo-uracilo; modificaciones del esqueleto, 
modificaciones en fosforotiolato o alquilfosfato, metilaciones, combinaciones de apareamiento de bases inusuales 30 
tales como las isobases isocitidina e isoguanidina y similares. En las modificaciones también incluyen modificaciones 
3’ y 5’ tales como cubrimiento o modificación con unidades estructurales azúcar. En algunas realizaciones de la 
presente invención, los ligandos de ácido nucleico son moléculas ARN que son modificadas mediante 2’-fluoro (2’-F) 
sobre la unidad estructural azúcar de los residuos de piridina. 
 35 
La estabilidad del aptámero puede incrementarse grandemente mediante la introducción de tales modificaciones 
también por modificaciones y sustituciones a lo largo del esqueleto fosfato del ARN. Además, puede hacerse una 
variedad de modificaciones sobre las nucleobases mismas las cuales inhiben la degradación y también pueden 
incrementar las interacciones con nucleótidos deseadas o disminuir las interacciones no deseadas con nucleótidos. 
De acuerdo con lo anterior, una vez que la secuencia de un aptámero es conocida, pueden hacerse modificaciones 40 
o sustituciones por los procedimientos sintéticos descritos más abajo por otros procedimientos conocidos para los 
experimentados en la técnica. 
 
Otras modificaciones incluyen la incorporación de bases modificadas (o nucleósidos modificados o nucleótidos 
modificados) que son variaciones de bases estándar, azúcares y/o estructuras químicas con esqueleto de fosfato 45 
que se presentan en los ácidos ribonucleico (esto es, A, C, G y U) y desoxirribonucléico (esto es, A, C, G y T). Se 
incluyen dentro de estos por ejemplo: Gm (ácido 2’-metoxiguanílico), Am (ácido 2’-metoxiadenílico), Cf (ácido 2’-
fluorocitídilico), Uf (ácido 2’-fluorouridilico), Ar (ácido riboadenílico). Los aptámeros también pueden incluir citosina o 
cualquier base relacionada con la citosina incluyendo 5-metilcitosina, 4-acetilcitosina, 3-metil-citosina, 5-hidroximetil 
citosina, 2-tiocitosina, 5-halocitosina (e.g., 5-fluorocitosina, 5-bromocitosina, 5-clorocitosina, y 5-yodocitosina), 5-50 
propinil citosina, 6-azocitosina, 5-trifluorometilcitosina, N4, N4-etanocitosina, fenoxazina citidina, fenotiazina citidina, 
carbazol citidina o piridoindol citidina. El aptámero puede incluir adicionalmente guanina o cualquier base 
relacionada con la guanina incluyendo 6-metilguanina, 1-metilguanina, 2,2-dimetilguanina, 2-metilguanina, 7-
metilguanina, 2-propilguanina, 6-propilguanina, 8-haloguanina (e.g., 8-fluoroguanina, 8-bromoguanina, 8-
cloroguanina, y 8-yodoguanina), 8-aminoguanina, 8-sutmidrilguanina, 8-tioalquilguanina, 8-hidroxilguanina, 7-55 
metilguanina, 8-azaguanina, 7-deazaguanina o 3-deazaguanina. El aptámero aun puede incluir adicionalmente 
adenina o cualquier base relacionada con la adenina incluyendo 6-metiladenina, N6-isopenteniladenina, N6-
metiladenina, 1-metiladenina, 2-metiladenina, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, 8-haloadenina (e.g., 8-fluoroadenina, 
8-bromoadenina, 8-cloroadenina, y 8-yodoadenina), 8-aminoadenina, 8-sulfhidriladenina, 8-tioalquiladenina, 8-
hidroxiladenina, 7-metiladenina, 2-haloadenina (e.g., 2-fluoroadenina, 2-bromoadenina, 2-cloro-adenina, y 2-60 
yodoadenina), 2-aminoadenina, 8-azaadenina, 7-deazaadenina o 3-deazaadenina. También se incluyen uracilo o 
cualquier base relacionada con el uracilo, incluyendo 5-halouracilo (e.g., 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-
clorouracilo, 5-yodouracilo), 5-(carboxihidroxilmetil)uracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouracilo, 5-carboximetil-
aminometiluracilo, dihidrouracilo, 1-metilpseudouracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, 5’-
metoxicarbonilmetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, ácido uracil-5-65 

 



22 

 

oxyacético metiléster, ácido uracil-5-oxiacético, pseudouracilo, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-
carboxipropil)uracilo, 5-metilaminometiluracilo, 5-propinil uracilo, 6-azouracilo, o 4-tiouracilo. 
 
Ejemplos de variantes de otras variantes de base modificadas conocidos en la técnica, sin limitación, incluyen las 
listadas en 37 C.F.R § 1.822 (p) 4-acetilcitidina, 5-(carboxihidroxilmetil) uridina, 2’-metoxicitidina, 5-5 
carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluridina, dihidrouridina, 2’-O-metilpseudouridina, b-D-
galactosilqueosina, inosina, N6-isopen teniladenosina, 1-metiladenosina, 1-metilpseudouridina, 1-metilguanosina, 1-
metilinosina, 2,2-dimetilguanosina, 2-metiladenosina, 2-metilguanosina, 3-metilcitidina, 5-metiloitidina, N6-
metiladenosina, 7-metilguanosina, 5-metilaminometiluridina, 5-metoxiaminometil-2-tiouridina, b-D-manosilqueosina, 
5-metoxicarbonilmetiluridina, 5-metoxiuridina, 2-metiltio-N6-isopenteniladenosina, N-((9-b-D- ribofuranosil-2-10 
metiltiopurina-6-il)carbamoil)treonina, N-((9-b-D-ribofuranosilpurina-6-il)N-metil-carbamoil)treonina, ácido uridin-5-
oxicético metil éster, ácido uridin-5-oxiacético (v), wybutoxosina, pseudouridina, queosina, 2-tiocitidina, 5-metil-2-
tiouridina, 2-tiouridina, 4-tiouridina, 5-metiluridina, N-((9-b-D-ribofuranosilpurine-6-il)carbamoil)treonina, 2’-O-metil-5-
metiluridina, 2’-O-metiluridina, wybutosina, 3-(3-amino-3-carboxipropil)uridina. 
 15 
También se incluyen las nucleobases modificadas descritas en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 3.687.808, 
4.845.205, 5.130.302, 5.134.066, 5.175.273, 5.367.066, 5.432.272, 5.457.187, 5.459.255, 5.484.908, 5.502.177, 
5.525.711, 5.552.540, 5.587.469, 5.594.121, 5.596.091, 5.614.617, 5.645.985, 5.830.653, 5.763.588, 6.005.096, y 
5.681.941. Ejemplos de variantes de esqueletos de azúcares de nucleósidos y nucleótidos conocidos en la técnica 
incluyen, sin limitación los que tienen sustituyentes por ejemplo 2’ ribosilo tales como F, SH, SCH3, OCN, Cl, Br, CN, 20 
CF3, OCF3, SOCH3, SO2, CH3, ON02, NO2, N3, NH2, OCH2CH2OCH3, O(CH2)2ON(CH3)2, OCH2OCH2N 
(CH3)2, O(C1 - 10 alquil), O(C2 - 10 alquenil), O(C2 - 10 alquinil), S(C1 - 10 alquil), S(C2 - 10 alquenil), S(C2 - 10 
alquinil), NH(C1 - 10 alquil), NH(C2 - 10 alquenil), NH(C2 - 10 alquinil), y O-alquil-O-alquil. Sustituyentes deseables  
2’ ribosilo incluyen 2’-metoxi (2’-OCH3), 2’-aminopropoxi (2’ OCH2CH2CH2NH2), 2’-alil (2’-CH2-CH=CH2), 2’-O-alil 
(2’-O-CH2-CH=CH2), 2’-amino (2’-NH2), y 2’-fluoro (2’-F). El sustituyente en 2’ puede estar en la posición arabino 25 
(arriba) o en la posición ribo (abajo). 
 
Los aptámeros pueden estar hechos de nucleótidos y/o análogos de nucleótidos tales como los descritos 
anteriormente, o una combinación de ambos, o son análogos de oligonucleótidos. Los aptámeros de la invención 
pueden contener análogos de nucleótidos en posiciones que no afectan la función del oligómero para enlazarse a 30 
PDGF o VEGF (o sus receptores cognatos). 
 
Hay varias técnicas que pueden ser adaptadas para refinamiento o fortalecimiento de los ligandos de ácidos 
nucleicos que se enlazan a una molécula objetivo particular o a la selección de aptámeros adicionales. Una técnica, 
denominada en general como “genética in vitro” (véase Szostak (1992) TIBS, 19: 89), involucra el aislamiento de 35 
antagonistas de aptámeros por selección  a partir de un fondo de secuencias aleatorias. El fondo de moléculas de 
ácidos nucleicos desde el cual pueden aislarse los aptámeros divulgados puede incluir secuencias no variantes que 
flanquean una secuencia variable de aproximadamente 20 a 40 nucleótidos. Este método ha sido denominado 
Evolución Selectiva de Ligandos por Enriquecimiento Exponencial (SELEX). Composiciones y métodos para generar 
antagonistas aptámeros de la invención por SELEX y métodos relacionados son conocidos en la técnica y se 40 
enseñan por ejemplo en la Patente de los Estados Unidos No. 5.475.096 titulada “ligandos de ácidos nucleicos”, y la 
Patente de los Estados Unidos 5.270.163, titulada “métodos para identificar ligandos de ácidos nucleicos”. 
 
El proceso SELEX  en general, y los aptámeros y formulaciones de PEGF y VEGF en particular están descritos 
adicionalmente por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5.668.264, 5.696.249, 5.670.637, 5.674.685, 45 
5.723.594, 5.756.291, 5.811.533, 5.817.785, 5.958.691, 6.011.020, 6.051.698, 6.147.204, 6.168.778, 6.207.816, 
6.229.002, 6.426.335, 6.582.918. 
 
En resumen, el métodos SELEX involucra la selección de una mezcla de oligonucleótidos candidatos e iteraciones 
paso a paso de enlazamiento a un objetivo seleccionado, partición y amplificación, utilizando el mismo esquema 50 
general de selección para alcanzar virtualmente cualquier criterio de afinidad y selectividad de enlazamiento 
deseado. Partiendo de una mezcla de ácidos nucleicos, que comprende típicamente un segmento de secuencias 
aleatorizadas, el método SELEX incluye etapas de poner en contacto la mezcla con el objetivo bajo condiciones 
favorables para el enlazamiento, someter a partición ácidos nucleicos no enlazados de esos ácidos nucleicos que se 
han enlazado específicamente a moléculas objetivo, disociación de los complejos ácido nucleico-objetivo, 55 
amplificación de los ácidos nucleicos disociados a partir de los complejos ácido nucleico-objetivo para producir una 
mezcla enriquecida en ligandos de ácidos nucleicos, reiterando entonces las etapas de enlazamiento, partición, 
disociación y amplificación a través de tantos ciclos como se desee para producir ligandos de ácidos nucleicos de 
alta afinidad altamente específicos a la molécula objetivo. 
 60 
El método SELEX básico ha sido modificado para alcanzar un cierto número de objetivos específicos. Por ejemplo, 
la Patente de los Estados Unidos No. 5.707.796, titulada “método para seleccionar ácidos nucleicos sobre la base de 
la estructura”, describe el uso del proceso SELEX junto con electroforesis en gel para seleccionar moléculas de 
ácidos nucleicos con características estructurales específicas, tales como ADN flexionado. La Patente de los 
Estados Unidos No. 5.763.177 titulada “Evolución Sistemática de Ligandos por Enriquecimiento Exponencial: 65 
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Fotoselección de Ligandos de Ácidos Nucleicos y Solución SELEX” describe un método basado en SELEX para 
seleccionar ligandos de ácidos nucleicos que contienen grupos fotorreactivos capaces de enlazarse y/o 
fotoentrecruzarse y/o fotoinactivar una molécula objetivo. La Patente de los Estados Unidos No. 5.580.737 titulada 
“Ligandos de Ácidos nucleicos de alta afinidad que discriminan entre teofilina y cafeína” describe un método para 
identificar ligandos de ácidos nucleicos altamente específicos capaces de discriminar entre moléculas relacionadas 5 
cercanamente, las cuales pueden ser no peptídicas denominadas Counter-SELEX. La Patente de los Estados 
Unidos No. 5.567.588 titulada “Evolución Sistemática de Ligandos por Enriquecimiento Exponencial: Solución 
SELEX”, describe un método basado en SELEX que alcanza una partición altamente eficiente entre oligonucleótidos 
que tienen alta y baja afinidad para una molécula objetivo. 
 10 
El método SELEX abarca la identificación de ligandos de ácido nucleico de alta afinidad que contienen 
oligonucleótidos modificados que confieren características mejoradas al ligando, tales como estabilidad in vivo 
mejorada o características de administración mejoradas. Ejemplos de tales modificaciones incluyen sustituciones 
químicas en las posiciones ribosa y/o fosfato y/o base. Los ligandos de ácidos nucleicos identificados mediante el 
proceso SELEX que contiene nucleótidos modificados están descritos en la Patente de los Estados Unidos No. 15 
5.660.985 titulada “Ligandos de Ácidos Nucleicos de Alta Afinidad que Contienen Nucleótidos modificados”, que 
describe oligonucleótidos que contienen derivados de nucleótidos modificados químicamente en las posiciones 5 y 2’ 
de las piridinas. La Patente de los Estados Unidos No. 5.580.737, supra, describe ligandos de ácidos nucleicos 
altamente específicos que contienen uno o más nucleótidos modificados por 2’-amino (2’-NH2), 2’-fluoro (2’-F), y/o 
2’-O-metil (2’- OMe). La Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 08/264,029, presentada el 22 de Junio de 20 
1994, titulado “Método Novedoso de Preparación de Nucleósidos Modificados en 2’ Conocidos y Novedosos por 
Desplazamiento Nucleofílico Intramolecular”, ahora abandonada, describe oligonucleótidos que contienen diversas 
pirimidinas modificadas en 2’. 
 
El método SELEX abarca la combinación de oligonucleótidos seleccionados con otros oligonucleótidos 25 
seleccionados y unidades funcionales no oligonucleótidos tal como se describe en la Patente de los Estados Unidos 
No. 5.637.459 titulada “Evolución Sistemática de Ligandos por Enriquecimiento Exponencial: SELEX Quimérico”, y la 
Patente de los Estados Unidos No. 5.683.867 titulada “Evolución Sistemática de Ligandos por Enriquecimiento 
Exponencial: SELEX Combinado”, respectivamente. Estos patrones permiten la combinación de una disposición 
amplia de formas y otras propiedades y la amplificación eficiente y las propiedades de replicación de 30 
oligonucleótidos con las propiedades deseables de otras moléculas. 
 
El método SELEX abarca adicionalmente la combinación de ligandos de ácidos nucleicos con compuestos lipofílicos 
o no inmunogénicos, compuestos de alto peso molecular en un complejo de diagnóstico o terapéutico tal como se 
describe en la Patente de los Estados Unidos No. 6.011.020 titulada “Complejos de Ligandos de Ácidos Nucleicos” 35 
 
Los antagonistas de aptámeros también pueden ser refinados a través de uso de técnicas de modelación por 
ordenador. Ejemplos de sistemas de modelación molecular son los programas CHARMm y QUANTA, de Polygen 
Corporation (Waltham, Masachusets), el CHARMm lleva a cabo la minimización de la energía y las funciones 
dinámicas moleculares. QUANTA ejecuta la construcción, modelación gráfica y análisis de estructura molecular. 40 
QUANTE permite la construcción, modificación, visualización y análisis interactivo del comportamiento de las 
moléculas una con otra. Estas aplicaciones pueden ser adaptadas para definir y presentar la estructura secundaria 
de moléculas de ARN y ADN. 
 
Los aptámeros con estas diversas modificaciones pueden ser probados en cuanto a su funcionamiento utilizando 45 
cualquier prueba adecuada para la función de interés de PDGF o VEGF, tal como el ensayo de actividad de 
proliferación basada en células de PDGF.  
 
Las modificaciones pueden ser pre o post las modificaciones del  proceso SELEX. Las modificaciones de proceso 
pre SELEX  producen ligandos de ácidos nucleicos que tienen tanto especificidad para subjetivo SELEX como 50 
estabilidad in vivo mejorada. Las modificaciones de procesos post SELEX hechas a ligandos de ácidos nucleicos 2’-
OH pueden dar como resultado una estabilidad in vivo mejorada sin afectar adversamente la capacidad de 
enlazamiento del ligando de ácido nucleico. 
 
Otras modificaciones útiles para la producción de aptámeros son conocidas para una persona de experiencia normal 55 
en la técnica. Tales modificaciones pueden hacerse según el proceso post SELEX (modificación de ligandos no 
modificados identificados previamente) o por incorporación en el proceso SELEX. 
 
Se ha observado que los aptámeros, o los ligandos de ácidos nucleicos, en general, y los parámetros de VEGF en 
particular, son los más estables, y por lo tanto eficaces cuando están cubiertos 5’ y cubiertos en 3’ de una manera 60 
que hace disminuir la susceptibilidad a las exonucleasas e incrementa la estabilidad global. De acuerdo con lo 
anterior, la invención se basa en una realización, con el cubrimiento de aptámeros en general, y de aptámeros anti-
VEGF en particular, con una estructura de cubierta de nucleósidos 5’ - 5’ invertida en el extremo 5’ y una estructura 
de cubierta de nucleósido 3’ - 3’ invertida en el extremo 3’. De acuerdo con lo anterior, la invención provee 
aptámeros anti-VEGF y/o anti-PDGF, esto es ligandos de ácidos nucleicos que están cubiertos en el extremo 5’ con 65 

 



24 

 

una cubierta de nucleósido 5’ - 5’ invertida y en el extremo 3’ con una cubierta de nucleósido 3’ - 3’. 
 
Ciertos aptámeros particularmente útiles son composiciones de aptámeros anti-VEGF que incluyen, pero no se 
limitan a, aquellos que tienen estructuras de cubierta de nucleótidos 5’ - 5’ y 3’ - 3’ invertidos en sus extremos. Tales 
aptámeros cubiertos con anti-VEGF pueden ser aptámeros de ARN, aptámeros de ADN o aptámeros que tengan 5 
una composición mixta (esto es, tanto ARN como ADN). Secuencias de aptámeros adecuadas anti-VEGF de la 
invención incluyen la secuencia de nucleótidos GAAGAAUUGG (SEQ ID NO: 15); o la secuencia de nucleótidos 
UUGGACGC (SEQ ID NO: 16); o la secuencia de nucleótidos GUGAAUGC (SEQ ID NO: 17). Particularmente útiles 
son los aptámeros anti-VEGF cubiertos de la invención que tienen la secuencia: 
 10 
X-5’-5’-CGGAAUCAGUGAAUGCUUAUACAUCCG-3’-3’-X (SEQ ID NO: 18) 
 
donde cada C, G, A y U representan, respectivamente, los nucleótidos de origen natural citidina, guanidina, adenina 
y uridina, o los nucleótidos modificados correspondientes a los mismos. X-5’-5’ es un nucleótido invertido que cubre 
el extremo 5’ del aptámero; 3’-3’-X es un nucleótido invertido que cubre el extremo 3’ del aptámero; y los nucleótidos 15 
restantes o nucleótidos modificados son enlazados secuencialmente a través de uniones 5’-3’ fosfodiéster. En 
algunos ejemplos, cada uno de los nucleótidos del aptámero anti-VEGF cubierto, porta individualmente una 
sustitución 2’ ribosilo tal como -OH (el cual es estándar para ácidos ribonucléicos (ARN)), o -H (el cual es estándar 
para ácidos desoxirribonucléicos (ADN)). En otros la posición 2’ ribosilo está sustituida con un sustituyente O(C1 - 10 
alquilo), en O(C1 - 10 alquenilo), en F, en N3, o en NH2. 20 
 
En un ejemplo aún más particular no limitante, el aptámero anti-VEGF cubierto en 5’ - 5’ puede tener la estructura:  
 
Td-5’-5’-CfGmGmArArUfCrAmGmUfGmAmAmUlGmCmCfUfUfAmUfAmCfAmUfCtCfGm 3’-3’-Td (SEQ ID NO: 19) en dondo “Gm” 
representa ácidos 2’-metoxiguanílico, “Am” representa ácido 2’-metoxiadenílico, “Cf” representa ácido 2’-25 
fluorocitidílico, “Uf” representa ácido 2’-fluorouridílico, “Ar” representa ácido riboadenílico, y “Td” representa ácido 
desoxiribotimidílico. 
 

Antagonistas antisentido, ribozimas y de enzima de ADN 
 30 
El siguiente capítulo sobre antagonistas antisentido, ribozimas y enzimas de ADN se mantiene para propósitos 
ilustrativos. 
 
Los oligonucleótidos antisentido de ribozimas que apuntan a PDGF y VEGF afectan la inhibición de PDGF/VEGF 
inhibiendo la traducción de proteínas a partir de los ARN  mensajeros o apuntando a la degradación de los ARNm de 35 
PDGF o VEGF correspondientes, respectivamente. Estos ácidos nucleicos direccionados a PDGF- y VEGF- 
descritos anteriormente proveen secuencias útiles para el diseño y síntesis de estas ribozimas y oligonucleótidos 
antisentido de PDGF y VEGF. 
 
Un problema en el diseño de oligonucleótidos específicos y orientados a un ARNm si efectivo (ODN antisentido) y 40 
ribozimas y antisentido es el de los sitios accesibles de identificación del apareamiento de un antisentido con el 
objetivo ARNm (lo cual está por sí mismo doblado en una estructura secundaria autoapareada parcialmente). Una 
combinación de algoritmos con ayuda de ordenador para predecir la accesibilidad al apareamiento de la ARN y la 
selección molecular permite la creación de ribozimas específicas y efectivas y/o oligonucleótidos antisentido dirigidos 
contra mayor parte de los objetivos ARNm. Se han descrito varias metodologías para determinar la accesibilidad de 45 
una molécula de ARN objetivo a inhibidores antisentido o de ribozima. Una metodología utiliza un ensayo de 
selección in vitro aplicando tantos oligodesoxinucleótidos antisentido como sea posible (véase Monia et al., (1996) 
Nature Med., 2: 668 - 675; y Milner et al., (1997) Nature Biotechnol., 15: 537 - 541). Otros utilizan bibliotecas 
aleatorias de ODN (Ho et al., (1996) Nucleic Acids Res., 24: 1901 - 1907; Birikh et al., (1997) RNA 3: 429 - 437; y 
Lima et al., (1997) J. Biol, Chem., 272: 626 - 638). Los sitios accesibles pueden ser monitoreados por escisión de 50 
RNasa H (véase Birikh et al., supra; y Ho et al., (1998) Nature Biotechnol., 16: 59 - 63). La RNasa H cataliza la 
escisión hidrolítica del esqueleto de fosfodiéster de la cadena de ARN en un dúplex ADN-ARN. 
 
Otra metodología, que involucra el uso de una reserva de ODN sintetizado químicamente quimérico autoaleatorio, se 
utiliza para identificar sitios accesibles escindidos por la RNasa H en un objetivo ARN sintetizado in vitro. Los 55 
análisis de primera extensión se utilizan para identificar estos sitios en la molécula objetivo (véase Lima et al., 
supra). Otras metodologías para diseñar objetivos antisentido en ARN se basan en modelos de plegamiento 
asistidos por ordenador para ARN. Se han publicado varios reportes sobre el uso de bibliotecas de ribozimas 
aleatorias para seleccionar la escisión efectiva (véase Campbell et al., (1995) RNA 1: 598 - 609; Lieber et al., (1995) 
Mol. Cell Biol., 15: 540 - 551; y Vaish et al., (1997) Biochem., 36: 6459 - 6501). 60 
 
Otras metodologías in vitro, que utilizan bibliotecas aleatorias o semialeatorias de ODN y RNasa H pueden ser más 
útiles que la simulaciones en ordenador (Lima et al., supra). Sin embargo, el uso de ARN sintetizado in vitro no 
predice la accesibilidad de los ODN antisentido in vivo puesto que observaciones recientes sugieren que las 
interacciones de fusión de los polinucleótidos son influenciadas por las proteínas de enlazamiento de ARN (véase 65 
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Tsuchihashi et al., (1993) Science, 267: 99 - 102; Portman et al., (1994) EMBO J., 13: 213 - 221; y Bertrand and 
Rossi (1994) EMBO J., 13: 2904 - 2912). La Patente de los Estados Unidos No. 6.652.570, provee composiciones y 
métodos para determinar sitios accesibles dentro de un ARNm en presencia de un extracto celular, el cual imita las 
condiciones in vivo. 
 5 
En resumen, este método involucra la incubación de ARN nativos o sintetizados in vitro con ODN antisentido 
definido, ribozimas, o ADNzimas, con un ODN aleatorio o semialeatorio, biblioteca de ribozima o ADNzima, bajo 
condiciones de hibridación en un medio de reacción que incluye un extracto celular que contiene proteínas 
enlazantes a ARN o que imitan un extracto celular debido a la presencia de una o más proteínas enlazantes a ARN. 
Cualquier ODN antisentido, ribozima o ADNzima que sea complementario a un sitio accesible en el ARN objetivo 10 
hibridará ese sitio. Cuando se usan ODN definidas en una biblioteca ODN, la RNasa H está presente durante la 
hibridación o es agregada después de la hibridación para escindir el ARN donde haya ocurrido la hibridación. La 
RNasa H puede estar presente cuando se usan las ribozimas o ADNzimas, pero no se requiere, puesto que las 
ribozimas de las ADNzimas escinden ARN, donde ha ocurrido la hibridación. En algunos casos, se usa aquí una 
biblioteca de ODN aleatoria o semialeatoria en ambos extractos que contenga ARNm, proteínas que enlazan ARN y 15 
RNasa H. 
 
Se pueden usar diversos métodos para identificar estos sitios sobre ARN objetivo a los cuales se han enlazado ODN 
antisentido, ribozimas o ADNzimas y en donde ha ocurrido la escisión. Por ejemplo, la reacción en cadena de 
polimerasa dependiente de desoxinucleotidilo transferasa (TDPCR) puede ser utilizada para este propósito (véase 20 
Komura and Riggs (1998) Nucleic Acids Res., 26: 1807 - 11). Se usa una etapa de transcripción reversa para 
convertir el patrón de ARN en ADN, seguida por TDPCR. En esta invención, el extremo 3’ necesario para el método 
TDPCR se crea mediante la transcripción reversa del ARN objetivo de interés con cualquier ADN polimerasa 
dependiente de ARN (por ejemplo, transcriptasa reversa). Esto se logra hibridando un primer cebador ODN (P1) al 
ARN en una región la cual está corriente abajo (esto es, la dirección 5’ hacia 3’ en la molécula de ARN) desde la 25 
porción de la molécula de ARN objetivo que está bajo estudio. La polimerasa en presencia de dNTP copia el ARN en 
ADN desde el extremo 3’ de P1 y termina el copiado en el sitio de escisión creado bien sea por una ODN/RNasa H 
antisentido, una ribozima o una ADNzima. La nueva molécula de ADN (denominada como ADN de primera cadena) 
sirve como primer patrón para la porción PCR del método TDPCR, la cual se utiliza para identificar la secuencia 
objetivo accesible correspondiente presente en el ARN.  30 
 
Por ejemplo, puede utilizarse entonces el procedimiento de TDPCR, esto es ADN transcrito reverso con guanosina 
trifosfato (rGTP) se hace reaccionar en presencia de desoxinucleotidilo transferasa terminal (TdT) para agregar una 
cola (rG) 2 - 4 en los terminales 3’ de las moléculas de ADN. A continuación se liga un enlazante de ODN de cadena 
doble que tiene un sobrante de 3’ 2-4 en una cadena que hace apareamiento de bases con la cola (rG) 2-4. Luego 35 
se agregan dos cebadores de PCR. El primero es un cebador de enlazamiento (LP) que es complementario a la 
cadena del enlazador TDPCR que está ligado a la cola (rG) 2-4 (algunas veces denominada como cadena inferior). 
El otro cebador (P2) puede ser el mismo que P1, pero puede estar anidado con respecto a P1, esto es, es 
complementario al ARN objetivo en una región que está al menos parcialmente corriente arriba (esto es, en la 
dirección de 3’ hacia 5’ en las moléculas de ARN) desde la región que está enlazada por P1, pero esto es corriente 40 
abajo de la porción de la molécula de ARN que está bajo estudio. Esto es, la porción de la molécula de ARN 
objetivo, que está bajo estudio para determinar si tiene sitios de enlazamiento accesibles es esa porción que está 
corriente arriba de la región que es complementaria  a P2. Cuando se lleva a cabo la PCR de la manera conocida en 
presencia de ADN polimerasa y DNTP para amplificar segmentos de ADN definidos por los cebadores LP y P2. El 
producto amplificado puede ser capturado entonces por cualquiera de los diversos métodos conocidos y 45 
secuenciados subsecuentemente en un secuenciador de ADN automatizado, proveyendo información precisa sobre 
el sitio de escisión. Una vez que esta identidad ha sido determinada, puede sintetizarse una ADN antisentido de 
secuencia definida o ribozimas para uso in vitro o in vivo. 
 
La intervención antisentido en la expresión de los genes específicos puede logarse mediante el uso de secuencias 50 
de oligonucleótidos antisentidos sintéticas (véase Lefebvre-d’Hellencourt et al., (1995) Eur. Cyokine Netw., 6: 7; 
Agrawal (1996) TIBTECH, 14: 376; and Lev-Lehman et al., (1997) Antisense Therap. Cohen and Smicek, eds. 
(Plenum Press, Nueva York)). En resumen, las secuencias de oligonucleótidos antisentido pueden ser secuencias 
cortas de ADN, típicamente oligómeros de 15-30 pero puede ser tan pequeña como de 7 unidades (véase Wagner et 
al., (1994) Nature 372: 333) diseñadas para complementar un ARNm objetivo de interés y formar un dúplex ARN:AS. 55 
Esta formación de dúplex puede evitar el procesamiento, división, transporte o traducción del ARNm relevante. 
Además, ciertas secuencias de nucleótidos AS pueden extraer la RNasa H celular cuando se hibrida con su ARNm 
objetivo dando como resultado la degradación del ARNm (véase Calabretta et al., (1996) Semin. Oncol., 23: 78). En 
este caso, la RNasa H escindirá el componente de ARN del dúplex y puede liberar potencialmente el AS para 
hibridar adicionalmente con moléculas adicionales del ARN objetivo. Un modo adicional de acción resulta de la 60 
interacción de AS con ADN genómico para formar una hélice triple que puede ser inactiva transcripcionalmente. 
 
En un ejemplo no limitante de, además de, o sustituido por, una secuencia antisentido tal como se discutió aquí 
anteriormente, las ribozimas pueden ser utilizadas para la supresión de funciones genéticas. Esto es particularmente 
necesario en casos donde la terapia antisentido está limitada por consideraciones estequiométricas. Las ribozimas 65 
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pueden ser utilizadas entonces de manera que apunten a la misma secuencia. Las ribozimas son moléculas de ARN 
que poseen habilidad catalítica de ARN que escinden un sitio específico en un ARN objetivo. El número de 
moléculas de ARN que son escindidas por una ribozimas es superior al número predicho por una estequiometría 1:1 
(véase Hampel and Tritz (1989) Biochem., 28: 4929 - 33; y Uhlenbeck (1987) Nature, 328: 596 - 600). Por lo tanto, la 
presente invención también permite el uso de secuencias de ribozima direccionadas a un dominio accesible de una 5 
especie de ARNm de PDGF o VEGF y que contiene el centro catalítico apropiado. Las ribozimas están hechas y 
suministradas tal como se conoce en la técnica y se discute posteriormente aquí. Las ribozimas pueden ser 
utilizadas en combinación con las secuencias antisentido. 
 
Las ribozimas catalizan la escisión del enlace fosfodiéster del ARN. Se han identificado varias familias estructurales 10 
de ribozimas incluyendo los intrones de grupo I, RNasa P, y la ribozima del virus de la hepatitis delta, ribozimas de 
cabeza de martillo y la ribozima de horquilla derivada originalmente de la cadena negativa del ARN del satélite del 
virus de punto anular del tabaco (sTRSV) (véase Sullivan (1994) Investig. Dermatolog., (Suppl.) 103: 95S; y la 
Patente de los Estados Unidos No. 5.225.347). Las dos últimas familias se derivan de viroides y virusoides, en los 
cuales la ribozima se cree que separa monómeros de oligómeros creados durante la replicación del ciclo de 15 
enrollamiento (véase Symons (1989) TIBS, 14: 445 - 50; Symons (1992) Ann. Rev. Biochem., 61: 641 - 71). Las 
estructuras de ribozima de cabeza de martillo y horquilla están adaptadas lo más comúnmente para la trans-escisión 
de ARNm para terapia genética. El tipo de ribozima utilizado en la presente invención se selecciona tal como es 
conocido en la técnica. Las ribozimas de horquilla están ahora en pruebas clínicas y son un tipo particularmente útil. 
En general la ribozima tiene de 30 - 100 nucleótidos de longitud. 20 
 
Las moléculas de ribozimas diseñadas para escindir catalíticamente un transcripto de ARNm objetivo son conocidas 
en la técnica (por ejemplo PDGF (SEQ ID NO: 1) o VEGF (SEQ ID NO: 3)) y también pueden ser utilizadas para 
evitar la traducción de ARNm (véase, por ejemplo, la Publicación Internacional PCT WO90/11364; Sarver et al., 
(1990) Science, 247: 1222 - 1225 y la Patente de los Estados Unidos  No. 5.093.246). Mientras que las ribozimas 25 
que escinden el ARNm en secuencias de reconocimiento específicas de un sitio pueden utilizarse para destruir 
ARNm particulares, el uso de las ribozimas de cabeza de martillo es particularmente útil. Las ribozimas de cabeza 
de martillo escinden los ARNm en localizaciones dictadas por las regiones flanqueantes que forman pares de bases 
complementarios con el ARNm objetivo. El único requerimiento es que el ARNm objetivo tenga la siguiente 
secuencia de dos bases: 5’-UG-3’. La construcción y producción de ribozimas de cabeza de martillo es bien 30 
conocida en la técnica y se describe más completamente en Haseloff y Gerlach ((1988) Nature, 334: 585). 
 
Las ribozimas también incluyen endorribonucleasas de ARN (de aquí en adelante ribozimas tipo “Cech”) tal como las 
que se presentan naturalmente en la Tetrahymena thermophila (conocida como la IVS, o ARN de L-19 IVS), y que 
ha sido descrita extensamente por Thomas Cech y colaboradores (véase Zaug et al., (1984) Science, 224: 574 - 35 
578; Zaug y Cech (1986) Science, 231: 470 - 475; Zaug, et al., (1986) Nature, 324: 429 - 433; Solicitud Internacional 
de Patente No. W088/04300; Been and Cech (1986) Cell, 47: 207 - 216). Las ribozimas tipo Cech tienen un sitio 
activo de 8 pares de bases, el cual hibrida a la secuencia de ARN objetivo en donde después tiene lugar la escisión 
del ARN objetivo. La invención abarca aquellas ribozimas tipo Cech, que apuntan a secuencias de sitios activos de 
ocho pares de bases. Mientras que la invención no está limitada a una teoría particular de mecanismo operativo, el 40 
uso de las ribozimas cabeza de martillo en la invención puede tener ventaja sobre el uso de antisentido dirigido a 
PDGF/VEGF, como lo indican reportes recientes de que las ribozimas de cabeza de martillo operan bloqueando la 
traducción de ARN y/o la escisión específica del ARNm objetivo. 
 
Como sucede en la metodología antisentido, las ribozimas pueden estar compuestas de oligonucleótidos 45 
modificados (por ejemplo para estabilidad, direccionamiento, etc., mejorado) y se suministran a las células que 
expresan el ARNm objetivo. Un método útil para suministrar involucra el uso de un constructo de ADN “que codifica” 
la ribozima bajo el control de un promotor pol III o pol II constitutivo fuerte, de tal manera que las células 
transfectadas produzcan cantidades suficientes de las ribozimas para destruir los mensajes direccionados e inhibir la 
traducción. Puesto que las ribozimas, a diferencia de las moléculas antisentido son catalíticas, se requiere una 50 
concentración intracelular más baja para su eficiencia.  
 
Como se describió anteriormente, la resistencia a la nucleasa, cuando se necesita, es prevista por cualquier método 
conocido en la técnica que no interfiera sustancialmente con la actividad biológica de los oligodesoxinucleótidos 
antisentido o ribozimas según se requiera para el método de uso y administración (Iyer et al., (1990) J. Org. Chem., 55 
55: 4693 - 99; Eckstein (1985) Ann. Rev. Biochem., 54: 367 - 402; Spitzer and Eckstein (1988) Nucleic Acids Res., 
18: 11691 - 704; Woolf et al., (1990) Nucleic Acids Res., 18: 1763 - 69; y Shaw et al., (1991) Nucleic Acids Res., 18: 
11691 - 704). Tal como se describió anteriormente para los aptámeros, pueden hacerse modificaciones 
representativas no limitantes a oligonucleótidos antisentido o ribozimas con el fin de potenciar la resistencia a la 
nucleasa incluyendo la modificación del heteroátomo de fósforo u oxígeno en el esqueleto de fosfato, las uniones 60 
interazúcar alquilo o cicloalquilo de cadena corta o las uniones interazúcar heteroatómicas o heterocíclicas de 
cadena corta. Estas incluyen, por ejemplo, preparar metilfosfonatos, fosforotioatos, fosforoditioatos y oligómeros 
morfolino fluorados en la posición 2’ o metilados en O. Por ejemplo, el oligonucleótido antisentido de la ribozima 
pueden tener enlaces fosforotioato que enlazan de cuatro a seis bases de nucleótidos en el extremo 3’. 
Alternativamente, los enlaces fosforotioato pueden enlazar todas las bases de nucleótidos. Los oligonucleótidos 65 
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antisentido con fosforotioato no muestran normalmente toxicidad significativa en concentraciones que son efectivas y 
exhiben suficientes vidas útiles farmacodinámicas en animales (véase Agarwal et al., (1996) TIBTECH, 14: 376) y 
son resistentes a la nucleasa. Alternativamente, la resistencia a la nucleasa para la AS-ODN puede proveerse 
teniendo una secuencia formadora de un bucle de nueve nucleótidos en el extremo 3’ que tiene la secuencia de 
nucleótidos CGCGAAGCG. La reacción de conjugación avidina-biotina también puede utilizarse para mejorar la 5 
protección de AS-ODN contra la degradación de la nucleasa en suero (véase Boado and Pardridge (1992) Bioconj. 
Chem., 3: 519 - 23). De acuerdo con este concepto los agentes AS-ODN son monobiotinilados en su extremo 3’. 
Cuando se hacen reaccionar con avidina, forman complejos apretados resistentes a la nucleasa con una estabilidad 
seis veces mayor en comparación con los ODN no conjugados. 
 10 
Otros estudios muestran la extensión in vivo de los oligonucleótidos antisentido (Agarwal et al., (1991) Proc. Natl. 
Acad. Sci. (USA) 88: 7595). Este proceso, presumiblemente útil como mecanismo de consumo para eliminar 
oligonucleótidos AS foráneos de la circulación, depende de la existencia de terminales 3’ libres en los 
oligonucleótidos anexos sobre los cuales ocurre la extensión. Por lo tanto, una protección de bucle parcial con 
fosforotioato o biotina-avidina en esta importante posición debería ser suficiente para asegurar la estabilidad de 15 
estos oligodesoxinucleótidos AS. 
 
Además de utilizar bases modificadas tal como se describió anteriormente, pueden prepararse análogos de 
nucleótidos en la estructura del nucleótido se altera fundamentalmente y que son más adecuados como reactivos 
terapéuticos o experimentales. Un ejemplo de un análogo de nucleótido es un ácido nucleico peptídico (PNA) en 20 
donde el esqueleto de fosfato de desoxirribosa (o ribosa) en ADN (o ARN) es reemplazado con un esqueleto 
poliamida, el cual es similar al encontrado en los péptidos. Los análogos de PNA han demostrado ser resistentes a 
la degradación por enzimas y tienen vidas extendidas in vivo e in vitro. Adicionalmente, los PNA han demostrado 
enlazarse más fuertemente a una secuencia de ADN complementaria que a una molécula de ADN. Esta observación 
se atribuye a la falta de repulsión de cargas entre la cadena de PNA y la cadena de ADN. Otras modificaciones que 25 
pueden hacerse a los oligonucleótidos incluyen esqueletos poliméricos, esqueletos morfolino poliméricos (véase, por 
ejemplo, la Patente de los Estados Unidos No. 5.034.506), esqueletos cíclicos o esqueletos acíclicos, imitadores de 
azúcares y cualquier otra modificación incluyendo las que puedan mejorar las propiedades farmacodinámicas del 
oligonucleótido. 
 30 
Las enzimas de ADN pueden ser utilizadas para hacer disminuir la expresión del ARNm objetivo, por ejemplo, PDGF 
o VEGF, las enzimas de ADN incorporan algunas de las características del mecanismo de las tecnologías de 
antisentido y ribozima. Las enzimas de ADN están diseñadas de tal manera que reconocen una secuencia de ácidos 
nucleicos objetivo particular así como un oligonucleótido antisentido, sin embargo, mucho más como una ribozima 
puesto que son catalíticas y específicamente escinden el ácido nucleico específico. 35 
 
Hay actualmente dos tipos básicos de enzimas de ADN y ambas fueron identificadas por Santoro y Joyce (véase, 
por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos No. 6.110.462). La enzima de ADN 10-23 comprende una estructura 
de bucle que conecta a dos brazos. Los dos brazos proveen especificidad reconociendo la secuencia de ácidos 
nucleicos objetivo particular mientras que la estructura de bucle provee funciones catalíticas bajo condiciones 40 
fisiológicas.  
 
En resumen, para diseñar una enzima de ADN que reconozca y escinda específicamente un ácido nucleico objetivo, 
una persona experimentada en la técnica debe identificar la secuencia objetivo única. Esto puede hacerse utilizando 
la misma metodología tal como se delineó para oligonucleótidos antisentido. En ciertos casos, la secuencia única o 45 
sustancialmente única es una secuencia rica en G/C de aproximadamente 18 a 22 nucleótidos. Un alto contenido de 
G/C ayuda a asegurar una interacción más fuerte entre la enzima de ADN y la secuencia objetivo. 
 
Cuando se sintetiza la enzima de ADN, la secuencia de reconocimiento antisentido específica que apunta la enzima 
al mensaje es dividida de tal manera que comprende los dos brazos de la enzima de ADN, y el bucle de la enzima 50 
de ADN es colocado entre los dos brazos específicos. 
 
Los métodos para hacer y administrar enzimas de ADN pueden encontrarse, por ejemplo en US 6110462. De la 
misma forma, los métodos para suministrar ribozimas de ADN in vitro o in vivo incluyen métodos para suministrar 
ribozima de ARN, tal como se delinea aquí. Adicionalmente, una persona experimentada en la técnica reconocerá 55 
que, al igual que en los oligonucleótidos antisentido, las enzimas de ADN pueden modificarse opcionalmente para 
mejorar la estabilidad y mejorar la resistencia a la degradación. 
 
Antagonistas de ARNi 
 60 
El siguiente capítulo sobre los antagonistas de ARNi se mantiene para propósitos ilustrativos. 
 
Algunas realizaciones de la invención hacen usos de materiales y métodos para efectuar la represión de VEGF y 
PDGF por medio de interferencia con ARN (ARNi). El ARNi en un proceso de represión de genes posttranscripcional 
especifico de una secuencia que puede ocurrir en células eucariotas. En general, este proceso involucra la 65 
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degradación de un ARNm de una secuencia particular inducida por ARN de cadena doble (ARNds) que es homólogo 
a esa secuencia. Por ejemplo, la expresión de un ARNds largo correspondiente a la secuencia de un ARNm de 
cadena sencilla particular (ARNm ss) hará lábil ese mensaje, “interfiriendo” por lo tanto con la expresión del gen 
correspondiente. De acuerdo con lo anterior, un gen seleccionado puede ser reprimido introduciendo un ARNds que 
corresponde a toda o una parte sustancial del ARNm para ese gen. Parece que cuando se expresa un ARNds largo 5 
es procesado inicialmente por un ribonucleasa III en oligonucleótidos de ARNds más cortos de tan poco como 21 a 
22 pares de bases en longitud. De acuerdo con lo anterior, la ARNi puede efectuarse por introducción o expresión de 
ARNds homólogos relativamente cotos. En efecto el uso de ARNds homólogos relativamente cortos puede tener 
ciertas ventajas como se discute más adelante. 
 10 
Las células de los mamíferos tienen al menos dos rutas que son afectadas por los ARN de cadena doble (ARNds). 
En la ruta de ARNi (específica para la secuencia), el ARNds de iniciación es roto inicialmente en ARN (si) cortos de 
interferencia, como se describió más arriba. Los ARNsi tienen cadenas sentido y antisentido de aproximadamente 21 
nucleótidos que forman aproximadamente 19 nucleótidos de ARNsi con sobrantes de dos nucleótidos en cada 
extremo 3’. Los ARN cortos de interferencia se cree que proveen la información de secuencia que permite que un 15 
ARN mensajero específico sea direccionado para la degradación. En contraste, la ruta no específica es disparada 
por ARNds de cualquier secuencia, en tanto tenga por lo menos 30 pares de bases de longitud. Los efectos no 
específicos se presentan porque el ARNds activa dos enzimas: la PKR (proteína quinasa activada por ARN de 
cadena doble), la cual en su forma activa fosforila el factor de iniciación de traducción elF2 para cortar toda la 
síntesis de proteínas, y la 2’, 5’ oligoadenilatos sintetasa (2’, 5’-was), la cual sintetiza una molécula que activa la 20 
KNasa L, una enzima no específica que apunta a todos los ARNm. La ruta no específica puede representar una 
respuesta del huésped al estrés o a una infección viral, y en general, los efectos de la ruta no específica son 
minimizados en particular mediante métodos útiles de la presente invención. Significativamente, parece requerirse 
ARNds más largos para inducir la ruta no específica y, de acuerdo con esto, ARNds más cortos de 
aproximadamente 30 pares de bases son particularmente útiles para efectuar la represión del gen por ARNi (véase, 25 
por ejemplo, Hunter  et al., (1975) J. Biol. Chem., 250: 409 - 17; Manche et al., (1992) Mol. Cell Biol., 12: 5239 - 48; 
Minks et al., (1979) J. Biol. Chem., 254: 10180 - 3; y Elbashir et al., (2001) Nature 411: 494 - 8). 
 
Ciertos oligonucleótidos de cadena doble utilizados para afectar la ARNi tienen menos de 30 pares de bases de 
longitud y pueden comprender aproximadamente 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, o 17 pares de bases de ácido 30 
ribonucleico. Opcionalmente, los oligonucleótidos de ARNds de la invención pueden incluir extremos sobrantes 3’. 
Extremos sobrantes 3’ de 2-nucleótidos de ejemplos no limitantes pueden estar compuestos de residuos de 
ribonucleótidos de cualquier tipo y pueden incluso estar compuestos de residuos 2’-desoxitimidina lo que hace 
disminuir el coste de la síntesis del coste de ARN y puede potenciar la resistencia a la nucleasa de los ARNsi en el 
medio de cultivo celular y dentro de células transfectadas (véase Elbasir et al., (2001) Nature , 411: 494 - 8). 35 
 
ARNds más largos de 50, 75, 100 o incluso 500 pares de bases o más pueden utilizarse también en ciertas 
realizaciones de la invención. Concentraciones de ejemplo de ARNds para efectuar ARNi son aproximadamente 
0.05 nM, 0.1 nM, 0.5 nM,  1.0 nM, 1.5 nM, 25 nM o 100 nM, aunque pueden utilizarse otras concentraciones 
dependiendo de la naturaleza de las células tratadas, el gen objetivo y otros factores fácilmente discernibles por la 40 
persona experimentada en la técnica. ARNds de ejemplo puede sintetizarse químicamente o producirse in vitro o in 
vivo utilizando vectores de expresión apropiados. ARN sintético de ejemplo incluye ARN de 21 nucleótidos 
sintetizado químicamente utilizando métodos conocidos en la técnica (por ejemplo, fosforamiditas y timidina 
fosforamidita de ARN expedite (Proligo, Alemania)). Los oligonucleótidos sintéticos pueden ser desprotegidos y 
purificados por gel utilizando métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo Elbashir et al., (2001) Genes 45 
Dev., 15: 188 - 200). Pueden transcribirse ARN más largos a través de promotores tales como promotores de 
polimerasa T7 de ARN, conocidos en la técnica. Un objetivo de ARN sencillo, colocado en ambas posibles 
orientaciones corriente abajo en un promotor in vitro, transcribirá ambas cadenas del objetivo apara crear un 
oligonucleótidos de ARNds de la secuencia objetivo deseada. 
 50 
La secuencia específica utilizada en el diseño de los oligonucleótidos puede ser cualquier secuencia contigua de 
nucleótidos contenida dentro del mensaje del gen expresado del objetivo (por ejemplo PDGF (por ejemplo, SEQ ID 
NO: 2) o VEGF (por ejemplo, SEQ ID NO: 4)). Pueden utilizarse programas y algoritmos, conocidos en la técnica, 
para seleccionar secuencias objetivo apropiadas. Además, pueden seleccionarse secuencias óptimas, tal como se 
describe adicionalmente más arriba, utilizando programas diseñados para predecir la estructura secundaria de una 55 
secuencia de ácidos nucleicos de cadena sencilla especificada y permite la selección de aquellas secuencias que 
probablemente se presenten en regiones de cadena sencilla expuestas de un ARNm plegado.  Los métodos y 
composiciones para diseñar oligonucleótidos apropiados pueden encontrarse, por ejemplo, en la Patente de los 
Estados Unidos No. 6.251.588. El ARNm se cree generalmente que es una molécula lineal que contiene la 
información para dirigir la síntesis de proteína dentro de la secuencia de ribonucleótidos. Sin embargo, estudios han 60 
demostrados que un cierto número de estructuras secundarias y terciarias existen en la mayor parte de los ARNm. 
Los elementos de estructura secundaria en ARN están formados principalmente por interacciones tipo Watson-Crick 
entre diferentes regiones de la misma molécula de ARN. Elementos estructurales secundarios importantes incluyen 
regiones de cadena doble intramolecular, bucles de horquilla, abultamientos en ARN dúplex y bucles internos. 
Elementos estructurales terciarios se forman cuando elementos estructurales secundarios entran en contacto uno 65 
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con otro o con regiones de cadena sencilla para producir una estructura tridimensional más compleja. Un cierto 
número de investigadores han medida las energías de enlazamiento de un gran número de estructuras dúplex de 
ARN y han derivado un conjunto de reglas que pueden ser utilizadas para predecir la estructura secundaria de ARN 
(véase, por ejemplo, Jaeger et al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 86: 7706, y Turner et al., (1988) Ann. Rev. 
Biophys. Biophys. Chem., 17: 167). Las reglas son útiles en la identificación de elementos estructurales de ARN y, 5 
en particular, para identificar regiones de ARN de cadena sencilla, que pueden representar segmentos 
particularmente útiles del ARNm para direccionar el silenciamiento con tecnologías de ARNi, ribozima o antisentido. 
De acuerdo con lo anterior, segmentos particulares del ARNm objetivo pueden identificarse para diseñar los 
oligonucleótidos de ARNds para mediar ARNi así como para diseñar composiciones de ribozima y ribozima de 
cabeza de martillo apropiadas de la invención. 10 
 
Los oligonucleótidos de ARNds pueden ser introducidos en la célula por transfección con un gen objetivo heterólogo 
utilizando composiciones tales como liposomas que son conocidos en la técnica, por ejemplo, Lipofectamine 2000 
(Life Technologies, Rockville, MD) tal como lo describe el fabricante para líneas celulares adherentes. La 
transfección de los oligonucleótidos de ARNds para apuntar a genes endógenos puede llevarse a cabo utilizando 15 
Oligofectamine (Life Technologies). La eficiencia de la transición puede verificarse utilizando microscopía de 
fluorescencia para líneas celulares de mamíferos después de la cotransfección de pAD3 que codifica hGFP 
(Kehlenback et al., (1998) J. Cell. Biol., 141: 863 - 74). La efectividad de la ARNi puede establecerse por cualquiera 
de un cierto número de ensayos posteriores a la introducción del ARNds. Incluyen, pero no se limitan a, análisis de 
inmunoprecipitación Western utilizando anticuerpos que reconocen el producto genético objetivo siguiendo un 20 
tiempo suficiente para el retorno de la reserva endógena después de que se reprime la nueva síntesis te proteína, y 
el análisis por inmunoprecipitación Northern para determinar el nivel del ARNm objetivo existente. 
 
En las Patentes de los Estados Unidos Nos. 6.278.039, 5.723.750 y 5.244.805 se proveen composiciones, métodos 
y aplicaciones aún adicionales de la tecnología de ARNi. 25 
 
Antagonistas del receptor del inhibidor de tirosina quinasa 
 
La presente invención se refiere en las reivindicaciones a un antagonista de PDGF que es un inhibidor específico de 
receptor de tirosina quinasa el cual se utilizan en un tratamiento en combinación con un antagonista de VEGF. Lo 30 
que sigue es una divulgación general de antagonistas del receptor del inhibidor de tirosina quinasa para propósitos 
ilustrativos. 
 
Se incluyen en la invención el antagonista de tirosina quinasa imatinib (Gleevec®). Otros antagonistas de tirosina 
quinasa conocidos en la técnica y variantes y alternativas de los mismos pueden obtenerse utilizando la experiencia 35 
rutinaria en la técnica y las enseñanzas de la técnica. La señal extracelular de PDGF (y VEGF) se comunica a otras 
partes de la célula a través de un evento de fosforilación medido por tirosina quinasa afectado por el receptor de 
PDGF (y el receptor de VEGF) y que afecta las proteínas sustrato corriente debajo de la membrana celular, 
enlazando un complejo de señalización. De acuerdo con lo anterior, los antagonistas que actúan en la etapa de 
señalización del receptor de quinasa de PDGF (y/o VEGF) también son efectivos en el método de la invención.  40 
 
Un cierto número de tipos de inhibidores de tirosina quinasa que son selectivos para las enzimas receptoras de 
tirosina quinasa tales como PDGFR o VEGFR, son conocidos (véase, por ejemplo, Spada  and Myers ((1995) Exp 
Opin. Ther. Patents, 5: 805) y Bridges ((1995) Exp. Opin. Ther, Patents, 5: 1245). Adicionalmente Law y Lydon han 
resumido el potencial anticaceroso de los inhibidores de tirosina quinasa ((1996) Emerging Drugs: The Prospect For 45 
Improved Medicines, 241 - 260). Por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos No. 6.528.526 describe compuestos 
de quinoxalina sustituidos que exhiben una actividad selectivamente inhibida de tirosina quinasa del receptor del 
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR). Los inhibidores conocidos de la actividad de tirosina quinasa 
de PDGFR incluyen inhibidores basados en quinona reportado por Maguire et al., ((1994) J. Med. Chem., 37: 2129), 
y por Dolle et al., ((1994) J. Med. Chem., 37: 2627). Una clase de inhibidores basados en fenilamino-pirimidana fue 50 
reportada recientemente por Traxler et  al., en EP 564409 y por Zimmerman et al., ((1996) Biorg. Med. Chem. Lett., 
6: 1221 - 1226) y por Buchdunger et  al., ((1995) Proc, Nat, Acad, Sci, (USA), 92: 2558). Los derivados de 
quinazolina que son útiles en la inhibición de la actividad del receptor de tirosina quinasa de PDGF incluyen 
compuestos arilo bismono y bicíclicos y compuestos heteroarílo (véase, por ejemplo, WO 92/20642), derivados de 
quinoxalina (véase (1994) Cancer Res., 54: 6106 - 6114), derivados de pirimidina (Solicitud de Patente Japonesa 55 
Publicada No. 87834/94)  y derivados de demotixiquinolina (véase Abstracts of the 116th Annual Meeting of the 
Pharmaceutical Society of Japan (Kanazawa), (1996), 2, p. 275, 29(C2) 15 - 2). 
 
Ejemplos de inhibidores de tirosina quinasa de VEGFR incluyen derivados de cinolina, por ejemplo, los descritos en 
la Patente de los Estados Unidos No. 6.514.971.  60 
 
Otros tales derivados de cinolina también son conocidos. Por ejemplo, (1995) J. Med Chem., 38: 3482.7 divulga 4-
(3-bromoanilino)cinolina; (1968) J. Chem. Soc. C, (9): 1152 - 5 divulga 6-cloro-4-fenoxicinolina; (1984) J. Kamatak 
Univ., Sci., 29: 82 - 6 divulga ciertas 4-anilinocinolinas; y (1973) Indjan J. Chem., 11: 211-13 divulga ciertas 4-
feniltiocinolinas. Adicionalmente, (1973) J. Kamatak Univ., 18: 25-30 divulga ciertas 4-fenoxicinnolinas, (1984) J. 65 
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Karnatak Univ., Sci., 29: 82-6 divulga dos compuestos: 4-(4. metoxi- anilino)-6,7-dimetoxicinolina y 4-(3-cloroanilino)- 
6,7-dimetoxicinolina. Adicionalmente, ciertas cinolinas con un anillo fenil o enlazado a través de un grupo 
seleccionado de -O-, -S-, -NH- y -CH2- en la posición 4 están descritos en la Patente de los Estados Unidos No. 
5.017.579, Patente de los Estados Unidos No. 4.957.925, Patente de los Estados Unidos No. 4.994.474, y EP 
0302793 A2. 5 
 
Aún otros compuestos relacionados para la inhibición de VEGFR y/o PDGFR están disponibles mediante la 
selección de compuestos novedosos por su efecto sobre la actividad receptora de tirosina quinasa de interés 
utilizando un ensayo de convención. La inhibición efectiva por un inhibidor de molécula orgánica pequeña de 
PDGFR o VEGFR puede monitorearse utilizando un sistema de prueba basado en células así como otros sistemas 10 
de prueba conocidos en la técnica.  
 
Por ejemplo, una prueba para la actividad contra el receptor de tirosina quinasa de VEGF es como sigue. La prueba 
se lleva acabo utilizando el receptor de tirosina quinasa de VEGF Flt-1. El procedimiento detallado es como sigue: 
30 µl de solución de quinasa (10 ng del dominio de quinasa de Flt-1) (véase Shibuya, et al., (1990) Oncogene, 5: 519 15 
- 24) en Tris. HCl 20 mM pH 7.5, dicloruro de manganeso mM (MnCl2),  cloruro de magnesio 3 mM (MgCl2), 
vanadato de sodio 10 uM, polietilen glicol 0.25 mg/ml (PEG) 20000, ditiotreitol 1 mM y 3 ug/.mu.l poly(Glu,Tyr) 4:1 
(Sigma, Buchs, Suiza), 8 uM [
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P]-ATP (0.2 uCi), sulfóxido de dimetilo al 1%, y 0 a 100 µM del compuesto que se va 

a probar se incuban juntos durante 10 minutos a temperatura ambiente. La reacción se termina mediante la adición 
de 10 µl de etilendiaminotetraacetato 0.25 M (EDTA) pH 7. Utilizando un dispensador de canal múltiple (LAB 20 
SYSTEMS, Estados Unidos) se aplica un alícuota de 20 µl a una membrana Immobilon P de PDVF (= difluoruro de 
polivinilo) (Millipore, Estados Unidos) a través de un distribuidor de filtros de microtitulación y conectado a un vacío. 
Después de la eliminación completa del líquido, la membrana se lava 4 veces sucesivamente en un baño que 
contiene ácido fosfórico al 0.5% (H3 PO4) y una vez con etanol se incuba durante 10 minutos cada vez con agitación, 
luego se monta en un Hewlett Packard TopCount Manifold y la radioactividad se mide después de la adición de 10 µl 25 
de Microscint.RTM (contador líquido de centelleo beta). Se determinan los valores IC50 por análisis de regresión 
lineal de los porcentajes para la inhibición de cada compuesto en tres concentraciones (como regla 0.01 µmol, 0.1 
µmol y 1 µmol). Los valores IC50 de los compuestos inhibidores de la tirosina activa pueden estar en el rango de 0.01 
µm a 100 µm. 
 30 
Adicionalmente, la inhibición de una actividad de autofosforilación por tirosina quinasa de VEGFR inducida por 
VEGF puede confirmarse en un experimento adicional con células. En resumen, células CHO transfectadas, que 
expresan permanentemente el receptor de VEGF humano (VEGFR/KDR), se siembra en el medio del cultivo 
completo (con suero de ternera fetal al 10% (FCS)) en placas de cultivo de células de 6 pozos y se incuban a 37ºC 
bajo CO2 al 5% hasta que muestren aproximadamente 80% de confluencia. Los compuestos que se van a probar se 35 
diluyen entonces en medio de cultivo (sin FCS con 0.1% de albumina de suero bovino) se agregan a las células. 
(Los controles comprenden medio sin los compuestos de prueba). Después de una incubación de 2 horas a 37ºC, se 
agrega VEGF recombinante; la concentración final de VEGF es 20 ng/ml). Después de una incubación adicional de 5 
minutos a 37ºC, las células se lavan dos veces con PBS enfriado con hielo, y se someten inmediatamente a lisis en 
100 µl de regulador de lisis por pozo. Los lisados son centrifugados entonces para eliminar los núcleos de las células 40 
y se determina las concentraciones de los sobrenadantes utilizando una prueba de proteína comercial (BIORAD). 
Los lisados pueden ser utilizados entonces inmediatamente o, si es necesario, almacenados a -200ºC. 
 
Se ejecuta entonces una ELISA en sándwich para medir la fosforilación del receptor de KDR: se inmoviliza un 
anticuerpo monoclonal de KDR en placas de ELISA negras (OptiPlaten™, HTRF-96 de Packard). Las placas luego 45 
se lavan y los sitios de enlazamiento de proteína libre restante se saturan con BSA al 1% en PBS. Los lisados de 
células (20 µg de proteína por pozo) se incuban entonces en estas placas durante la noche a 4ºC junto con un 
anticuerpo antifosfotirosina acoplado con fosfatasa alcalina (por ejemplo, PY20:AP de Transduction Laboratories 
Lexington, KY). Las placas se lavan de nuevo y el enlazamiento del anticuerpo antifosfotirosina con el receptor 
fosforilado capturado se demuestra entonces utilizando un sustrato utilizando un sustrato luminiscente AP (CDP-50 
Star, listo para el uso, con Emerald II; Applied-Biosystems TROPIX Bedford, MA). La luminiscencia se mide en un 
Packard Top Count Microplate Scintillation Counter. La diferencia entre la señal del control positivo (estimulada con 
VEGF o PDGF) y la de control negativo (no estimulado con VEGF o PDGF) corresponde a una fosforilación del 
receptor de KDR inducida por VEGF (= 100%). La actividad de la sustancias de prueba de calculan como porcentaje 
de inhibición de la fosforilación del receptor de KDR inducida por VEGF, en donde la concentración de la sustancia 55 
que induce la mitad de la inhibición máxima se define como el ED50 (dosis efectiva para 50% de inhibición). Los 
compuestos inhibidores de tirosina activa tienen valores de ED50 en el rango de 0.001 µm a 6 µm, típicamente de 
0.005µm a 0.5 µm. 
 
Formulaciones farmacéuticas y administración terapéutica 60 
 
Los agentes anti-VEGF y anti-PDGF son útiles para el uso en el tratamiento de un trastorno neovascular ocular tal 
como degeneración macular o retinopatía diabética. De acuerdo con lo anterior, una vez que un paciente ha sido 
diagnosticado por estar en riesgo de desarrollar o tener un trastorno neovascular, el paciente es tratado mediante la 
administración de un antagonista de PDGF en combinación con un antagonista de VEGF con el fin de bloquear 65 
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respectivamente los efectos negativos de PDGF y VEGF, suprimiendo por lo tanto el desarrollo de un trastorno 
neovascular y aliviando los efectos nocivos asociados con la neovascularización. El uso de acuerdo con la presente 
invención no da como resultado un edema de la córnea.  
 
La terapia de combinación con anti-PDGF y anti VEGF de acuerdo con la invención puede llevarse a cabo sola o en 5 
conjunción con otra terapia y puede proveerse en casa, en el consultorio del médico, una clínica, un departamento 
de consulta externa de un hospital o un hospital. El tratamiento en general comienza en un hospital de tal manera 
que el doctor pueda observar los efectos de la terapia de manera cercana y hacer cualquier ajuste que sea 
necesario. La duración de la terapia de combinación depende del tipo de trastorno neovascular que está siendo 
tratado, la edad y condición del paciente, el estado y tipo de la enfermedad del paciente, y de cómo el paciente 10 
responde al tratamiento. Adicionalmente, una persona que tenga un riesgo mayor de desarrollar un trastorno 
neovascular (por ejemplo un paciente diabético) puede recibir tratamiento para inhibir o retardar la aparición de los 
síntomas. Una ventaja significativa provista por la presente invención es que la combinación de un antagonista de 
PDGF y un antagonista de VEGF para el tratamiento de un trastorno neovascular permite la administración de una 
dosis baja de cada antagonista y menos antagonista activo total, proveyendo así una eficacia similar con menor 15 
toxicidad y efectos colaterales, y costes reducidos. 
 
La administración de cada antagonista de la terapia de combinación puede hacerse por cualquier medio adecuado 
que de cómo resultado una concentración del antagonista que, en combinación con el otro antagonista, sea efectivo 
para el tratamiento de un trastorno neovascular. Cada antagonista, por ejemplo, puede ser mezclado con una 20 
sustancia portadora adecuada, y está generalmente presente una cantidad de 1 - 95% en peso del peso total de la 
composición. La composición puede ser provista en una forma de dosificación que sea adecuada para 
administración oftálmica, oral, parenteral (por ejemplo, intravenosa, intramuscular, subcutánea), rectal, transdérmica, 
en la sal, o por inhalación. De acuerdo con lo anterior, la composición puede estar en la forma de, por ejemplo, 
tabletas, cápsulas, píldoras, polvos, gránulos, suspensiones, emulsiones, soluciones, geles incluyendo hidrogel, 25 
pastas, ungüentos, cremas, apósitos, dispositivos de administración, supositorios, enemas, inyectables, implantes, 
aspersiones o aerosoles. Las composiciones farmacéuticas que contienen un antagonista individual o dos o más 
antagonistas pueden formularse de acuerdo con la práctica farmacéutica convencional (véase, por ejemplo,  
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, (20th ed.) ed. A.R. Gennaro, 2000, Lippincott Williams & Wilkins, 
Philadelphia, PA. and Encyclopedia of Pharmaceutical Technology. eds., J. Swarbrick and J. C. Boilan, 1988 - 2002, 30 
Marcel Dekker, Nueva York). 
 
Las combinaciones de los antagonistas de PDGF y VEGF son, en un aspecto útil, administrados parenteralmente 
(por ejemplo, por inyección o implante intramuscular, intraperitoneal, intravenoso, intraocular, intravítreo, retrobulbar, 
subconjuntiva, bajo la barbilla o subcutánea) o sistémicamente. Las formulaciones para administración parenteral o 35 
sistémica incluyen sus soluciones, suspensiones o emulsiones acuosas o no acuosas estériles. Puede usarse una 
variedad de vehículos acuosos, por ejemplo, agua, agua regulada, solución salina y similares. Ejemplos de otros 
vehículos adecuados incluyen polipropilén glicol, polietilén glicol, aceites vegetales, gelatina, hidrogeles, naftalenos 
hidrogenados y ésteres orgánicos inyectables tales como oleato de etilo. Tales formulaciones también pueden 
contener sustancias auxiliares, tales como agentes conservantes, humectantes, reguladores, emulsificantes y/o 40 
dispersante. Puede utilizarse copolímeros biocompatibles, polímeros de láctidos biodegradables, copolímeros de 
láctido/glicólido o copolímeros de polioxietilén polioxipropileno para controlar la liberación de los ingredientes activos.  
 
Alternativamente, pueden administrarse combinaciones de antagonistas de PDGF y VEGF por ingestión oral. Las 
composiciones previstas para uso oral pueden preparase en formas sólidas o líquidas de acuerdo con cualquier 45 
método conocido en la técnica para la manufactura de composiciones farmacéuticas. 
 
Las formas de dosificación sólida para administración oral incluyen cápsulas, tabletas, píldoras, polvos y gránulos. 
En general estas preparaciones farmacéuticas contienen ingredientes activos (tales como antagonistas en moléculas 
orgánicas pequeñas de PDGF y antagonistas o moléculas orgánicas pequeñas de VEGF) mezcladas con 50 
excipientes no tóxicos farmacéuticamente aceptable. Estos pueden incluir, por ejemplo, diluyentes inertes, tales 
como carbonato de calcio, carbonato de sodio, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol, celulosa, almidón, sustrato de 
calcio, fosfato de sodio, caolín y similares. También pueden utilizarse agentes de aglomeración, agentes reguladores 
y/o agentes lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio). Las tabletas y píldoras pueden ser preparadas 
adicionalmente con recubrimientos entéricos. Las composiciones pueden contener opcionalmente agentes 55 
endulzantes, saborizante, colorantes, de perfume y conservantes con el fin de proveer una preparación más 
fácilmente ingerible. 
 
Por ejemplo, los antagonistas de PDGF y VEGF pueden administrarse por vía intraocular por inyección intravítreo en 
el ojo así como por inyecciones en subconjuntiva y bajo la barbilla. Otras rutas de administración incluyen la ruta 60 
transescleral; retrobulbar, intraperitoneal, intramuscular e intravenosa. Alternativamente, puede administrarse una 
combinación de antagonistas utilizando un dispositivo de administración de fármacos o un implante intraocular 
(véase más abajo). 
 
Las formas de dosificación líquida para administración oral incluyen emulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y 65 
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cápsulas de gelatina blanda farmacéuticamente aceptables. Estas formas contienen diluyentes inertes comúnmente 
utilizados en la técnica, tales como agua o un medio oleoso, y pueden influir también adyuvantes tales como agentes 
humectantes, agentes emulsificantes y agentes de suspensión.  
 
En algunos casos, la combinación de los antagonistas de PDGF y VEGF también puede administrarse tópicamente, 5 
por ejemplo, mediante un parche o por aplicación directa a una región, tal como la epidermis o el ojo, susceptible de 
ser afectado por un trastorno neovascular, o por iontoforesis. 
 
Las formulaciones para uso oftálmico incluyen tabletas que contienen los ingredientes activos en una mezcla con 
excipientes no tóxicos farmacéuticamente aceptables. Estos excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes o 10 
agentes de relleno inertes (por ejemplo, sacarosa y sorbitol), agentes lubricantes, deslizantes y antiadhesivos (por 
ejemplo, estearato de magnesio, estearato de zinc, ácido esteárico, sílicas, aceites vegetales hidrogenados o talco). 
 
Los antagonistas de PDGF y VEGF pueden ser mezclados juntos en una tableta u otro vehículo o pueden ser 
divididos. En un ejemplo, el primer antagonista está contenido en el interior de la tableta y el segundo antagonista en 15 
su exterior, de tal manera que una parte sustancial del segundo antagonista es liberada antes que la liberación del 
primer antagonista. Si se desea, los antagonistas en una forma de tableta pueden ser administrados en utilizando un 
dispositivo de administración de fármacos (véase más abajo). 
 
En general, cada uno de los antagonistas debería ser administrado en una cantidad suficiente para suprimir o reducir 20 
o eliminar un efecto nocivo o un síntoma de un trastorno neovascular. La cantidad de un ingrediente antagonista 
activo que se combina con los materiales portadores para producir una dosificación individual variará dependiente 
del sujeto que está siendo tratado y del modo particular de administración. 
 
La dosificación de cada antagonista de las combinaciones reivindicadas depende de varios factores que incluyen la 25 
severidad de la condición, de si la condición va a ser tratada o prevenida y de la edad, peso y salud de la persona 
que se va a tratar. Adicionalmente, la información farmacogenómica (el efecto del gen o tipo sobre el perfil 
farmacocinético, farmacodinámico de eficacia de un agente terapéutico) acerca de un paciente particular puede 
afectar la dosificación usada. Adicionalmente, una persona experimentada en la técnica apreciará que las 
dosificaciones individuales exactas pueden ajustarse en algún grado dependiendo de una variedad de factores, 30 
incluyendo la combinación específica de antagonistas de PDGF y VEGF que está siendo administrada, el tiempo de 
administración, la ruta de administración, la naturaleza de la formulación, la rata de excreción, el trastorno 
neovascular particular que está siendo tratado, la severidad del trastorno, y la localización anatómica del trastorno 
neovascular (por ejemplo, el ojo versus la calidad corporal). Se esperan variaciones amplias en la dosificación 
necesaria a la vista de las diferentes eficiencias de las diversas rutas de administración. Por ejemplo, la 35 
administración oral en general requeriría según se espera niveles de dosificación más altos que la administración 
intravenosa o intravítreo. Las variaciones en estos niveles de dosificación pueden ajustarse utilizando rutinas 
empíricas estándar para optimización, las cuales son bien conocidas en la técnica. Los niveles y patrones precisos 
de dosificación terapéuticamente efectiva se determinan típicamente por parte del médico responsable tal como un 
oftalmólogo en consideración de los factores anteriormente identificados. 40 
 
En general, cuando se administran oralmente a un humano, la dosificación del antagonista de PDGF y del 
antagonista de VEGF es normalmente alrededor de 0.01 mg hasta aproximadamente 200 mg por día, 
deseablemente alrededor de 1 mg hasta 100 mg por día, y más deseablemente alrededor de 5 mg a 
aproximadamente 50 mg por día. Pueden ser necesarias dosificaciones de hasta aproximadamente 200 mg por día. 45 
Para la administración del antagonista de PDGF o del antagonista de VEGF por inyección, la dosificación oralmente 
es aproximadamente 0.1 mg hasta aproximadamente 250 mg por día, deseablemente alrededor de 1 mg hasta 
aproximadamente 20 mg por día, o alrededor de 3 mg hasta aproximadamente 5 mg por día. Las inyecciones 
pueden darse hasta aproximadamente 4 veces al día. En general, cuando se administra por vía parenteral o 
sistémica a un humano, la dosificación del antagonista de VEGF para uso en combinación con el antagonista de 50 
PDGF es normalmente alrededor de 0.1 mg hasta aproximadamente 1500 mg por día, o aproximadamente 0.5 mg 
hasta aproximadamente 10 mg por día, o aproximadamente 0.5 mg hasta aproximadamente 5 mg por día. Pueden 
ser necesarias dosificaciones de hasta aproximadamente 3000 mg por día. 
 
Cuando se administra oftalmológicamente a un humano, la dosificación del antagonista de VEGF para uso en 55 
combinación con el antagonista de PDGF es nuevamente alrededor de 0.15 mg hasta aproximadamente hasta 
aproximadamente 3.0 mg por día, o alrededor de 0.3 mg hasta aproximadamente 3.0 mg por día, o 
aproximadamente 0.1 mg hasta 1.0 mg por día. 
 
Por ejemplo, para usos oftálmicos, las sustancias farmacéuticas de aptámeros de PDGF-B y VEGF-A se formulan en 60 
solución salina de fosfato regulada a pH 5 - 7. Pueden agregarse hidróxido de sodio o ácido clorhídrico para ajuste 
del pH. En una formulación de trabajo, un aptámero de PDGF-B y un aptámero de VEGF-A, tal como EYE001, se 
formula individualmente en 3 concentraciones diferentes: 3 mg/100 µl, 2 mg/100 µl y 1 mg/100 µl empacados en una 
jeringa de vidrio graduada tipo I según la USP, estéril de 1 ml dotada con una aguja estéril de calibre 27. El producto 
farmacéutico de combinación es libre de conservantes y está previsto para uso individual mediante inyección 65 
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intravenosa únicamente. Los ingredientes activos son las sustancias farmacéuticas PDGF-B y VEGF-A, a 
concentraciones de 30 mg/ml, 20 mg/ml y 10 mg/ml. Los excipientes son cloruro de sodio, USP; fosfato monobásico 
de sodio, monohidrato, USP; fosfatodibásico de sodio, heptahidrato, USP; hidróxido de sodio, USP; ácido clorhídrico, 
UPS; y agua para inyección USP. En esta forma los productos farmacéuticos de aptámeros de PDGF-B y VEGF-A 
están en una solución estéril lista para el uso provista en una jeringa de vidrio de uso individual. La jeringa es 5 
retirada del almacenamiento refrigerado aproximadamente 30 minutos (pero no más de 4 horas) antes del uso para 
permitir que la solución alcance la temperatura ambiente. La administración del contenido de la jeringa involucra 
conectar la barra pistón plástica enroscada al tapón de goma interior del cilindro de la jeringa. Se retira entonces la 
tapa de goma del extremo para permitir la administración del producto. Los aptámeros de PDGF-B y VEGF-A se 
administran como inyecciones intravítreas de 100 µl en tres ocasiones en intervalos de 28 días. Los pacientes 10 
reciben 3 mg/inyección por visita. La dosis es reducida a 2 mg o 1 mg, y adicionalmente a 0.1 mg si es necesario. 
 
Las cantidades específicas de fármacos administrados dependen de la combinación específica de componentes. En 
una combinación de dosis deseada, la relación del antagonista de PDGF a antagonista de VEGF es 
aproximadamente 50:1 en peso, aproximadamente 20:1 en peso, aproximadamente 10:1 en peso, o 15 
aproximadamente 4:1, aproximadamente 2:1 o aproximadamente 1:1 en peso. 
 
Una terapia de combinación incluye un antagonista de aptámero de PDGF-B y un antagonista de aptámero de 
VEGF-A. Los antagonistas se utilizan en combinación en un rango de relación de peso desde aproximadamente 0.1 
hasta aproximadamente 5.0 a aproximadamente 5.0 a 0.1 del antagonista de aptámero de PDGF-b con respecto al 20 
antagonista de aptámero VEGF-A. Un rango útil de estos dos antagonistas (antagonista PDGF-B a VEGF-A) es 
desde aproximadamente 0.5 hasta aproximadamente 2.0, o desde aproximadamente 2.0 a 0.5, mientras que otra 
relación útil es de aproximadamente 1.0 hasta aproximadamente 1.0, dependiendo finalmente de la selección del 
antagonista de aptámero de PDGF-B y dela antagonista de aptámero de VEGF-A. 
 25 
La administración de cada fármaco en la terapia de combinación puede ser, independientemente, de una a cuatro 
veces al día durante un día hasta un año e incluso puede ser por la vida completa del paciente. La administración 
crónica a largo plazo se ve indicada en muchos casos. La dosificación puede ser administrada en una dosis 
individual o dividida en dosis múltiple. En general, la dosificación deseada será administrada en intervalos definidos 
durante un período prolongado, usualmente al menos durante varias semanas, aunque pueden ser necesarios 30 
períodos más largos de administración de varios meses o más. 
 
Además de tratar trastornos neovasculares preexistente, la terapia de combinación que incluye un antagonista de 
PDGF y un antagonista de VEGF puede administrarse profilácticamente con el fin de prevenir o ralentizar la 
aparición de estos trastornos. En aplicaciones profilácticas, los antagonistas de PDGF y VEGF se administran a un 35 
paciente susceptible o de alguna otra manera en riesgo de un trastorno neovascular particular. De nuevo, la 
temporización precisa de la administración y las cantidades que se administran depende de factores diversos tales 
como el estado de salud del paciente, peso, etc. 
 
En un ejemplo de trabajo, la combinación del antagonista de PDGF y del antagonista de VEGF se administra a un 40 
mamífero que requiere el tratamiento con los mismos, típicamente en la forma de una composición farmacéutica 
inyectable. En el aspecto de combinación, por ejemplo, puede administrarse un aptámero de PDGF-B y un aptámero 
de VEGF-A bien sea separadamente o en la composición farmacéutica que comprende a ambos. Se prefiere en 
general que tal administración sea por inyección utilizando un dispositivo de administración de fármacos. También es 
aceptable la administración parenteral, sistémica o transdérmica. 45 
 
Como se discutió anteriormente, cuando el antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF se administran juntos, tal 
administración puede ser secuencial en tiempo o simultánea siendo el método secuencial un modo de 
administración. Cuando los antagonistas de PDGF y VEGF se administran secuencialmente, la administración de 
cada uno puede ser por el mismo o diferentes métodos. Para la administración secuencial, sin embargo, es útil que 50 
el método emplee la administración del antagonista de PDGF durante aproximadamente 5 segundos (hasta 
aproximadamente 3 inyecciones) seguido por administración sostenida cada 6 semanas por hasta aproximadamente 
9 inyecciones por año de un antagonista de VEGF (el antagonista de PDGF puede ser administrado en el tiempo de 
cada inyección del antagonista de VEGF o puede ser dada con menos frecuencia, según lo determine el médico. La 
administración secuencial también incluye una combinación donde los antagonistas individuales pueden 55 
administrarse en tiempos diferentes o por rutas diferentes o ambos pero que actúan en combinación para proveer un 
efecto beneficioso, por ejemplo, para suprimir un trastorno neovascular. También cabe anotar que la administración 
por inyección es particularmente útil. 
 
Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invención pueden formularse para liberar los antagonistas de 60 
PDGF y VEGF activos sustancialmente inmediatamente después de la administración en cualquier período de 
tiempo predeterminado después de la administración, utilizando formulaciones de liberación controlada. Por ejemplo, 
una composición farmacéutica que incluye al menos uno de cada uno de los antagonistas de PDGF y un antagonista 
de VEGF puede proveerse en composiciones de liberación sostenida. El uso de composiciones de liberación 
inmediata o sostenida depende de la naturaleza de la condición que está siendo tratada. Si la condición consiste de 65 
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un trastorno agudo o sobreagudo, se utilizará típicamente un tratamiento con una forma de liberación inmediata en 
lugar de una composición de liberación prolongada. Para ciertos tratamientos preventivos o de largo plazo, también 
puede ser apropiada una composición de liberación sostenida. La administración de cada uno de los antagonistas en 
formulaciones de liberación controladas es útil cuando el antagonista, bien sea solo o en combinación, tiene (i) un 
índice terapéutico estrecho (por ejemplo, la diferencia entre la concentración en plasma que lleva a efectos laterales 5 
o reacciones tóxicas nocivas y la concentración en plasma que lleva a un efecto terapéutico es pequeña; en general, 
el índice terapéutico TI, se define como la relación entre la dosis letal media (LD50) con respecto a la dosis efectiva 
media (ED50)); (ii) una ventana de absorción estrecha en el tracto gastrointestinal; o (iii) una vida media biológica 
corta, de tal manera que se requiere una dosificación frecuente durante un día con el fin de sostener el nivel de 
plasma a un nivel terapéutico. 10 
 
Pueden perseguirse muchas estrategias para obtener liberación controlada en la cual la rata de liberación sobrepase 
la rata de degradación o metabolismo del antagonista terapéutico. Por ejemplo, la liberación controlada puede 
obtenerse mediante la selección apropiada de parámetros en ingredientes de formulación, incluyendo, por ejemplo, 
composiciones y recubrimientos de liberación controlada apropiados. Ejemplos incluyen composiciones en tabletas o 15 
cápsulas unitarias sencillas o múltiple, soluciones oleosas, suspensiones, emulsiones, microcápsulas, microesferas, 
nanopartículas, parches y liposomas. Los métodos para preparar tales formulaciones de liberación sostenida o 
controlada son bien conocidos en la técnica.  
 
Las composiciones farmacéutica incluyen un antagonista de PDGF y/o un antagonista de VEGF o ambos pueden 20 
administrarse también utilizando un dispositivo de administración de fármacos tales como un implante. Tales 
implantes pueden ser implantes biodegradables y/o biocompatibles, o pueden ser implantes no biodegradables. Los 
implantes pueden ser permeables o impermeables al agente activo. Los dispositivos de administración de fármacos 
oftálmicos pueden ser insertados en una cámara del ojo, tal como las cámaras anterior o posterior o pueden ser 
implantados en o sobre la esclera, el espacio coroidal, o una región no vascularizada exterior al vítreo. En una 25 
realización, el implante puede ser posicionado sobre una región avascular, tal como sobre la esclera, de tal manera 
que permita una difusión transclerar del fármaco al sitio deseado de tratamiento, por ejemplo, el espacio intraocular y 
la mácula del ojo. Adicionalmente, el sitio de difusión transclerar puede ser próximo a un sitio de neovascularización 
tal como un sitio próximo a la mácula. 
 30 
Como se anotó anteriormente, la invención divulga la combinación de composiciones farmacéuticas separadas en 
un paquete farmacéutico. La composición de la invención puede ser provista como componentes de un paquete 
farmacéutico. Al menos dos antagonistas pueden ser formulados juntos o separadamente y en cantidades de 
dosificaciones individuales. Los antagonistas de la invención también son útiles cuando se formulan como sales. El 
paquete farmacéutico, en general, incluye (1) una cantidad del antagonista de PDGF, y un portador, vehículo o 35 
diluyente farmacéuticamente aceptable en una primera forma de dosificación unitaria; (2) una cantidad de un 
antagonista de VEGF, y un portador, vehículo o diluyente farmacéuticamente aceptable en una segunda forma de en 
una segunda forma de dosificación unitaria; y (3) un contenedor. El contenedor se utiliza para separar los 
componente y puede incluir, por ejemplo, una botella dividida o un paquete de lámina dividido. Las composiciones 
antagonistas separadas también pueden si se desea, estar contenidas dentro de un contenedor no dividido 40 
individual. El paquete farmacéutico también puede incluir instrucciones para la administración de los antagonistas de 
PDGF y VEGF separados. El paquete farmacéutico es particularmente ventajoso cuando los componentes 
separados se administran en diferentes niveles de dosificación, o cuando la titulación de los componentes 
individuales de la combinación es deseada por el médico prescriptor. En una realización, el paquete farmacéutico 
está diseñado para dispensar dosis de los antagonistas de PDGF y VEGF uno a la vez en el orden de su uso 45 
pretendido. En otro ejemplo, el paquete farmacéutico está diseñado para contener filas de un antagonista de PDGF 
y un antagonista de VEGF colocadas lado a lado en el paquete, con instrucciones en el paquete para instruir al 
usuario de que debe administrar uno de las parejas de antagonistas. Un paquete farmacéutico de ejemplo se 
denomina paquete de ampollas que es bien conocido en la industria de empaque farmacéutico. 
 50 
La invención provee un antagonista de PDGF y VEGF para uso en métodos para tratar un paciente que así lo 
requiere que está diagnosticado con, o está en riesgo de desarrollar in trastorno neovascular ocular, administrando 
al paciente un antagonista d PDGF y una antagonista de VEGF, simultáneamente o durante 90 días uno entre otro, 
en cantidades suficientes para tratar el paciente. La invención involucra la administración del antagonista de PDGF y 
VEGF dentro de aproximadamente 10 días uno de otro. El antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF pueden 55 
administrarse 5 días distantes uno de otro. El antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF pueden administrarse 
24 horas distantes uno de otro. El antagonista de PDGF y dicho antagonista de VEGF pueden administrarse 
simultáneamente. 
 
Efectividad 60 
 
La supresión de un trastorno neovascular se evalúa por cualquier método aceptado para medir si la angiogénesis se 
hace más lenta o disminuye. Esto incluye la observación directa y la evaluación indirecta tal como mediante la 
evaluación subjetiva de síntomas o indicadores fisiológicos objetivos. La eficacia del tratamiento, por ejemplo, puede 
evaluarse con base en la prevención o inversión de la neovascularización, microangiopatía, ruptura vascular o 65 
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edema vascular o cualquier combinación de los mismos. La eficacia del tratamiento para evaluar la supresión de un 
trastorno neovascular ocular también puede definirse en términos de estabilización o mejora de la agudeza visual. 
En la determinación de la efectividad de una terapia de combinación particular en el tratamiento o prevención de un 
trastorno neovascular ocular, los paciente también pueden ser evaluados clínicamente por un oftalmólogo varios 
días después de la inyección y al menos un mes después justo antes de la siguiente inyección. También se ejecuta 5 
mensualmente agudeza visual ETDRS, fotografía kodachrome y angiografía con fluoresceína durante los primeros 4 
meses según lo requiera el oftalmólogo. 
 
Por ejemplo, con el fin de establecer la efectividad de la terapia de combinación del antagonista PDGF y el 
antagonista VEGF para tratar la neovascularización ocular, se llevan a cabo estudios que involucran la 10 
administración bien sea de inyecciones intravítreas singulares o múltiples de un aptámero de PDGF-Ben 
combinación con un aptámero VEGF-A en pacientes que sufren de neovascularización coroidal subfoveal 
secundaria a la degeneración macular relacionada con la edad de acuerdo con métodos estándar bien conocidos en 
el arte oftalmológico. En un estudio de trabajo, pacientes con neovascularización coroidal subfoveal (CNV) 
secundaria con la degeneración macular relacionada con la edad (ARM) reciben una inyección intravítrea individual 15 
de un aptámero de PDGF-B y un aptámero VEGF-A. La efectividad de la combinación se monitorea, por ejemplo, 
mediante evaluación oftálmica. Los pacientes que muestran una visión estable o mejorada tres veces después del 
tratamiento, por ejemplo, que demuestran un mejoramiento en tres líneas o superior en la visión de la gráfica 
ETDRS, se toman como receptores de una combinación de dosificación efectiva del aptámero PDGF-B y del 
aptámero VEGF-A que suprime un trastorno neovascular ocular. 20 
 
En un estudio de trabajo de ejemplo, los pacientes con CNV subfoveal secundaria a la generación macular 
relacionada con la edad y con una agudeza visual pero de 20/200 en la gráfica ETDRS reciben una inyección 
intravítrea individual del aptámero de PDGF-B y del aptámero de VEGF-A. La dosis de partida es 0.25 mg de cada 
antagonista inyectada una vez por vía intravítrea. Se prueban también dosificaciones de 0.5 mg, 1, 2 mg y 3 mg de 25 
cada antagonista. También se lleva a cabo un examen oftálmico completo con fotografía de fondo y angiografía con 
fluoresceína. El producto farmacéutico de combinación es una solución estéril lista para el uso, compuesta del 
aptámeto PDGF-B y el aptámero VEGF-A disueltos en fosfato de sodio 10 mm e inyección de regulador de cloruro 
de sodio 0.9% en un cilindro de jeringa de cuerpo de vidrio de 1 cc libre de pirógenos, con un tapón recubierto unido 
a un pistón plástico y una tapa de goma final sobre la aguja de calibre 27 preconectada. Los aptámeros de PDGF-B 30 
y VEGF-A se suministran en concentraciones de fármaco de 1 mg/ml, 2.5 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 10 mg/ml o 30 
mg/ml para cada aptámero (expresado como contenido de oligonucleótidos) para proveer un volumen de 
administración de 100 µl. Aproximadamente 3 meses después de la inyección de los aptámeros de PDGF-B y 
VEGF-A, se llevan a cabo estudios de agudeza para evaluar la efectividad del tratamiento. Los pacientes que 
muestran visión estable o mejorada después del tratamiento, por ejemplo, aquellos que muestran un incremento de 35 
3 líneas o mayor en visión sobre la gráfica ETDRS, se toman como receptores de una combinación de dosificación 
efectiva de los aptámeros de PDGF-B y VEGF-A que suprime un trastorno neovascular ocular. 
 
Ejemplo 

 40 
Los siguientes ejemplos ilustran ciertos modos de realizar y poner en práctica la presente invención 
 
Ejemplo 1: neovascularización de la córnea (NV de la córnea) 

 
La neovascularización de la córnea es un modelo animal ampliamente usado que permite clarificar la visualización 45 
de un crecimiento vascular anormal en el ojo. Los vasos que crecen en la córnea normalmente avascular pueden 
establecerse bien, haciendo este un modelo atractivo para estudiar la regresión de los vasos. Para inducir NV en 
córnea experimental, se anestesiaron ratones macho C57BL/6 (18 - 20 g; Charles River, Wilmington, MA) econ 
clorhidrato de cetamina intramuscualr (25 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg). Se aplicó tópicamente NaOH (2 µl de 0.2 
mM). Los epitelios de la córnea y del limbo fueron removidos aplicando un movimiento rotatorio paralelo al limbo 50 
utilizando una cuchilla #21 (Feather, Osaka, Japan). Después de 7 días, los ratones fueron tratados con inyecciones 
intraperitoneales de 25 mg/kg de pegaptanib sodio (Macugen™ (Eyetech Pharmaceuticals. New York, NY), y un 
agente anti-VEGF aptámero también conocido como EYE001) dos veces al día o por administración oral de 50 
mg/kg de Gleevec® 4-[(4-metilpiperazina-1-il)metil]-N-[4-metil-3-[(4-piridina-3-ilpirimidina-2-il)amino]fenil]-benzamida 
(imatinib) ((también conocida como CGP57148B) un inhibidor de tirosina quinasa relacionado con 2-55 
fenilaminopirimidina anti-PDGF de Novartis Pharma AG, Basel, Suiza) por ingestión dos veces al día o también 
durante 7 días. En el día 14 después de la inducción del NV de la córnea, los ratones recibieron 20 ug/g de 
concanavalina A lictina acoplada con fluoresceína-isotiocianato (Vector Laboratories, Burlingame, CA) por vía 
intravenosa mientras se anestesiaban profundamente con clorhidrato de xilaxina y clorhidrato de cetamina. Treinta 
minutos después, fueron enucleados los ojos de los ratones y las córneas fueron montadas en disposición plana. Se 60 
visualizó la NV de la córnea utilizando microscopía de fluorescencia y se cuantifico utilizando el software Openlab. El 
porcentaje de córnea cubierta por vasos fue calculado como un porcentaje del área total de la córnea.  
 
Se investigaron los efectos del pegaptanib sodio y Gleevec sodio sobre la neovascularización de la córnea después 
de la aplicación de NaOH y la lesión de la epitília del limbus. Los animales tratados con pegaptanib sodio (Macugen) 65 
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mostraron un descenso de 19.6% (p = 0.0014) en el crecimiento de vasos en comparación con ojos no tratados y 
tratados con Gleevec (Figura 5). Los animales tratados con pegaptanib sodio y Gleevec (Mac + Glee) exhibieron 
significativamente menor crecimiento vascular sobre la córnea (35.6% p < 0.0001) en comparación con los controles 
y animales tratados con Gleevec solo (Figura 5). El tratamiento por combinación también fue más efectivo que el 
pegaptanib sodio (Macugen) en la reducción del crecimiento de vasos (16% p < 0.0145). 5 
 
Los resultados de los experimentos de neovascularización en córnea representativo se muestran también en las 
Figuras 6 y 5. La Figura 6 (D) es una representación fotográfica de una imagen microscópica fluorescente que 
muestra la inhibición efectiva de la formación de nuevos vasos sanguíneos en córneas tratadas por combinación 
(Mac + Gleevec), en comparación con tratamientos individuales con Macugen (Figura 6 (C)) o Gleevec (Figura 6 10 
(B)). La Figura 6 (A) es una representación fotográfica de una imagen microscópica con fluorescencia que muestra 
el grado de neovascularización en una córnea de control (tratada con PEG). La Figura 7 es una representación 
fotográfica de una imagen microscópica con fluorescencia que muestra que los tratamientos individual (7 (A) 
(tratados con la PBS) y Figura (B) (tratamiento con Gleevec)) y los tratamientos combinados (Figura 7 (C)) inhibieron 
solamente el crecimiento de vasos nuevos y no afectaron los vasos sanguíneos ya establecidos. La Figura 7 (D) es 15 
una representación fotográfica de una imagen microscópica con fluorescencia que muestra el grado de 
neovascularización en una córnea de control (tratada con PEG). 
 
Ejemplo 2: neovascularización coroidal (CNV) 

 20 
La CNV experimental se utiliza constantemente como modelo para degeneración macular relacionada con la edad 
(AMD). En este modelo, los vasos del coroide crecen a través de rupturas en la membrana de Bruch y en la retina, 
similares a lo que se observa en los pacientes con AMD. Para inducir CNV experimental, se anestesiaron C57BL/6 
(18 - 20 g; Charles River, Wilmington, MA) con clorhidrato de cetamida intermuscular (25 mg/kg) y xilazina (10 
mg/kg) y las pupilas se dilataron con tropicamida al 1%. Se generaron 4 quemaduras utilizando fotocoagulación por 25 
láser de diodos (tamaño de punto 75 µm, duración 0.1 segundos, 90 mW, láser Oculight SL, y IRIDEX, Mountain 
View, CA) y con una cubierta sostenida con la mano como lente de contacto. Quemaduras localizadas en las 
posiciones 3, 6, 9 y 12 horas del límite posterior de la retina. La producción de una burbuja en el momento del láser, 
lo que indica la ruptura de la membrana de Bruch es un factor importante en la obtención de la neovascularización 
coroidal, de tal manera que solo los ratones en los cuales se produjo burbuja para todas las cuatro quemaduras 30 
fueron incluidos en el estudio. Después de 7 días, los ratones tratados con inyecciones intraperitoneales de 25 
mg/kg de pegaptanib sodio dos veces al día o 50 mg/kg de Gleevec®/STI57 (Novartis Pharma AG, Basilea, Suiza) 
por ingestión dos veces al día o ambos durante 7 días. En experimentos que utilizaban APB5 (un anticuerpo de 
PDGFRb (CD140b) antirratón (agente anti-PDGF) de eBioscience, San Diego, CA), 5 mg/kg de anticuerpo fueron 
administrados utilizando inyecciones intraperitoneales dos veces al día. El área de las lesiones coroidales NV fue 35 
medida en un coroide montaje plano teñido con PSAM. Los montajes en plano fueron examinados por microscopía 
con fluorescencia y cuantificados utilizando el software Openlab. 
 
Los ojos tratados con pegaptanib sodio (Macugen™) mostrado en un 24% (p = 0.007) de descenso en el área de 
CNV en comparación con los controles no tratado (Figura 8). En contraste, los ojos tratados con APBS no fueron 40 
significativamente diferentes de los controles (6.5% de descenso en el área de CNV en comparación con el control). 
Los ojos tratados tanto con pegaptanib sodio como con APB5 mostraron un área de CNV significativamente menos 
(46% p = 0.001) en comparación con los ojos de control o con ojos tratados bien sea pegaptanib sodio (22% p = 
0.0011) o APB5 (39.5% p < 0.0001) solos (Figura 8). 
 45 
Se observó una tendencia similar cuando se utiliza el inhibidor PDGFRβ. Los ojos tratados con Gleevec® no 
mostraron una diferencia significativa con los ojos de control (4.2%) (Figura 9). El área de CNV en ojos tratados con 
pegaptanib sodio (Macugen™), sin embargo, era significativamente diferentes a los de los controles (27% menos p = 
0.0034). De forma importante, los animales tratados con pegaptanib sodio y Gleevec (Macugen + Gleevec) 
exhibieron la menor cantidad CNV (46% p < 0.0001) en comparación con ojos de control y un descenso del 19% en 50 
el área de CNV en comparación con los ojos tratados solamente con pegaptanib sodio (p = 0.0407) (Figura 9). 
 
Ejemplo 3: modelo de ratones neonatos 

 
El efecto de administrar pegaptanib sodio (Macugen™) y ARC-127 (Archemix Corp., Cambridge, MA), se investigó 55 
un aptámero anti-PDGF PEGilado, que tiene la secuencia CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT 
(SEQ ID NO: 23, que corresponde a SEQ ID NO: 146 de la Patente de los Estados Unidos No. 6.582.918) que tiene 
2’-fluoro-2’-desoxiuridina en las posiciones 6, 20 y 30, 2’-fluoro-2’-desoxicitidina en las posiciones 8, 21, 28, y 29, 2’-
O-Metil-2’-desoxiguanosina en las posiciones 9, 15, 17, y 31, 2’-O-Metil-2’-desoxiadenosina en la posición 22, “N” en 
las posiciones 10 y 23 de una hexaetilen glicol fosforamidita, y una orientación invertida  T (esto es, enlazada 3’-3’) 60 
en la posición 32, o ambas sobre los vasos en desarrollo de la retina. Se inyectaron diariamente ratones neonatos 
C57BL/6 (en la cavidad intraperitoneal) con 100 µg de ARC-127 d 100 µg de Macugen o ambos, partiendo en el día 
postnatal 0 (PO). Los ojos de los ratones fueron enucleados en P4. Se visualizó la vasculatura retinal en retinas 
montadas en plano por inmunotinción con PECAM y NG-2 o por perfusión con ConA-FITC y se analizaron por 
microscopía de fluorescencia. 65 
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La inyección de ARC-127 bloqueó completamente el reclutamiento de células murales en los vasos en desarrollo de 
la retina. Además, se observó menos crecimiento de vasos en P4 en comparación con las retinas de control no 
tratadas. En contraste, el Macugen no interfirió con el desarrollo normal de los vasos sanguíneos. Sin embargo, los 
ratones tratados tanto con Macugen como con ARC-127 exhibieron efector similares pero significativamente más 
severos que los ratones tratados con ARC-127 solos. 5 
 
Estos resultados, representados en la Figura 10, muestran que el Macugen no tiene efectos sobre los vasos 
sanguíneos de la retina en desarrollo. El antagonista de PDGFR-B ARC-127 afecta el crecimiento hacia fuera y la 
morfología de los vasos. Sin embargo, el Macugen en combinación con ARC-127 afecta los vasos sanguíneos más 
severamente que cualquiera de ellos solo. 10 
 
Ejemplo 4: terapia de combinación con aptámero anti-PDGF y anticuerpo anti-VEGF 

 
En este ejemplo, se demuestra la efectividad de una terapia de combinación utilizando aptámeros anti-PDGF y un 
anticuerpo anti-VEGF utilizando el modelo de neovascularización de córnea descrito anteriormente. Para inducir la 15 
NV en córnea experimental, se anestesiaron ratones machos C57BL/6 (18 - 20 g; Charles River, Wilmington, MA) 
con clorhidrato de cetamina intramuscular (25 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg), se aplicó NaOH (2 µl de 0.2 mM) 
tópicamente. Los epitelios de la córnea y del limbo se retiran aplicando un movimiento rotatorio paralelo al limbo 
utilizando cuchilla #21 (Feather, Osaka, Japón). Después de 7 días, los ratones se tratan con inyecciones 
intraperitoneales de 25 mg/kg de un aptámero anti-PDGF que tiene la estructura de 40 Kd PEG-5’-CAG- 20 
GCTACGCGTAG-AGCATCATGATCCTG(iT)-3’ (en la cual iT representa que el nucleótido final está en la orientación 
invertida (enlazado 3’-3’)) en combinación con 100 µg del anticuerpo anti-VEGF 2C3 descrito en la Patente de los 
Estados Unidos No. 6.342.221. En el día 14 después de la inducción NV de la córnea los ratones recibieron 20 µg/g 
de concanavalina A lectina acopada con fluoresceína-isotiocianato (Vector Laboratories, Burlingame, CA) por vía 
intravenosa mientras que se anestesiaron profundamente con clorhidrato de xilazina y clorhidrato de cetamina. 25 
Treinta minutos después, los ojos de los ratones fueron enucleados, y las córneas se montaron en plano. La NV de 
la córnea se visualiza utilizando microscopía de fluorescencia y se cuantifica utilizando el software Openlab. El 
porcentaje de córnea cubierto por vasos se calcula como porcentaje del área de córnea total. Los resultados 
demuestran la eficacia de la terapia de combinación sobre tratamientos individuales con el aptámero anti-PDGF o el 
anticuerpo anti-VEGF solos. 30 
 
En experimentos separados, los efectos de los dos aptámeros anti-PDGF fueron probados en combinación con 100 
µg del anticuerpo anti-VEGF 2C3 descrito en la Patente de los Estados Unidos No. 6.342.221. Las versiones 
PEGiladas y no PEGiladas de los siguientes dos aptámeros anti-PDGF se prueban: (i) CAG- GCUACGN 
CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT (SEQ  ID NO: 23, la cual corresponde a SEQ ID NO: 146 de la Patente de los 35 
Estados Unidos No. 6.562.918) que tiene 2’-fluoro-2’-desoxiuridina en las posiciones 6, 20 y 30, 2’-fluoro-2’-
desoxicitidina en las posiciones  8, 21, 28, y 29, 2’-O-Metil-2’-desoxiguanosina en las posiciones 9, 15, 17, y 31, 2’-
O-Metil-2’-desoxiadenosina  en la posición 22, “N” en las posiciones 10 y 23 de una hexaetilen glicol fosforamidita, y 
una orientación invertida T (esto es, enlazada 3’-3’) en la posición 32; y (ii) CAGGCUACGN CGTAGAGCAU 
CANTGATCCU GT (véase SEQ ID NO: 87 de la Patente de los Estados Unidos No. 5.723.594) que tiene O-metil-2-40 
desoxicitidina en C en la posición 8, 2-O-metil-2-desoxiguanosina en Gs en las posiciones  9, 17 y 31, 2 -O-metil-2- 
desoxiadenina en A en la posición 22, 2-0-metil-2-desoxiuridina en la posición 30, 2-fluoro-2-desoxiuridina en U  en 
ls posiciones 6 y 20, 2-fluoro-2-desoxicitidina en C en las posiciones 21, 28 y 29, un espaciador de pentaetilen glicol 
fosforoamidita en N en las posiciones 10 y 23, y una orientación invertida T (esto es, enlazada 3’-3’) en la posición 
32. Se proveen controles adecuados para detectar en efecto antineovascular mejorado de la terapia de combinación 45 
sobre los tratamientos con el aptámero anti-PDGF o el anticuerpo anti-VEGF. Los resultados demuestran la eficacia 
de la terapia de combinación con respecto a los tratamientos individuales con el aptámero anti-PDGF o el anticuerpo 
anti-VEGF solos. 
 
Ejemplo 5: la combinación del aptámero anti-PDGF y el aptámero anti-VEGF bloquea la neovascularización coroidal 50 
(CNV) 
 
En este ejemplo, se demuestra la efectividad de una terapia de combinación que utiliza aptámeros anti-PDGF y 
aptámeros anti-VEGF en el bloqueo de la neovascularización coroidal usando el modelo de neovascularización 
coroidal descrito anteriormente. La CNV experimental se utiliza frecuentemente con un modelo para la degeneración 55 
macular relacionada con la edad (AMD). En este modelo, los vasos del coroide crecen a través de rupturas en la 
membrana Bruch y hacia la retina, similar a lo que se observa en los pacientes con AMD. Para inducir CNV 
experimental, se anestesiaron ratones machos C37BL/6 (18 - 20 g; Charles River, Wilmington, MA) con clorhidrato 
de cetamina (25 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg ) intramusculares y las pupilas se dilatan con tropicamida al 1%. Se 
generan 4 quemaduras utilizando fotocouagulación por láser de diodos (tamaño de puntos 75 um, duración 0.1 60 
segundos, 90 mW, láser Oculight SL, IRIDEX, Mountain View, CA) y una cubierta sostenida con la mano como lente 
de contacto. Las quemaduras se localizaron en las posiciones 3, 6, 9 y 12 horas del límite posterior de la retina. De 
la producción de una burbuja en momento del láser, lo cual indica la ruptura de la membrana de Bruch, es un factor 
importante en la obtención de la neovascularización coroidal, de tal manera que solamente los ratones en los cuales 
se produjo una burbuja para todas las 4 quemaduras se incluyen en el estudio. Después de 7 días, los ratones se 65 
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tratan con inyecciones intraperitoneales de 25 mg/kg de pegaptinib sodio dos veces al día. En los experimentos que 
utilizaron el aptámero anti-PDGF, se coadministran25 mg/kg del aptámero anti-PDGF que tiene la estructura de 40 
Kd PEG-5’-CAGGCTACGCGTAGAGCATCATGATCCTG(iT)-3’ (en la cual iT representa que el nucleótido final está 
en la orientación invertida (enlazado 3’-3’)) con pegaptanib sodio. El área de las lesiones NV coroidales se mide en 
un coroide montado en plano teñido con PECAM. Los montajes en plano se examina por microscopía de 5 
fluorescencia y se cuantifican utilizando software Openlab. Los resultados demuestran que los ojos tratados con la 
terapia de combinación muestran significativamente menor área de CNV en comparación con los ojos de control o 
con ojos tratados con pegaptanib sodio o con el aptámero anti-PDGF solo.  
 
En experimentos separados, se probaron los efectos de 2 aptámeros anti-PDGF relacionados en combinación con el 10 
tratamiento anti-VEGF por inyecciones intraperitoneales de 25 mg/kg de pegaptinib sodio dos veces al día. Se 
probaron versiones PEGiladas y no PEGiladas de los siguientes dos aptámeros anti-PDGF: (i) CAGGCUACGN 
CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT (SEQ ID NO: 23, la cual corresponde a SEQ ID NO: 146 de la Patente de los 
Estados Unidos No. 6.582.918) que tiene 2’-fluoro-2’-desoxiuridina en las posiciones 6, 20 y 30, 2’-fluoro-2’-
desoxicitidina en las posiciones 8, 21, 28, y 29, 2’-O-Metil-2’-desoxiguanosina en las posiciones 9, 15, 17, y 31, 2’-O-15 
Metil-2’-desoxiadenosina  en la posición 22, “N” en las posiciones 10 y 23 de una hexaetilen glicol fosforamidita, y 
una orientación invertida T (esto es, enlazada 3’-3’) en la posición 32; y (ii) CAGGCUACGN CGTAGAGCAU 
CANTGATCCU GT (véase SEQ ID NO: 87 de la Patente de los Estados Unidos No. 5.723.594) que tiene O-metil-2-
desoxicitidina en C en la posición 8, 2-O-metil-2-desoxiguanosina en Gs en las posiciones 9, 17 y 31, 2-O-metil-2-
desoxiadenina en A en la posición 22, 2-O-metil-2-desoxiuridina en la posición 30, 2-fluoro-2-desoxiuridina en U en 20 
las posiciones 6 y 20, 2-fluoro-2-desoxicitidina en C en las posiciones 21, 28 y 29, un espaciador de pentaetilen  
glicol fosforamidita en N en las posiciones 10 y 23, y una orientación invertida T (esto es, enlazada 3’-3’) en la 
posición 32. Se proveen controles apropiados para detectar el efecto antineovascular mejorado de la terapia de 
combinación sobre los tratamientos individuales con el aptámero anti-PDGF o aptámero anti-VEGF. Los resultados 
demuestran la eficacia de la terapia de combinación en el bloqueo de la neovascularización coroidal con respecto a 25 
los tratamientos individuales con cualesquiera de los aptámeros anti-PDGF o el aptámero anti-VEGF solos. 
 
Ejemplo 6: Regresión de la neovascularización de la córnea (NV de córnea) 

 
El modelo de NV de córnea del Ejemplo 1 fue usado para investigar la combinación de un aptámero anti-VEGF y un 30 
aptámero anti-PDGF. Después de 10 días, los ratones fueron tratados con inyecciones intraperitoneales de 25 
mg/kg de pegaptanib sodio (Macugen™, Eyetech Pharmaceutical, New York, NY), un agente aptámero anti-VEGF, 
dos veces al día y/o de 50 mg/kg de ARC-127 (Archemix Corp., Cambridge, MA) un aptámero anti-PDGF que tiene 
la estructura de  40Kd PEG-5’-CAGGCTACGCGTAGAGCATCAT-GA-TCCTG(iT)-3’ (en el cual iT representa que el 
nucleótido final está en la orientación invertida (enlazado 3’-3’)) una vez al día durante 10 días. En el día 20 después 35 
de la inducción del NV de la córnea, se enuclearon los ojos, y las córneas se montaron en plano. El NV de córnea 
fue visualizado utilizando tinción CD31 (BD Biosciencie Pharmingen, San Diego, CA) y se cuantificó utilizando 
software Metamorph. El porcentaje de córnea recubierto por vasos fue calculado como porcentaje del área total de la 
córnea. 
 40 
Los efectos del pegabtanib sodio y/o ACR-127 en la regresión de la neovascularización de la córnea después de la 
aplicación de NaOH y la lesión de las epitileas del limbo y la córnea se presenta en las Figuras 11 y 12. Los 
animales tratados con ARC-127 no mostraron un descenso significativo en el crecimiento de vasos en comparación 
con el control en el día 20. Los controles en el día 20 mostraron un incremento del 12.92% en la neovascularización 
de la córnea en comparación con los controles a 10 días. Los animales tratados con pegaptanib sodio (Macugen) 45 
solo mostraron un 13.81% (p ≤ 0.016) como descenso en el crecimiento de vasos en comparación con los controles 
a 20 días. Los animales tratados con pegaptanib sodio y ARC-127 exhibieron un crecimiento neovascular 
significativamente menor sobre la córnea (26.85%, p ≤ 0.002) en comparación con el control. 
 
Ejemplo 7: regresión de la neovascularización de la córnea (NV de córnea) 50 
 
El modelo NV de córnea del Ejemplo 1 fue utilizado para investigar la combinación de un aptámero anti-VEGF y un 
anticuerpo contra el receptor PDGFB. Después de 14 días, los ratones fueron tratados con inyecciones 
intraperitoneales de 25 mg/kg de pegaptanib sodio (Macugen, como un agente aptámero anti-VEGF) dos veces al 
día y/o por administración oral de 50 mg/kg de APB5 (un anticuerpo policlonal contra el receptor de PDGFB) por 55 
ingestión dos veces al día durante 14 días. En el día 28 después de la inducción de NV de la córnea, los ratones 
recibieron 20 µg/g de concavalina A lectina acoplada con isotiocianato de fluoresceína (Vector Laboratories, 
Burlingame, CA) por vía intravenosa mientras eran anestesiados profundamente con clorhidrato de xilazina y 
clorhidrato de cetamina. Treinta minutos después, los ojos de los ratones fueron enucleados, y las córneas se 
montaron en plano. El NV de córnea fue visualizado utilizando microscopía de fluorescencia y cuantificado utilizando 60 
el software Openlab. El porcentaje de córnea cubierto por vasos fue calculado como porcentaje del área de córnea 
total. 
 
Los efectos del pegaptanib sodio y/o APB5 sobre la regresión de la neovascularización de la córnea después de la 
aplicación de NaOH y de la lesión a las epitilias del limbo y la córnea se representan en la Figura 13. Los animales 65 
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tratados con pegaptanib sodio (Macugen) muestran un descenso de 8.3% en el crecimiento de vasos en 
comparación con los animales de control tratados con pegaptanib sodio en comparación con el control. Los animales 
tratados con pegaptanib sodio y APB5 exhibieron un crecimiento neovascular significativamente menor sobre la 
córnea (21.4%) en comparación con el control. 
 5 
Ejemplo 8: regresión de la neovascularización en córnea (NV de córnea) (orden de adición del agente terapéutico) 

 
El modelo NV de córnea del Ejemplo 1 fue utilizado para investigar el efecto del orden de adición de la terapia de 
combinación utilizando un aptámero anti-VEGF y un anticuerpo contra el receptor de PDGFB. Después de 14 días, 
los ratones fueron tratados con inyecciones intraperitoneales de 25 mg/kg de pegaptanib sodio (Macugen, un agente 10 
aptámero anti-VEGF) dos veces al día durante un día y/o por administración oral d 50 mg/kg de APB5 (eBioscience, 
San Diego, CA), un anticuerpo policlonal contra el receptor de PDGFB, por ingestión, dos veces al día durante 7 días 
en puntos de tiempo diferentes. En el día 28 después de la inducción de NV de la córnea, los ratones recibieron 20 
µg/g de concavalina A lectina acoplada con isotiocianato de fluoresceína (Vector Laboratories, Burlingame, CA) por 
vía intravenosa mientras eran anestesiados profundamente con clorhidrato de xilazina y clorhidrato de cetamina. 15 
Treinta minutos después, los ojos de los ratones fueron enucleados, y las córneas fueron montadas en plano. Se 
visualizó el NV de la córnea utilizando la microscopía de fluorescencia y se cuantificó utilizando el software Openlab. 
El porcentaje de córnea cubierto por vasos fue calculado como porcentaje del área total de córnea y los resultados 
se representan en la Figura 14. 
 20 
Los efectos de pegaptanib sodio solo desde el día 21 - 28 o APB5 solo desde el día 14 - 21 seguidos por ausencia 
de tratamiento mostraron un efecto pequeño en comparación con el control sobre la regresión de la 
neovascularización de la córnea después de la aplicación de NaOH y la lesión a los epitelios del limbo y córnea. Los 
animales tratados con APB5 desde el día 14 - 21 y pegaptanib sodio desde el día 21 - 28 exhibieron menor 
crecimiento neovascular sobre la córnea (13.4%) en comparación con el control. 25 

 



40 

 

REIVINDICACIONES 

 
1. Una combinación de un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en un método para el 
tratamiento o prevención de un trastorno neovascular ocular, donde el antagonista de PDGF es 4-[(4-
metilpiperazina-1-il)metil]-N-[4-metil- 3-[(4-piridina-3-ilpirimidina-2-il)amino]fenil]benzamida (imatinib), y el antagonista 5 
de VEGF es pegaptanib o una sal del mismo, en donde el antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF son para 
administración simultánea o secuencial. 
 
2. Una combinación de un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en un método para el 
tratamiento o prevención de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF es un anticuerpo 10 
anti-PDGF o un tratamiento de enlazamiento del mismo, y el antagonista de VEGF es pegaptanib o una sal del 
mismo, en donde el antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF son para administración simultánea o 
secuencial. 
 
3. Una combinación de un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en un método para el 15 
tratamiento o prevención de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF es un aptámero anti-
PDGF PEGilado o no PEGilado que tiene la secuencia CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT, en 
donde las posiciones 6, 20 y 30 son 2’-fluoro-2’-desoxiuridina, las posiciones 8, 21, 28 y 29 son 2’-fluoro- 2’-
desoxicitidina, las posiciones 9, 15, 17 y 31 son 2’-O-Metil-2’-desoxiguanosina, la posición 22 es 2’-O-Metil-2’-
desoxiadenosina, “N” en las posiciones 10 y 23 es de hexaetilen glicol fosforamidita y la posición 32 está enlazada 20 
3’-3’, o un aptámero anti-PDGF pegilado o no pegilado que tiene la secuencia CAGGCUACGN CGTAGAGCAU 
CANTGATCCU GT, en donde la posición 8 es O-metil-2-desoxicitidina, las posiciones 9, 17 y 31 son 2-O-metil-2-
desoxguanosina, la posición 22 es 2-O-metil-2-desoxiadenina, la posición 30 es 2-O-metil-2-desoxiuridina, las 
posiciones 6 y 20 son 2-fluoro-2-desoxiuridina, las posiciones 21, 28 y 29 son 2-fluoro-2-desoxicitidina, “N” en las 
posiciones 10 y 23 es un espaciador de pentaetilenglicol y la posición 32 está enlazada 3’-3’, y el antagonista de 25 
VEGF es pegaptanib o una sal del mismo, en donde el antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF son para 
administración simultánea, separada o secuencial. 
 
4. Una combinación de un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en un método para el 
tratamiento o prevención de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF es un aptámero anti-30 
PDGF pegilado o no pegilado que tiene la secuencia CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT, en donde 
las posiciones 6, 20 y 30 son 2’-fluoro-2’-desoxyuridina, las posiciones 8, 21, 28 y 29 son 2’-fluoro-2’-desoxicitidina, 
las posiciones 9, 15, 17 y 31 son 2’-O-Metil-2’-desoxiguanosina, la posición 22 es 2’-O-Metil-2’-desoxiadenosina, “N” 
en las posiciones 10 y 23 es de hexaetilen glicol fosforamidita y la posición 32 está enlazada 3’-3’,o un aptámero 
anti-PDGF pegilado o no pegilado que tiene la secuencia CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT, en 35 
donde la posición 8 es O-metil-2-desoxicitidina, las posiciones 9, 17 y 31 son 2-O-metil-2-desoxiguanosina, la 
posición 22 es 2-O-metil-2-desoxiadenina, la posición 30 es 2-O-metil-2-desoxiuridina, las posiciones 6 y 20 son 2-
fluoro-2-desoxiuridina, las posiciones 21, 28 y 29 son 2-fluoro-2-desoxicitidina, “N” en las posiciones 10 y 23 es un 
espaciador de pentaetilen glicol y la posición 32 está enlazada 3’-3’, y el antagonista de VEGF es un anticuerpo o 
fragmento de enlazamiento del mismo, en donde el antagonista de PDGF y el antagonistas de VEGF son para 40 
administración simultánea, separada o secuencial. 
 
5. Una combinación de un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en un método para el 
tratamiento o prevención de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF es un aptámero anti-
PDGF peligado que tiene la secuencia CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT, en donde las 45 
posiciones 6, 20 y 30 son 2’-fluoro-2’-desoxiuridina, las posiciones 8, 21, 28 y 29 are 2’-fluoro-2’-desoxicitidina, las 
posiciones 9, 15, 17 y 31 son 2’-O-Metil-2’-desoxiguanosina, la posición 22 es 2’-O-Metil-2’-desoxiadenosina, “N” en 
las posiciones 10 y 23 es de hexaetilenglicol fosforamidita y la posición 32 está enlazada 3’- 3’, y el antagonista de 
VEGF es un anticuerpo o fragmento de enlazamiento del mismo, el antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF 
son para administración simultánea, separada o secuencial. 50 
 
6. La combinación del antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF para uso en un método de cualquiera 
de las reivindicaciones 1 a 5 las cuales son formuladas separadamente como medicamentos, en donde los 
antagonistas se definen como en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5. 
 55 
7. La combinación del antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF para uso en un método de cualquiera 
de las reivindicaciones 1 a 5 las cuales están formuladas en un medicamento individual, en donde los antagonistas 
son como se definen en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5. 
 
8. La combinación del antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF para uso en un método de cualquiera 60 
de las reivindicaciones 2, 6 o 7, en donde el antagonista de PDGF es un anticuerpo anti-PDGF-B o un fragmento de 
enlazamiento del mismo. 
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9. La combinación del antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF para uso en un método de una 
cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en donde el antagonista de VEGF es un anticuerpo anti-VEGF-A o un 
fragmento de enlazamiento del mismo. 
 
10. La combinación del antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF para uso en un método de una 5 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o 6 a 8,  en donde el antagonista de VEGF es pegaptanib sodio. 
 
11. La combinación del antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF para uso en un método de acuerdo con 
una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el trastorno neovascular ocular es retinopatía 
esquémica, neovascularización del iris, neovascularización intraocular, degeneración macular relacionada con la 10 
edad, neovascularización de la córnea, neovascularización de la retina, neovascularización coroidal, isquémia retinal 
diabética o retinopatía diabética proliferativa. 
 
12. Una combinación de un antagonista de PGF y un antagonista de VEGF para uso en un método para el 
tratamiento o prevención de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF es un anticuerpo o 15 
un fragmento de enlazamiento del mismo y el antagonista de VEGF es un anticuerpo o un fragmento de 
enlazamiento del mismo. 
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