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DESCRIPCION

Sustancias bloqueadoras de los canales Kv1.3 para el tratamiento de enfermedades asociadas a hiperplasia de la
intima.

Campo de la invencion

La presente invencion esta comprendida en el campo de las patologias cardiovasculares, en particular en el campo
de las enfermedades derivadas de la hiperplasia de la tinica intima.

Antecedentes de la invencion.

La pared de los vasos sanguineos esta constituida por tres estratos o tunicas concéntricos (la intima, la media y la
adventicia) de estructura y composicion bien diferenciadas. La tunica intima esta compuesta por una monocapa de
células endoteliales asentadas sobre una membrana basal rica en colageno y proteoglicanos y separada de la media
por la lamina elastica interna. La tinica media esta formada por células del musculo liso vasculares (CMLV) y matriz
extracelular y la adventicia, la capa mas externa, estd compuesta fundamentalmente por tejido conectivo y
fibroblastos.

Las CMLV se localizan fisiolégicamente en la tdnica media. Sin embargo, se pueden encontrar CMLV en la capa
intima como consecuencia de una desorganizacion de la estructura de la pared vascular debida a lesiones o
patologias vasculares, tales como la ateroesclerosis, hiperplasia de la tdnica intima.

La hiperplasia de la intima es un cambio en la estructura vascular que se produce a consecuencia de los
mecanismos bioldgicos de reparacion tras una lesion vascular, bien sea de tipo mecanico, quirurgico, inflamatorio o
inmunoldgico. El hallazgo mas caracteristico de este cambio estructural es el engrosamiento de la capa intima,
debido tanto a un incremento en el nimero de células como a un aumento en la sintesis de matriz extracelular en la
que se hallan inmersas estas células (Davies MG, Hagen PO. Pathobiology of intimal hyperplasia. British Journal of
Surgery 1994;81:1254-1269). En ultima instancia este proceso deriva en un estrechamiento o estenosis del lumen
vascular.

Existen diversas situaciones patologicas asociadas a hiperplasia de la intima y, en general, los factores
desencadenantes se pueden agrupar como lesiones fisicas (en muchos casos lesiones yatrogénicas por la cirugia
vascular), inflamatorias (como en las lesiones ateroscleréticas) o por aumento de la tensién de la pared (como en el
caso de la hipertension pulmonar o la utilizacion de injertos venosos en la cirugia de by-pass). Entre las
enfermedades asociadas a hiperplasia de la intima se encuentran:

Oclusion tardia de by-pass:

La revascularizacion con injertos venosos es la terapia estandar para las enfermedades arteriales oclusivas cuando
el segmento ocluido es grande y no se puede practicar una endarterectomia. La técnica mas utilizada es el
trasplante autogénico de un segmento de vena safena, y se utiliza tanto en cirugia coronaria como en la cirugia
vascular periférica (claudicacion intermitente, tromboangeitis obliterante de la arteria tibial, etc.). Aunque el
procedimiento tiene un resultado inmediato muy bueno, a largo plazo, el injerto venoso sufre una respuesta cronica
de mala adaptacion a un entorno arterial, cuyo componente primario es la proliferacion descontrolada de las células
del musculo liso vascular dando lugar a una hiperplasia de la intima que se puede complicar posteriormente por el
desarrollo de aterosclerosis y trombosis (Murphy GJ, Angelini GD. Cardiovasc Ultrasound 2004;21:2-8). La
posibilidad de manipular los trasplantes venosos ex vivo de forma previa a su implantacién, utilizando
procedimientos farmacoldgicos, terapia génica o aplicacion de recubrimientos sintéticos, es una alternativa que se
ha intentando explotar para prevenir el fallo del injerto vascular (Mann MJ, Whittermore AD, Donaldson MC, et al,
Lancet 1999; 354: 1493-8; Bhardwaj S, Roy H, Yla Herttuala, Expert Rev Cardiovasc Ther 2008;6:641-52) y que en
algunos casos ha demostrado ser efectiva en animales de experimentacion.

Vasculopatia coronaria post-trasplante:

La vasculopatia coronaria post-trasplante es el principal factor limitante de la supervivencia a largo plazo después de
un trasplante de corazén. Se manifiesta como una forma especialmente agresiva de enfermedad arterial coronaria
diferente de la arteriosclerosis convencional, que se origina por la combinacion de factores fisicos, quimicos e
inmunoldégicos que producen una lesion endotelial, que a su vez desencadena la proliferaciéon de las células del
musculo liso vascular y la hiperplasia de la intima El analisis patoldgico de las lesiones revela un engrosamiento de
la intima en el que participan las células del musculo liso indiferenciadas y macrofagos y linfocitos. Este
engrosamiento de la intima lleva a la obstruccion de las arterias coronarias, lo que en ultimo término conduce al fallo
del injerto (Aranda and Hill, Chest 2000, 118(6): 1792-1800; Schmauss and Weis, Circulation (2008) 117(16):2131-
41M: Weiss et al., Front Biosci. (2008) 13:2980-8).

Un aspecto importante de la patogenia de la vasculopatia es la interaccion de factores inmunolégicos y no
inmunolégicos. De hecho, durante muchos afios se ha pensado que la hiperplasia de la intima era debida
exclusivamente a factores inmunolégicos. Sin embargo, las terapias inmunosupresoras no han demostrado ser
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capaces de reducir su incidencia. Mas bien al contrario, se ha observado un aumento de la hiperplasia tras la
introduccion de tratamientos basados en el uso de inmunosupresores como la ciclosporina. En estudios realizados
con modelos animales de experimentacion se han obtenido resultados prometedores cuando estos agentes
inmunosupresores se combinan con drogas como el MMF (mofetil micofenolato), que inhibe la sintesis de ADN y
tiene por tanto un efecto antiproliferativo generalizado que se extiende mas alla de las células inmunes. Aunque los
procedimientos de revascularizacion (angioplastia coronaria percutanea, aterectomia coronaria, cirugia de bypass
coronario o implantaciéon de stents) se pueden utilizar en pacientes que presenten estenosis localizada, el caracter
difuso de la arteriopatia hace que el uso de estas terapias sea limitado, por lo que es necesario el desarrollo de
nuevas terapias farmacologicas dirigidas a controlar los factores que determinan la hiperplasia de la intima en esta
vasculopatia.

Nefropatia crénica post-trasplante:

Los factores desencadenantes de la vasculopatia coronaria estan también presentes en otras vasculopatias post-
trasplante, como es el caso de la nefropatia post-trasplante, que de nuevo representa la causa mas frecuente de
fallo del trasplante renal.

Ademas de las mencionadas, existen otras enfermedades derivadas de la hiperplasia de la intima. Para identificar
cuando una enfermedad se debe a hiperplasia de la intima, el experto en la técnica utilizara técnicas de imagen.
Concretamente, en el arbol coronario se utiliza la angiografia coronaria, con la inyeccion de contraste en el ostium
de dichas arterias. Asimismo, el TAC multicorte de 64 coronas y la angioresonancia cardiaca también son capaces
de visualizar lesiones ateroescleréticas en la circulacion coronaria.

Las técnicas angiograficas se complementan con técnicas de ultrasonidos, como la ecografia intravascular, que
permiten visualizar el grosor de la capa intima arterial, y determinar si hay lesion ateroesclerosa y sus
caracteristicas. En condiciones normales, el grosor de la intima no se puede medir microscépicamente ya que se
trata de una sola capa de células. Sin embargo, cualquier grosor medible (que sea superior a una monocapa celular)
es patolégico (Figura 1).

Hay otras técnicas como la histologia virtual, que permite determinar la presencia de lipidos, calcio, trombo, tejido
fibroso e hiperplasia, y la OCT (Tomografia de Coherencia Optica) que utiliza tecnologia laser para determinar todo
el grosor de la pared vascular y asi identificar las zonas de hiperplasia de la intima (véase Figura 2). Tanto en
especimenes arteriales humanos como en muestras experimentales de modelos animales, se utiliza la morfometria
para el analisis histoldgico del grosor de las diversas capas de la pared arterial. Después del periodo de tratamiento
adecuado, se procedera a la eutanasia del animal y extraccion de los vasos estudiados y su fijacion para su
posterior analisis. Se obtendran cortes histolégicos y se tefiiran con hematoxilina eosina. Se identificara la lamina
elastica interna y se evaluaran las areas de las diferentes capas vasculares (Gallo et al., 1998 Circulation 97:581-
588)

Dada la incidencia y severidad de estas patologias, surge la necesidad de desarrollar una herramienta que limite o
impida la hiperplasia de la intima y las situaciones patolégicas que se derivan de ella, especialmente tras
intervenciones quirurgicas o cirugia de trasplante.

Sorprendentemente, los inventores han comprobado que los bloqueadores del canal de potasio activado por voltaje
1.3 (Kv1.3) limitan significativamente la hiperplasia de la intima.

Tradicionalmente, los inhibidores de Kv1.3 se han utilizado en terapias contra enfermedades de origen inmunolégico,
como la encefalomielitis o la esclerosis multiple (Wulff, H. et al., 2003. Curr. Opin. Drug Discov. Devel. 6: 640-647.
Cahalan, M. D., et al., 2001. J. Clin. Immunol. 21:235-252). El Kv1.3 se identificé por primera vez en las células T
(Hu et al., The Journal of Immunology, 2007, 179: 45663-4570. Grissmer et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 87: 9411-9415,
1990). En estas células, el canal Kv1.3 es tetrahomomérico, mientras que en otros tipos de células, Kv1.3 se asocia
con subunidades de otros canales activados por voltaje de la familia Kv1 para formar canales de potasio
heteroméricos (Hu et al., The Journal of Immunology, 2007, 179: 4563—4570). Como consecuencia, la regulacion de
los flujos de K" a través de la membrana de las células es, a menudo, el resultado combinatorial de mdltiples vias de
sefalizacion molecular. La importancia de Kv1.3 en enfermedades relacionadas con el sistema inmune se ha
evidenciado en diversos estudios.

El documento W02008088422 divulga la utilidad de los péptidos inhibidores del Kv1.3 para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes, alergias, diabetes y obesidad y describe la fabricacion y purificacion de derivados de
las toxinas ShK, MgTxs MTXs HsTxl wGVIA, HaTxl, etc. Segun los datos mostrados, los péptidos derivados de ShK
son capaces de inhibir la corriente del Kv1.3 humano con una IC de -150 pM. ShK es, ademas, un potente inhibidor
de la proliferaciéon de las células T, por lo que proponen su utilizacion en terapias para el tratamiento de
enfermedades de origen inmunoldgico, tales como la esclerosis multiple, la artritis reumatoide, la dermatitis, la
diabetes tipo |, etc.

Canales de K" en el musculo liso vascular

Los canales de potasio juegan un papel muy relevante también en la regulacién, inmediata y a largo plazo, de la
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funcién de las células del musculo liso vascular. Las CMLV de las paredes de los vasos son células que expresan un
repertorio Unico de proteinas contractiles, canales idnicos y moléculas sefalizadoras dirigidas a mantener el tono
vascular. Se han identificado al menos cuatro tipos de canales de K" en las CMLV: canales de K" dependientes de
voltaje (Kv) como Kv1.2, Kv1.3, Kv1.5, Kv1.6 y Kv2.1, canales de K" activados por calcio (como los canales maxiK 6
BK), canales de K" rectificadores hacia adentro (como los canales Kir y los canales Katp) y canales de K de doble
poro, responsables de las corrientes de fondo como los canales TASK y TWIK (revisado en Jackson WF,
Microcirculation 12,113-127, 2005). La existencia ademas de subunidades reguladoras de estos canales junto con
las variaciones en su expresion en funcion del lecho vascular, contribuye a la fina regulacién de la fisiologia del
musculo liso. Asi, los procesos patoldgicos pueden estar asociados a la desregulacion de miultiples mecanismos de
control que actian en paralelo o de forma combinada. Determinar qué mecanismo conduce a una enfermedad
vascular concreta es una tarea ardua de experimentacion cientifica.

Segun lo expuesto, y debido a la localizacion difusa y distal de las lesiones hiperplasicas, el campo de la técnica no
puede proporcionar terapias efectivas para el tratamiento de la hiperplasia de la intima. Por ello seria conveniente
desarrollar una herramienta terapéutica dirigida a controlar los factores que determinan la hiperplasia de la tdnica
intima y capaz de frenar la migracion y proliferacion de las CMLV en ella, asi como la secrecion de componentes de
la matriz celular.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Microfotografias representativas de secciones de una arteria normal (panel izquierdo) y de una arteria
con hiperplasia de la intima (panel derecho), donde se puede observar la mayor densidad de células musculares
lisas en la pared arterial.

Figura 2. Micrografia de OCT (Tomografia de Coherencia Optica) identificando zonas de hiperplasia de la intima
mediante tecnologia laser.

Figura 3. Ejemplo del ensayo para determinar si una sustancia es bloqueadora del canal Kv1.3. En el panel A se
muestran trazos representativos de las corrientes evocadas por los distintos pulsos despolarizantes (desde -60
hasta +80 mV) en una célula HEK transfectada con el canal Kv1.3, en condiciones de registro control, en
presencia de 10 nM de PAP-1 en la solucion del bafio y tras lavar la droga. El diagrama inferior muestra el
esquema del protocolo de pulsos aplicado. La amplitud de la corriente maxima evocada por cada pulso de voltaje
se representa en el panel B en funcion del valor del potencial de membrana, con lo cual se construye la curva
corriente (1) voltaje (V) para las tres situaciones.

Figura 4. Niveles de ARNm del canal Kv1.3 en células en fenotipo contractil y en los dos modelos de fenotipo
proliferativo estudiados. Se muestra la cuantificaciéon de los niveles de ARNm del canal Kv1.3 obtenidos en las
distintas preparaciones con los procedimientos descritos en el ejemplo. Los valores se han normalizado con
relacion a los niveles de expresion obtenidos en células en fenotipo contractil. Los datos muestran la media de 3-
4 experimentos en cada situacion. (** p<0,01; *** p<0,001).

Figura 5. Expresion de la proteina del canal Kv1.3 determinada por inmunocitoquimica en células aisladas (panel
A) o inmunohistoquimica en secciones de arterias controles y dafiadas a distintos tiempos (panel B). En la parte
A se muestra el marcaje del anticuerpo combinado con el marcaje de los nucleos con DAPI para estimar el
numero de células en el campo. La parte B muestra un ejemplo de marcaje con el anticuerpo anti Kv1.3 como un
punteado con mayor intensidad de grises-negros) en una arteria sin lesionar y en una arteria lesionada a dos
tiempos distintos. Las barras son el promedio del area marcada (en porcentaje) observada en 15-30 cortes en
cada condicioén. * p<0,05; ** p<0,01.

Figura 6. Caracterizacion de la expresion funcional de los canales Kv1.3. La parte superior muestra registros
representativos de corrientes inducidas por la aplicacion de un pulso despolarizante desde un potencial de
reposo de -80 mV hasta un potencial de +40 mV en condiciones control y en presencia de un bloqueador de los
canales Kv1.3, la Margatoxina, a una concentracion de 10 nM. Se muestran trazos representativos obtenidos en
una CMLYV recién disociada de la pared de la arteria (contractil) y en una CMLV en cultivo. En el panel inferior se
muestra las medias (+ error estandar de la media) obtenidas en 10-12 células en cada grupo, en las que se
aplicaron tanto bloqueadores selectivos de los canales Kv1.3 como 10 nM margatoxina o 10 nM PAP-1) como
bloqueadores de todos los canales Kv1 (como correolide).

Figura 7. Efecto de los bloqueadores del canal Kv1.3 sobre la migraciéon de CMLYV de arteria uterina humana. Los
paneles de la izquierda muestran fotografias representativas de la migracion observada en cultivos controles y
tratados con las drogas indicadas. La superficie irregular creada por la linea punteada se ha dibujado bordeando
el area libre de células al tiempo 0, y esa misma superficie se ha transpuesto al cultivo al cabo de 24 h para
ofrecer una estimacion visual del area invadida en cada uno de los tres ejemplos. Los resultados obtenidos en 8-
10 experimentos similares se han expresado como porcentaje del area a tiempo 0 que esta cubierta de células a
24 h y se muestran en la parte derecha de la figura (* p<0,05; **p<0,01).

Figura 8. Efecto de los bloqueadores del canal Kv1.3 sobre la proliferacion de CMLV de arteria uterina humana.
La figura muestra un ejemplo representativo, en el que se ilustran fotos tomadas con el marcaje con DAPI (para
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contar el nimero de células) y el mismo campo con el marcaje con BrdU (para determinar el nimero de células
proliferando). De nuevo se realizaron estos experimentos en células en medio control y células en las que se
afadi6é al medio margatoxina o PAP. Como se ve en el ejemplo, en estos dos ultimos casos se observa un menor
numero de nucleos marcados. La cuantificacion de 8-12 campos en 6 experimentos diferentes indicé que estas
variaciones eran estadisticamente significativas. La grafica de barras de la derecha muestra las medias de estos
experimentos (**p<0,01)

Figura 9. Ejemplo de una micrografia de una seccién de un vaso coronario tefiida en la que se pueden diferenciar
las distintas capas vasculares para realizar analisis morfométricos, midiendo el grado de endotelizacién de la
zona del stent, el contenido de CMLV en la intima y su grosor en relacién con el grosor del vaso y el area de la
luz

Sumario de la invenciéon

De acuerdo con la necesidad de desarrollar una herramienta para una terapia efectiva contra la hiperplasia de la
tunica intima vascular, los inventores proponen la utilizacién de sustancias bloqueadoras de los canales Kv1.3 en la
fabricacion de una herramienta farmacologica para el tratamiento de enfermedades relacionadas con la hiperplasia
de la intima.

Una ventaja de la presente invencion es el bloqueo selectivo de los canales Kv1.3 de las CMLV mediante la
utilizacion de sustancias bloqueadoras pertenecientes al grupo de margatoxina, toxina ShK, psoralen, kaliotoxin,
correolide, J123 y derivados y combinaciones de los mismos, para la fabricacion de una herramienta farmacoldgica
para el tratamiento de enfermedades relacionadas con la hiperplasia de la tunica intima vascular. Segun esto, una
realizacion posible de la presente invencién es la utilizacion de bloqueadores de Kv1.3 en la fabricacion de una
herramienta farmacoldgica para el tratamiento de enfermedades vasculares que producen restenosis y comprenden
la nefropatia cronica post-trasplante, la oclusion tardia de by-pass y la vasculopatia coronaria post-trasplante y
equivalentes y combinaciones de los mismos. En particular, la presente invencion comprende el uso de Shk-L5,
PAP-1 o ambas, en la fabricacién de una herramienta farmacolédgica para el tratamiento de dichas enfermedades
vasculares. Una realizacion ventajosa de la presente invencion es la utilizacion de dichas sustancias bloqueadoras
en la fabricacién de una herramienta farmacolégica para el tratamiento y/o la prevencion de la restenosis.

La practica clinica se beneficiaria de la aplicacion de un protocolo preventivo y/o terapéutico contra la hiperplasia de
la tunica intima. Correspondientemente, una posible realizacién de la presente invenciéon consiste en un
procedimiento para la prevencion o el tratamiento de la hiperplasia de la intima, que comprende la administracion de
una sustancia bloqueadora de Kv1.3. Ventajosamente, este procedimiento se emplea para el bloqueo selectivo de
los canales Kv1.3 de las CMLV mediante la utilizacion de herramientas farmacoldgicas fabricadas con sustancias
bloqueadoras pertenecientes al grupo de margatoxina, toxina ShK, psoralen, kaliotoxin, correolide, J123 y derivados
y combinaciones de los mismos, preferentemente Shk-L5, PAP-1 o ambas. En particular, este procedimiento se
puede aplicar en el tratamiento de enfermedades que provoquen restenosis tales como la nefropatia crénica post-
trasplante, la oclusion tardia de by-pass y la vasculopatia coronaria post-trasplante y equivalentes y combinaciones
de los mismos.

La farmacologia cardiovascular carece de herramientas eficaces disefiadas para el tratamiento de enfermedades
derivadas de la hiperplasia de la tunica intima. Con el objeto de solventar esta carencia, una posible realizacion de la
presente invencién consiste en un dispositivo de dosificacion, para implante en un vaso arterial de un animal, que
puede ser un humano, que comprende un sistema contenedor de una sustancia bloqueadora de Kv1.3. Una ventaja
de este dispositivo es que el principio activo que dosifica es un bloqueador selectivo de los canales Kv1.3 de las
CMLV perteneciente al grupo de margatoxina, toxina ShK, psoralen, kaliotoxin, correolide, J123 y derivados y
combinaciones de los mismos. Preferentemente, la presente invencién comprende las sustancias Shk-L5, PAP-1 o
ambas. En particular, este aparato se puede aplicar en el tratamiento de enfermedades que producen restenosis,
tales como la nefropatia crénica post-trasplante, la oclusiéon tardia de by-pass y la vasculopatia coronaria post-
trasplante.

Descripcion detallada de la invencién

Los inventores proponen el uso de sustancias bloqueadoras de Kv1.3, tal y como se describe a continuacion, para el
tratamiento de las enfermedades derivadas del engrosamiento de la intima.

La invencion esta basada en el descubrimiento de que las células musculares lisas localizadas en la intima
hiperplasia expresan preferentemente Kv1.3 (figuras 3, 4, 5 y 6) y que utilizando sustancias bloqueadoras
especificas para los canales Kv1.3 se reduce la tasa de division celular y migracion de las CMLYV (figuras 7y 8) y el
consiguiente engrosamiento de la intima tras una lesion vascular.

De acuerdo con la presente invencion, las sustancias bloqueadoras de los canales Kv1.3 se pueden utilizar como
herramientas farmacolégicas para el tratamiento de enfermedades vasculares. En el contexto de la presente
invencion, una herramienta farmacoldgica es cualquier sustancia, composicion, utensilio, dispositivo, mecanismo,
ingenio, artilugio, instrumento, maquina, o aparato adaptado, estudiado o disefiado para ser utilizado en el
tratamiento, la curacion, la prevencion o el diagnéstico de una enfermedad, o para evitar la aparicion de un proceso
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fisiolégico no deseado.

Las enfermedades vasculares pueden ser consecuencia de la desorganizacion de la estructura normal de la pared
vascular. Las tres capas concéntricas de la pared vascular o tunicas, se pueden desorganizar durante procesos
patolégicos o como consecuencia de lesiones fisicas, originando un estrechamiento de la luz vascular (Figura 1). En
particular, en muchas enfermedades, incluyendo la nefropatia crénica post-trasplante, la oclusién tardia de by-pass y
la vasculopatia coronaria post-trasplante, la desorganizacion de la estructura de la pared vascular se manifiesta
mediante la hiperplasia de la tdnica intima (Figura 1). En el contexto de la presente invencion, hiperplasia se refiere
a cualquier engrosamiento valorable de la capa intima (mas alla de una monocapa celular) Utraestructuralmente, se
observa en la intima hiperplasica, un aumento de componentes del tejido conectivo, especificamente de la matriz
celular, incluyendo colageno, proteoglicanos y fibras elasticas, asi como el incremento en el nimero de células de
origen mesodérmico. Las células que se pueden encontrar en la intima hiperplasica incluyen, aparte de células
endoteliales monocapa, células del sistema inmune y células del musculo liso cardiovascular. Estas ultimas,
ausentes de la tdnica intima en situaciones fisioldgicas, han sufrido procesos de migracion celular y proliferacion en
la tdnica intima. Debido a esta actividad celular, que conlleva la secrecién de matriz celular, se produce el citado
engrosamiento y, consecuentemente, la reduccion de la luz vascular. En el contexto de la presente invencion, el
término restenosis se refiere a esta reduccion en diametro de la luz vascular. La restenosis es una consecuencia de
la desorganizacion de la pared vascular y es por tanto comin a muchas enfermedades vasculares, incluyendo la
nefropatia cronica post-trasplante, la oclusion tardia de by-pass y la vasculopatia coronaria post-trasplante. En el
contexto de la presente invencion, por tanto, enfermedades equivalentes a la nefropatia crénica post-trasplante, la
oclusion tardia de by-pass y la vasculopatia coronaria post-trasplante son aquellas que presentan una
desorganizacion de la estructura de la pared vascular que se manifiesta mediante hiperplasia de la intima y provoca
un estrechamiento de la luz vascular o restenosis. En el contexto de la presente invencién, se considera asimismo
que estenosis y restenosis son términos equivalentes entre si y se refieren a una obstruccion = 50% de la luz
vascular en un segmento dado.

A continuacion se detallan las instrucciones y procedimientos para el adecuado uso de sustancias bloqueadoras de
Kv1.3 en terapias contra enfermedades relacionadas con la hiperplasia de la intima. Este documento recoge en sus
diferentes secciones las ensefianzas para que el experto en la técnica pueda identificar este tipo de enfermedades y
las sustancias que ejercen como bloqueadoras de los canales Kv1.3. Los bloqueadores del canal Kv1.3 han de ser
capaces de disminuir de forma dependiente de la dosis el flujo de corriente a través de estos canales, evocado por
un pulso de voltaje despolarizante. La presente solicitud describe en el Ejemplo 1 uno estos procedimientos
conocidos.

Para demostrar que una sustancia actia como bloqueadora de los canales Kv1.3, el experto en la técnica utiliza un
sistema de expresion heterdlogo. En el campo de la técnica se han descrito, y estan disponibles, algunas lineas
celulares estables que expresan el canal Kv1.3 por ejemplo las descritas en Grissmer et al., Mol. Pharmacol 44,
1227-34, 1994. Estas u otras células equivalentes se pueden solicitar a sus inventores.

Alternativamente, el experto en la técnica conoce las técnicas apropiadas para desarrollar un sistema heterélogo de
expresion en mamiferos. Para ello, puede comprar alguna linea celular de la coleccion de células de ATCC, como
por ejemplo las células HEK293 (Human Embrionic Kidney, n.° catdlogo ATCC CRC-1573), las células CHO-K1
(Chinese Hamster Ovary, n.° catalogo ATCC CCL-61) o las células COS-7 (fibroblastos de rifiédn de mono, n.°
catalogo ATCC CRC-1651) comercializadas en Europa a través de LGC Standards, UK. A modo de ejemplo, €l
canal Kv1.3 se puede expresar en las células HEK293 mediante transfeccion con Lipofectamina de un plasmido
apropiado para expresion en mamiferos, que contenga el ADNc de la secuencia codificante del canal Kv1.3.
Opcionalmente, el experto en la técnica puede realizar una co-transfeccion con moléculas marcadoras para
identificar las células que expresan efectivamente el canal transfectado.

La utilizacién de experimentos como el descrito en el ejemplo 1, ha permitido en el campo de la técnica la
identificacion de un gran nimero de compuestos descritos como bloqueadores de los canales Kv1.3 Algunos de
estos compuestos y sus respectivas afinidades por el canal Kv1.3 se especifican en la tabla 1:
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Tabla 1. Valores de Kd para péptidos y pequeiias moléculas bloqueadores de los canales Kv1.3. Abreviaturas:
4-AP, 4-aminopiridina; ShK—Dap22, toxina Stichodactyla helianthus con el acido diaminopropionico en posiciéon 22
sustituyendo a la Lys nativa; ShK—F6CA, Stichodactyla helianthus toxina—acido fluorescein-6-carboxilico; TEA,
cloruro de tetraetilamonio.(Datos tomados de Schimtz et al., Mol Pharmacol 2005, 68:1254-1270; Chandy et al.,
5 TIPS 2004, 25: 280-288; Abdel-Mottaleb et al., Toxicon 2008, 51:1424-1430; Shijin Y et al., Peptides 2008, 29:1514-

1520).
Sustancia Bloqueadora Afinidad (Kd)
Toxina Stichodactyla helianthus (ShK) 11 pM
Toxina Heterometrus spinnifer 1 12 pM
ShK-F6CA 48 pM
Toxina Pandinus imperator 2 50 pM
ShK-Dap22 52 pM
Hongotoxina 86 pM
Margatoxina 110 pM
Agiotoxina-2 200 pM
Toxina Pandinus imperator 3 500 pM
Kaliotoxina 650 pM
Toxina Buthus martensii Karsch (J123 péptidos) 790 pM
Noxiustoxina 1nM
Pap-1 2nM
Psora4 3 nM
Charybdotoxina 3 nM
Titystoxin-Ka 4 nM
Toxina Odonthobthus doriae 2 (OdK2) 7 nM
Toxina Pandinus imperator 1 11 nM
Toxina Bunodosoma granulifera 39 nM
trans-N-propil-carbamoiloxi-PAC 50 nM
Correolide 90 nM
Sulfamidobenzamidoindano 100 nM
Maurotoxina 150 nM
CP339818 150 nM
WIN173173 200 nM
UK78282 200 nM
Dendrotoxina 250 nM
PAC 270 nM
Toxina Parabuthus 3 492 nM
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(continuacion)
Sustancia Bloqueadora Afinidad (Kd)

Toxina Parabuthus 1 800 nM
Resiniferatoxina 3 uM

Nifedipino 5 uM

Nitrendipino 5uM

Ibu8 5uM

Fenciclidina 5uM

Verapamilo 6 JuM
H37 10 uM
Hg” 10 uM
Quinina 14 uyM
Cicutotoxina 18 uM
La® 20 uM
Trifluoperazina 20 uM
Capsaicina 26 uM
Diltiazem 27 uM
Progesterona 30 uM
K-Hefutoxina 40 uM
Luteolin 50 uM
Flecainida 60 uM
4-AP 190 uM
Zn~", Co”" 200 uM
Ba®", Cd” 2mM

TEA 10 mM
Mn*" 20 mM

Los bloqueadores descritos anteriormente se pueden utilizar, segun la presente invencion, en la fabricacién de una
herramienta farmacolégica que puede ser comunmente un medicamento que contiene cualquier excipiente
farmacoldgicamente aceptable y el bloqueador de Kv1.3 como principio activo, solo o en combinacién con otros
principios activos. La presente invencidon comprende todas las dosis efectivas en cualquiera de las enfermedades
comprendidas, asi como cualquiera de los procedimientos de administracion posibles independientemente de la
raza, género, biotipo, peso o edad del individuo a tratar.

Una aplicacion directa de la presente invencion es el desarrollo de un nuevo procedimiento para la prevencion y el
tratamiento de_enfermedades vasculares que son consecuencia de la desorganizacion de la estructura normal de la
pared vascular. Este procedimiento consiste en la administracién o el implante de una herramienta farmacoldgica
que comprende al menos un principio activo de efecto bloqueador de los canales Kv1.3. Preferentemente, el
procedimiento de la presente invencién consiste en la administracion de un bloqueador de los canales Kv1.3 del
grupo de la margatoxina, toxina ShK, psoralen, kaliotoxin, correolide, J123 y derivados y combinaciones de los
mismos. Muy preferentemente, las sustancias bloqueadoras comprenden las toxinas ShK-L5 o PAP-1. El ejemplo 4,
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las figuras 6, 7 y 8 ilustran el efecto de estas toxinas sobre las CMLV y el ejemplo 5 describe el protocolo de
administracion.

Otra aplicacion importante de la presente invencién consiste en el disefio y elaboracion de un sistema que permita la
liberacién controlada de la sustancia bloqueadora de Kv1.3, tal como un stent recubierto con un biopolimero, donde
se encuentra alojado el bloqueador para su liberacion paulatina. El ejemplo 5 describe los pormenores de esta
aplicacion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Ensayo para determinar si una sustancia es bloqueadora de los canales Kv1.3.

Para evaluar si una sustancia es capaz de disminuir, de forma dependiente de la dosis, el flujo de corriente a través
de los Kv1.3 (es decir, si es una bloqueadora de Kv1.3). Las corrientes a través de los canales Kv1.3, expresados en
el sistema heterologo, se estudiaron mediante la técnica de patch-clamp en la configuracion de célula entera. Las
corrientes se registraron a temperatura ambiente (21-25°C). Las células, colocadas en una camara de registro
situada en un microscopio invertido, se perfundieron con una solucién salina fisiolégica (en mM: 141 NaCl, 4,7 KClI,
1,2 MgCly, 1,8 CaCl,, 10 glucosa y 10 HEPES (pH 7,4 con NaOH). Las pipetas de registro se fabricaron a partir de
vidrio de borosilicato (2,0 mm OD, WPI) con un estirador de pipetas (Narishige PP-83) para que tengan resistencias
entre 2 y 5 MQ al rellenarlas con una solucién interna que contiene (en mM) 125 KClI, 4 MgCl,, 10 HEPES, 10 EGTA,
5 MgATP; (pH 7,2 con KOH). Las corrientes de célula entera se registraron con un amplificador Axopatch 200 o
equivalente, filtrando a 2 kHz y muestreando a 10 kHz. Los registros se digitalizaron con una interfase Digidata 1200
A/D comandada por el software CLAMPEX 8 software (Axon Instruments) o un sistema equivalente, en un
ordenador. Las células se mantuvieron a un potencial de reposo de -80 mV y desde ahi se aplicaron pulsos
despolarizantes de 200 ms de duracion desde -60 mV hasta +80 mV en intervalos de 10 mV cada 15 segundos. De
esta forma el experto pudo construir una curva corriente-voltaje para el canal Kv1.3.

La figura 3 muestra un ejemplo de este tipo de experimentos. Como se puede observar, la aplicacion de PAP-1 a
una concentracion de 10 nM produjo una reduccion de la corriente de en torno a un 80-85% para potenciales desde
+10 hasta +80 mV. El efecto de pulsos despolarizantes repetitivos desde -80 mV hasta +40 mV aplicados cada
segundo se evaludé con el fin de caracterizar la inactivacién acumulativa caracteristica de las corrientes Kv1.3. Las
potenciales sustancias bloqueadoras se aplican disueltas en la solucién externa, para estudiar el efecto de su
aplicaciéon con los protocolos descritos arriba y conocidos en el campo de la técnica, de forma que se puedan
caracterizar los posibles efectos de estas sustancias sobre la amplitud de la corriente, el curso temporal y la
dependencia de voltaje de su activacion e inactivacion.

Al observar modificaciones en alguno de estos parametros por la aplicacion de un bloqueador putativo, ha de
procederse al analisis de la curva dosis-respuesta del efecto bloqueador, asi como de la reversibilidad del efecto tras
el lavado del bloqueador. El andlisis cuidadoso de la velocidad de instauraciéon y lavado de los efectos permite
obtener una estimacién de la constante de afinidad de la sustancia por el canal.

Tomando el valor de la amplitud de la corriente a un voltaje determinado (por ejemplo +40 mV) en ausencia de
bloqueador como la corriente total (100%) se puede definir la reduccién porcentual de la amplitud de la corriente en
presencia del bloqueador como un valor entre 0 y 1 (corriente con sustancia en analisis en el medio /corriente
control). Si existe una reduccion de la corriente en presencia de la sustancia en analisis, se construye una curva
dosis-respuesta para tratar de definir la ICso (0 Kd) del bloqueo de la corriente Kv1.3 por la sustancia en analisis.

Para determinar la especificidad de las sustancias que se definen, asi como los bloqueadores del Kv1.3, se utiliza el
mismo tipo de estrategia experimental.

Ejemplo 2

Modificacion de la expresion de los canales Kv1.3 en CMLV de arterias femorales de ratéon con fenotipo
proliferativo.

Se estudiaron los cambios en la expresion de los canales Kv1.3 comparando CMLV de arterias femorales de ratén
en fenotipo contractil y proliferativo. El fenotipo contractil son las células aisladas directamente de la capa media de
la arteria femoral, y el efecto del cambio fenotipico se estudié en dos modelos de proliferacion diferentes: un modelo
in vivo en el que la hiperplasia de la intima se induce por lesién endoluminal con el procedimiento previamente
descrito (Roqué et al., Arterioscler Thromb Vasc Biol 20, 335-342, 2000) y un modelo in vitro en el que se obtienen
CMLV en cultivo a partir de explantes de arteria femoral de ratén (Miguel-Velado et al., Circ Res 97, 1280-1287,
2005).

Los ratones BPN se obtuvieron de Jackson Laboratories y se mantuvieron mediante cruces endogamicos en el
animalario de la Facultad de Medicina o el animalario del IDIBAPS, en condiciones controladas de temperatura
(21°C) con ciclos de 12h de luz y oscuridad y con libre acceso a agua y comida.

Para aislar las CMLV (modelo de células en fenotipo contractil), los animales se sacrificaron por decapitacion tras
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anestesia con isofluorano (5 % a 2,5 | O, min™). Las arterias femorales se disecaron y se retiré el tejido conectivo y
endotelial y se obtuvieron las células mediante una dispersion enzimatica con el protocolo previamente descrito
(Miguel-Velado et al., Circ Res 97, 1280-1287, 2005).

Para obtener las CMLV en cultivo (modelo de fenotipo proliferativo in vitro), pequefios fragmentos (0,5 mm) de
arterias femorales limpias de endotelio y conectivo se colocaron en placas de cultivo Petri de 35 mm cubiertas de 2%
gelatina (Tipo B, Sigma) en un medio de cultivo DMEM con 20% de suero fetal bovino, 100 U/ml penicilina, 100 U/ml
estreptomicina y 2 mM L-glutamina a 37 °C en una atmosfera de 5% CO-. La migracion y proliferacion de CMLV a
partir de estos explantes fue evidente a los 6-10 dias, pero los explantes se mantuvieron hasta que la monocapa de
CMLYV se hizo confluente. En este momento, mediante raspado mecanico con una espatula de goma las células se
soltaron y se sembraron en una nueva placa de cultivo a 1/3 de su densidad original. Las CMLV se sometieron de
esta forma a varios pases (3-4) sin mostrar cambios morfoldgicos aparentes.

Finalmente, para el modelo de proliferacién in vivo, a la edad de 12-16 semanas los ratones BPN se sometieron a
lesion transluminal unilateral de la arteria femoral mediante el pase repetido de un catéter de angioplastia de 0,25
mm de diametro siguiendo el protocolo previamente descrito (Roqué et al., Arterioscler Thromb Vasc Biol 20, 335-
342, 2000). Al cabo de 48 h, 1 semana o 4 semanas los ratones se sacrificaron mediante sobredosis de
pentobarbital para extraer las arterias femorales controles y lesionadas.

El estudio de la expresion de los canales Kv1.3 en estas tres preparaciones experimentales se llevd a cabo
determinando los niveles de ARNm del Kv1.3 mediante PCR a tiempo real (Figura 4) y la expresion de la proteina
del Kv1.3 mediante inmunohistoquimica en CMLV en fenotipo contractil y CMLV en cultivo o inmunocitoquimica en
secciones de arterias femorales fijadas, para el modelo de proliferacion in vivo con un anticuerpo anti-Kv1.3 (clone
L23/27 de Neuromab UC Davis NIH and Antibodies Inc.) y marcado con un anticuerpo secundario fluorescente
(Figura 5). El procesamiento de las muestras y la extraccion de ARN se realizé con los protocolos previamente
descritos (Miguel-Velado et al., Circ Res 97, 1280-1287, 2005) y los niveles de ARNm se determinaron utilizando
sondas Tagman para el Kv1.3 que se obtuvieron de Applied Biosystems.

Para la inmunocitoquimica con el anticuerpo anti-Kv1.3, las CMLV recién disociadas o en cultivo se sembraron en
cubres de vidrio de 12 mm de diametro, se fijaron con 4% de paraformaldehido en bufer de fosfato a pH 7,5 durante
15 minutos a 20°C, se lavaron con PBSTx (PBS 0,1% Tritén X-100) y se bloquearon con PBSTx conteniendo 10
mg/ml de albumina bovina y 2% de suero de cabra no inmune durante 10 min. El anticuerpo anti-Kv1.3 se diluy6 en
la solucién de bloqueo a una concentracion 1:100 durante 40-60 min a 21°C. Después de tres lavados de 5 minutos
en PBSTx las células se incubaron con el anticuerpo secundario (Alexa 488 goat anti-mouse de Molecular Probes) a
una dilucién de 1:1000 en solucién de bloqueo durante 30 minutos. Tras otros tres lavados con PBSTx los cubres se
montaron con VectaShield H100-DAPI (vector Labs) y las células se examinaron en un microscopio de fluorescencia
Nikon con un filtro de longitud de onda de 488 nm.

Para los estudios de inmunohistoquimica, los animales eutanizados se fijaron con perfusién intravenosa de 4% de
paraformaldehido en PBS durante 5 minutos a 100 mmHg para obtener secciones de parafina de las arterias
femorales tal y como esta descrito (Roqué et al., Arterioscler Thromb Vasc Biol 20, 335-342, 2000). Las secciones
fueron posteriormente desparafinadas, rehidratadas y tratadas con 1% de acido citrico y bloqueadas con 3% de
peroxido de hidrégeno (DakoCytomatation) antes de la incubacion con el anticuerpo primario durante 12h a 4°C.
Después, las secciones se lavaron con PBS y se incubaron con un anticuerpo antimouse IgG conjugado con
peroxidasa (DakoCytomatation) durante 30 minutos a temperatura ambiente y la sefial se detectd utilizando 3,3
diaminobencidina (DakoCytomatation). Tras lavar las secciones en agua destilada, se contratifieron con hematoxilina
(Roqué et al., Arterioscler Thromb Vasc Biol 20, 335-342, 2000) y se observaron al microscopio.

Finalmente, tanto en las CMLV en fenotipo contractil como las CMLV en cultivo se estudio la contribucién funcional
de los canales Kv1.3 a las corrientes de membrana mediante la técnica de patch-clamp en la configuracién de célula
entera con los protocolos previamente descritos (véase ejemplo 1 y también Miguel-Velado et al., Circ Res 97, 1280-
1287, 2005). Los bloqueadores utilizados fueron correolide en una concentracion 10uM (generosamente
proporcionado por los laboratorios MercK), Margatoxina 10 nM (obtenida de Alomone labs) (Figura 6) y PAP-1 10 nM
(obtenido de Sigma). Las drogas se prepararon a las concentraciones finales indicadas en la solucion salina del
bafio siguiendo las instrucciones de los proveedores y se aplicaron a las células durante un periodo de 1-2 min. Se
registraron las corrientes antes de aplicar la droga (control) y en presencia de la droga, y se calculé el porcentaje de
reduccion en la amplitud de las corrientes inducido por los distintos bloqueadores.

Resultados:

El analisis de la expresion del ARNm del canal Kv1.3 muestra un aumento muy significativo de los niveles de
expresion en las dos condiciones de proliferacion (cultivo y lesién endoluminal) con respecto a las células
contractiles tal y como se ilustra en la figura 4.

El estudio de la expresion de la proteina Kv1.3 mostré que mientras que sélo una pequeiia fraccion de las CMLV en
fenotipo contractil se marcaban con el anticuerpo frente al Kv1.3, la practica totalidad de las CMLV en cultivo
mostraban un marcaje intenso (Figura 5, panel A). Resultados similares se obtuvieron con la inmunohistoquimica
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con el anticuerpo anti-KKv1.3 en secciones de arterias femorales (Figura 5, panel B). El marcaje en las arterias
controles, sin lesion y por tanto con CMLV en fenotipo contractil, fue escaso y limitado a la capa media, mientras que
tras la lesién endoluminal se observa un aumento de la proliferacion (la hiperplasia de la intima) y un aumento del
numero de células inmunopositivas tanto en la neointima como en la capa muscular. La cuantificaciéon de varios
experimentos realizados en diferentes animales confirmé un aumento significativo del area marcada en las arterias
lesionadas (Figura 5, panel B).

Finalmente, el estudio de la expresion funcional de los canales Kv1.3 registrados con técnicas electrofisioldgicas nos
permitid confirmar que este aumento de la expresion del ARNm y la proteina del Kv1.3 en CMLV en fenotipo
proliferativo refleja un aumento de la expresion funcional de los canales, ya que las corrientes mediadas por el Kv1.3
fueron significativamente mayores en CMLV en cultivo que en CMLV recién disociadas, contractiles (Figura 6).

Tal como se aprecia en el panel B de la figura 6, el efecto de estos bloqueadores (y por tanto la fraccion de la
corriente que representan los canales Kv1.3) fue significativamente mayor en las CMLV en cultivo en todos los
casos. Por ejemplo, en el caso de la Margatoxina, la corriente bloqueada por esta droga fue el 10,6 + 2,03 de la
corriente Kv en las CMLV contractiles y el 58,15 + 4,54 de la corriente Kv en las CMLV en cultivo, y en el caso del
PAP-1 (es decir, los canales Kv1.3 contribuyen al 10% de la corriente total en las células diferenciadas y casi el 60%
de la corriente total en las células en cultivo.

Todos estos datos en su conjunto apuntan a un aumento de la contribucion de estos canales a las corrientes de las
CMLYV proliferantes, y evidencian que estos canales podrian representar valiosas herramientas terapéuticas para el
bloqueo de la proliferacion ya que el aumento en su expresion participa en los cambios que llevan a las CMLV a
proliferar.

Ejemplo 4

Efecto del bloqueo especifico de canal Kv1.3 con Margatoxina y con PAP-1 sobre la velocidad de migracion
y proliferacion de las CMLYV en cultivo.

Procedimientos: Los estudios de migracion se han realizado en cultivos de células de musculo liso obtenidas a partir
de explantes de arterias uterinas humanas confluentes, mantenidas en un medio de cultivo DMEM suplementado
con 20% de suero fetal bovino, 100U/ml de penicilina y estreptomicina y 2 mM de L-glutamina a 37°C en un
incubador humidificado con una atmdsfera de 5% CO,. En estos cultivos, mediante la punta de una pipeta P10
estéril se rasca una pequefa superficie de la monocapa creando un espacio sin células y se dejan 24-48 h en el
mismo medio de cultivo pero sin suplementar con suero fetal bovino para bloquear la proliferacion. El area de la
superficie sin células creada por la punta de la pipeta se cuantificé mediante el software de analisis de imagen del
programa Image J, midiéndolo a 0, 24 y 48 h. El area libre de células a 0 h se toma como control y el area a 24 o 48
h se expresa como fraccién del area control, lo que nos permite determinar el grado de migraciéon como el porcentaje
de area libre de células a las 24 o 48 h respecto del area libre de células a las Oh (el 100%). Se estudié la migracion
en estos cultivos en situacion control y en presencia de margatoxina (10 nM) o PAP-1 (10 nM). Las drogas se
preparan en solucion salina estéril a una concentracion de 10 uM y se afiaden al medio de cultivo sin suero (1 pl/ml
para obtener la concentracion final de 10 nM.

Para los estudios de proliferacion hemos determinado la fraccién de células que incorporan 5-bromo-2’-desoxiuridina
(BrdU). La BrdU es un analogo de la timidina que se puede incorporar en su lugar durante la fase de sintesis del
ciclo celular. Las células que han incorporado BrdU se pueden detectar mediante observacion al microscopio de
fluorescencia al utilizar un anticuerpo monoclonal frente a esta molécula y un anticuerpo secundario conjugado con
un fluorocromo. El ensayo se realiz6 con un kit comerical (5-Bromo-2’-deoxy-uridine labeling and Detection Kit I;
Roche Applied Science, Germany). Las células de musculo liso de arteria uterina humana se dejaron crecer durante
48 h en cubres de cristal de 12 mm de diametro en medio DMEM suplementado con suero y antibiéticos como se ha
descrito anteriormente, hasta conseguir una confluencia cercana al 50%. En este momento, los cubres se mantienen
durante 24 h a 37°C y en atmosfera de 5% CO2 en medio de cultivo con 5% de suero fetal bovino (control), medio
con 5% de suero y 10 nM de PAP-1 y medio con 5% de suero y 10 nM de Margatoxina, tras lo cual se realiza el
ensayo de incorporacion de BrdU siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Para cuantificar los resultados,
se cuentan en 10-20 campos en cada experimento el nimero de células positivas para BrdU respecto al nimero
total de células en el campo (que se determina marcando los nucleos con el colorante fluorescente DAPI).

Resultados: La migracion de las CMLV de arteria uterina se redujo significativamente en presencia de estos
bloqueadores de los canales Kv1.3. La figura 7 muestra en los paneles de la izquierda las imagenes tomadas en un
cultivo representativo, en el cual se estudio el efecto de estas dos drogas sobre la migracién de las CMLV a 24 h, asi
como resultados promedio (panel derecho).

En relacién con los experimentos de proliferaciéon, observamos también una disminucién en la fraccién de células
marcadas con BrdU en los grupos tratados con los bloqueadores del canal Kv1.3, indicando que el bloqueo del canal
inhibe la proliferacién (véase figura 8).
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Estos resultados indican que de nuevo el aumento de la expresion del Kv1.3 esta asociado a la proliferacion y
migracion de las células en esta preparacion, en la cual nuestros resultados previos mostraban que, al igual que en
las CMLV de arteria femoral de ratén, la proliferacion induce un aumento en la expresion de Kv1.3 tanto a nivel de
ARNmM como de proteina (Miguel-Velado et al., Circ Res 97, 1280-1287, 2005).

Ejemplo 5 (profético)
Modelo animal porcino para el tratamiento de la restenosis

Procedimientos: Se utilizan stents de acero inoxidable expansibles (Cordis Co) de 18 mm de largo recubiertos de
una fina capa de un copolimero de poli-n-butil metacrilato y polietilen-vinil acetato conteniendo 200 ug de PAP-1 o
200 pg de ShK-L5. El peso total del polimero con la droga esta en torno a 500ug y la relacion droga: polimero es de
un 30%. Los stents se empaquetan de forma individual, se codifican con un coédigo de barras (para hacer un
experimento doble ciego) y se esterilizan con 6xido de etileno.

36 stents (12 con el polimero sélo, 12 con PAP y 12 con ShK) se implantan en 12 cerdos jovenes (25-35 kg) en las
ramas descendente anterior o circunfleja de la arteria coronaria izquierda o en la arteria coronaria derecha (a razon
de 3 stents por animal). Los animales se recuperan de la operacion y se devuelven al animalario donde reciben una
dieta normal suplementada con aspirina (325 mg/d). Se obtienen muestras de sangre de los animales a las 6, 12, 24,
48 y 96 horas para determinar los niveles plasmaticos de PAP y ShK. Alos 7 (n=4) o 28 dias (n=8) los animales se
eutanizan tras la realizacion de una arteriografia coronaria para el analisis cuantitativo. En un animal de cada grupo
(7 y 28 d), tras la eutanasia se disecan las arterias coronarias, se retira el stent y se congelan las muestras en
nitrégeno liquido, para determinacion de distintos marcadores mediante western-blot de los tejidos y para
determinaciones de los niveles de PAP y ShK en la pared arterial. En el resto de los animales, inmediatamente
después de la eutanasia, se colectan los corazones y las arterias coronarias se fijan por perfusion de formalina al
10% durante 30 min. A continuacidon los vasos coronarios se disecan y se procesan para su analisis
inmunohistoldgico y morfométrico realizando secciones de la zona donde se sitla el stent y los margenes superiores
e inferiores.

Se realiza un analisis morfométrico midiendo el grado de endotelizacion de la zona del stent, el contenido de CMLV
en la intima y su grosor en relacion con el grosor del vaso y el area de la luz (véase figura 9).

Los estudios farmacocinéticos muestran que los niveles de PAP-1 y ShK en sangre son maximos en la medida inicial
a las 6 horas tras el implante del stent (en torno a 3 ng/ml) y disminuyen y se mantienen debajo del limite de
deteccion a los 4 dias (<0,2 ng/ml). El contenido de PAP y ShK en el tejido arterial es de 97 y 83 ng/arteria a los 7
dias y de 30 y 25 ng/arteria a los 28 dias.

Los estudios morfométricos indican que no se observan diferencias en el nivel de endotelizacion entre los stents
controles y los stents con los bloqueadores. Sin embargo, el nimero de CMLV en la intima se redujo
significativamente en las arterias con los stents tratados con PAP y ShK, al igual que se redujo el grado de estenosis
(45% en control frente a 27% en presencia de PAP-1y 26.2% con ShK) y el area de la intima (5,07 mm? en control
frente a 2,23 mm? con PAP-1 y 2,06 mm? con ShK).

Las determinaciones de la expresion de proteinas marcadoras de la formacion de la intima como PCNa y pRb y de
marcadores de inflamacién como IL6 se realizan mediante Western-blot y se cuantifican por densitometria. Los
resultados muestran de nuevo una disminucion significativa de la presencia de todos estos marcadores en los
segmentos arteriales donde se colocan los stents con los bloqueadores del Kv1.3, en los que los niveles de estas
proteinas representan entre un 30 y un 50% de los niveles que se observan en las zonas donde se colocan los
stents controles.

Los resultados indican que el procedimiento es eficaz para reducir la proliferacion de la intima y la respuesta
inflamatoria sin producir reacciones alérgicas o inmunoldgicas locales. Asimismo, el sistema de liberacion de los
bloqueadores produce sus efectos localmente pero los niveles circulantes son indetectables, reduciendo la
posibilidad de efectos secundarios. Este tipo de enfoque se podria plantear para su uso en seres humanos.
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REIVINDICACIONES

. Uso de PAP-1, como sustancia bloqueadora de los canales Kv1.3, en la fabricacion de una herramienta

farmacoldgica para el tratamiento de enfermedades vasculares relacionadas con la hiperplasia de la intima.

. Uso segun la reivindicacion 1, que comprende PAP-1 y al menos un excipiente farmacolégicamente aceptable.

Uso segun la reivindicacion 1, en el que dichas enfermedades vasculares comprenden, restenosis, nefropatia
cronica post-trasplante, oclusién tardia de by-pass, vasculopatia coronaria post-trasplante y las equivalentes y
combinaciones de las mismas.

Dispositivo de dosificacion para implante en un vaso arterial de un animal, incluyendo un ser humano, que
comprende un sistema contenedor que contiene PAP-1.

Dispositivo de suministro segun la reivindicacion 4, para su uso en el tratamiento de restenosis, nefropatia

cronica post-trasplante, oclusién tardia de by-pass, vasculopatia coronaria post-trasplante y las equivalentes y
combinaciones de las mismas.
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FIG. 1
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FIG. 2
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