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DESCRIPCION
Composiciones para inhibir la angiogénesis
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una saponina esteroidea seleccionada a partir del grupo que consiste en deltoni-
na, dioscina y prosapogenina A para uso en la inhibicion de la angiogénesis en un sujeto humano o animal, en don-
de la angiogénesis es angiogénesis asociada con una enfermedad mencionada en la reivindicacion 1.

Antecedentes de la invencion

La angiogénesis es el proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos sanguineos preexisten-
tes mediante el crecimiento y la migracion de células endoteliales, en un proceso denominado formacion de "brotes".

El crecimiento de las células endoteliales es una etapa decisiva en el proceso angiogénico. Los érganos tienen limi-
tes perfectamente marcados, definidos por estructuras circundantes acelulares denominadas membranas basales
que se componen de un tejido de proteinas de la matriz extracelular (MEC), predominantemente lamininas, colageno
de tipo IV y proteoglicanos. La angiogénesis comienza con la erosion de la membrana basal que rodea las células
endoteliales que recubren el lumen de los vasos sanguineos. La erosion de la membrana basal se activa con enzi-
mas liberadas por las células endoteliales y los leucocitos. A continuacion, las células endoteliales migran a través
de la membrana basal erosionada cuando son inducidas por agentes estimulantes angiogénicos. Las células que
migran forman un "brote" fuera del vaso sanguineo progenitor. Las células endoteliales que migran proliferan, y los
brotes se fusionan para formar bucles capilares, formando de este modo un nuevo vaso sanguineo.

El control de la angiogénesis es un proceso muy regulado que implica las acciones de una variedad de agentes
estimuladores e inhibidores angiogénicos. Se piensa que tanto la angiogénesis controlada como la incontrolada
proceden de una manera similar.

En condiciones fisiolégicas normales, los seres humanos y los animales experimentan angiogénesis solo en situa-
ciones restringidas muy especificas. Por ejemplo, la angiogénesis normalmente solo se observa en la cicatrizacion
de heridas, el desarrollo fetal y embrionario, y la formacién del cuerpo luteo, el endometrio y la placenta.

Sin embargo, una angiogénesis incontrolada o no deseada esta asociada a muchas enfermedades y afecciones. La
induccion de la angiogénesis es un rasgo caracteristico del cancer, caracterizado por la dispersion de células tumo-
rales por todo el organismo. El proceso por el cual las células tumorales migran desde un sitio primario hasta un sitio
secundario se denomina "metastasis", el cual es la diferencia fundamental entre un crecimiento benigno y maligno, y
representa el principal problema clinico del cancer. Desafortunadamente, mas del 50% de los tumores sélidos han
sufrido metastasis en el momento del diagndstico.

La evidencia del papel de la angiogénesis en el crecimiento tumoral es amplia y generalmente se acepta que el
crecimiento de cualquier tumor solido depende decisivamente de este proceso. La angiogénesis tiene un papel deci-
sivo en dos estadios del desarrollo tumoral. En primer lugar, la angiogénesis es necesaria para que una masa tumo-
ral crezca mas alla de un tamafo de unos pocos milimetros. Sin la formaciéon de una nueva vascularizacion, las
células de la masa tumoral no recibiran suficiente aporte sanguineo para desarrollarse mas alla de ese pequefio
tamano. Sin embargo, una vez que comienza la vascularizacion del tumor, la masa tumoral se puede expandir pos-
teriormente.

La vascularizacion del tumor también tiene un papel significativo en el desarrollo de tumores secundarios. La vascu-
larizacion del tumor permite que las células tumorales entren en el torrente sanguineo y circulen por todo el orga-
nismo. Después de que las células tumorales han abandonado el sitio primario y se han instalado en un sitio secun-
dario (metastasico), una angiogénesis adicional permite entonces que la masa tumoral secundaria crezca y se ex-
panda. Por lo tanto, la prevencion de la angiogénesis no solo puede conducir a una reduccion del crecimiento de un
tumor en su sitio primario, sino que la prevencion de la angiogénesis también puede inhibir o reducir la migracion de
las células tumorales desde el sitio primario a otras partes del organismo (metastasis).

Ademas de la formacién de tumores, también existen diversas enfermedades y afecciones inducidas por la angiogé-
nesis o asociadas con una angiogénesis incontrolada o no deseada. Estas incluyen retinopatia diabética, fibroplasia
retrolenticular, glaucoma neovascular, psoriasis, angiofibroma, inflamacion inmune y no inmune (incluyendo la artritis
reumatica), propagacion de vasos capilares en placas de arteriosclerosis, angioma y sarcoma de Kaposi. La angio-
génesis también puede ocurrir en una articulacion reumatoide, acelerando la destruccion de una articulacion al per-
mitir una afluencia de leucocitos con la posterior liberacion de agentes mediadores inflamatorios.

La angiogénesis también tiene un papel fundamental en la cérnea y la retina de pacientes con ciertos trastornos
oculares, por ejemplo, la enfermedad neovascular ocular. Esta enfermedad se caracteriza por la invasion de nuevos
vasos sanguineos en las estructuras del ojo, tales como la retina o la cérnea. Es la causa mas comun de ceguera y
esta asociada con un gran numero de enfermedades del ojo. En la degeneracion macular relacionada con la edad,
los problemas visuales asociados estan causados por un crecimiento hacia dentro de los capilares coroidales a
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través de defectos en la membrana de Bruch con proliferacion del tejido fibrovascular por debajo del epitelio pigmen-
tario de la retina.

Una inflamacién crénica también puede implicar una angiogénesis patolégica. Enfermedades tales como la colitis
ulcerosa y la enfermedad de Crohn muestran cambios histoldgicos con el crecimiento hacia dentro de nuevos vasos
sanguineos en los tejidos inflamados. Otro papel patolégico asociado con la angiogénesis se encuentra en la ateros-
clerosis. Se ha mostrado que las placas formadas dentro del lumen de los vasos sanguineos tienen actividad estimu-
ladora de la angiogénesis.

La angiogénesis también esta implicada en la reproduccion y en la cicatrizacion de heridas. En la reproduccion, la
angiogénesis es una etapa importante en la ovulacién y también en la implantacion de la blastula después de la
fecundacion. La prevencion de la angiogénesis se puede utilizar para inducir amenorrea, para bloquear la ovulacion
o para evitar la implantacién de la blastula. En la cicatrizacién de heridas, una reparacion o fibroplasia excesiva pue-
de ser un efecto secundario perjudicial de procesos quirirgicos y puede estar causada o agravada por la angiogéne-
sis. Las adherencias son una complicacion frecuente de la cirugia y conducen a problemas tales como la obstruccion
del intestino delgado.

El tratamiento actual de enfermedades que implican una angiogénesis incontrolada o no deseada, es inadecuado.
Por consiguiente, existe una necesidad de nuevos métodos y composiciones que inhiban la angiogénesis incontrola-
da o no deseada.

La presente invencion surge de la determinacion de que las saponinas esteroideas tienen capacidad antiangiogéni-
ca, y se refiere a una saponina esteroidea para uso en la inhibiciéon de la angiogénesis en un sujeto humano o ani-
mal.

Una referencia en esta memoria a un documento de patente o a otro material que se proporciona como técnica ante-
rior, no se va a tomar como una admisién de que el documento o el material era conocido o que la informacién que
contiene formaba parte del conocimiento general comun, en cuanto a la fecha de prioridad de cualquiera de las rei-
vindicaciones.

El uso de saponinas esteroideas especificas para el tratamiento del cancer se conoce por los documentos de paten-
te WO 2005/060977 A1, CN 1237583 A, JP 8040914 Ay JP 3271224 A y también se describe en Lee Mei-Sze et al.:
“Effects of polyphyllin D, a steroidal saponin in Paris polyphylla, in growth inhibition of human breast cancer cells and
in xenograft”’, Cancer Biology & Therapy, vol. 4 n°® 11, 2005, paginas 1248-1254, Zhang Hong-Jie et al.: “Bioactive
constituents form Asparagus cochinchinensis”, Journal of Natural Products, vol. 67, n® 2, 2004, paginas 194-200, Liu
Ming-Jie et al.: “The mitotic-arresting and apoptosis-inducing effects of diosgenyl saponins on human leukemia cell
lines”, Biological & Pharmaceutical Bulletin, vol. 27, n® 7, 2004, paginas 1059-1065, y Rong-Tsun Wu et al.: “Formo-
sanin-C, an immunomodulator with antitumor activity”, International Journal of Immunopharmacology, vol. 12, n° 7,
1990, paginas 777-786.

El documento WO2005/60977 describe el uso de diversas saponinas esteroideas como inhibidores de Core
2GIcNACc-T para el tratamiento de enfermedades tales como enfermedades inflamatorias, aterosclerosis, retinopatia
diabética, etc. (pagina 7, lineas 5-13). Los compuestos incluyen saponinas furostanol y espirostanol que se descri-
ben en 11 formulas de Markush diferentes (pag. 29, |. 15-24, pagina 8-10, reivindicaciones 1-25). La diosgenina y la
deltonina se mencionan en una larga lista y se denominan compuestos “preferidos” (pag. 23, |. 4-16). Sin embargo,
no pertenecen a los denominados “compuestos particularmente preferidos”, a saber, trigeonisida 1Va, Glicosida F,
Shatavarin |, compuesto 3 y pardarinosida C (véase la pagina 16, linea 14 - pagina 17, linea 5). Los experimentos
solo muestran actividad in vitro en la inhibicién de GIcNAc-T para los denominados compuestos preferidos trigeoni-
sida IVa, glicosida F y shatavarin (véase la pagina 41). Se demostrado actividad terapéutica en el tratamiento de la
retinopatia diabética solo para el extracto de semillas de fenogreco (pagina 44, linea 22-24)

Compendio de la invencion

La presente invencion surge de estudios sobre la capacidad de las saponinas esteroideas para inhibir la angiogéne-
sis. En particular, se ha encontrado que las saponinas esteroideas tienen la capacidad de inhibir la angiogénesis en
una variedad de sistemas modelos in vivo y ex vivo. Este hallazgo indica que las saponinas esteroideas tienen capa-
cidad antiangiogénica significativa.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona una saponina esteroidea para uso en la inhibicién de la angio-
génesis en un sujeto humano o animal segun la reivindicacion 1, la cual se selecciona a partir del grupo que consiste
en deltonina, dioscina, prosapogenina A.

Varios términos que se utilizaran en toda la memoria descriptiva tienen significados que un destinatario experto en-
tendera perfectamente. Sin embargo, para facilitar la consulta, algunos de estos términos se definiran ahora.

El término "glucosido” tal como se utiliza en toda la memoria descriptiva debe entenderse como un compuesto que
contiene un resto sacarido (azlcar) (monosacarido, disacarido o polisacarido), unido a un componente triterpeno o
esteroideo o aglicona alcaloide esteroidea (no sacarido). En la mayoria de las circunstancias, el resto sacarido (azu-
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car) esta unido a la posicion C-3 de la aglicona, aunque se contemplan otros enlaces dentro del alcance de la pre-
sente invencioén. Por ejemplo, los glucdsidos furostanol, que contienen un sacarido fijado a la posicién C-26, y gluco-
sidos espirostanol son ambas subclases de las saponinas esteroideas.

El término "saponina” tal como se utiliza en toda la memoria descriptiva debe entenderse como un glucésido que
incluye un sacarido (azucar) fijado a la aglicona, generalmente a través de la posicion C-3 de la aglicona.

La expresiéon "saponina esteroidea" tal como se utiliza en toda la memoria descriptiva debe entenderse como un
glucoésido que incluye una o varias unidades de sacarido (incluyendo una o varias unidades de monosacarido, dis-
acarido o polisacarido) fijadas a una aglicona que no contiene un atomo de nitrégeno.

Una "aglicona" esteroidea también se denomina una "genina" o sapogenina" y los términos se pueden usar indistin-
tamente en toda la memoria descriptiva y todos deben entenderse como la porcién no sacarida de una molécula de
saponina.

El término "sacaridoA-(1—n)-sacaridoB" tal como se utiliza en toda la memoria descriptiva debe entenderse como
que el sacarido A esta unido por su C-1 al C-n del sacarido B, siendo n un nimero entero.

Por ejemplo, el polisacarido de nombre comun "chacotriosa" es a-L-ramnopiranosil-(1—2)-[a-L-ramnopiranosil-
(1—4)]-B-D-glucopiranésido. Una forma abreviada de la nomenclatura de acuerdo con las recomendaciones de la
IUPAC, utilizada en esta memoria, es Rha 2, [Rha 4], Glc.

El término "sujeto”, tal y como se usa en toda la memoria descriptiva debe entenderse como cualquier sujeto huma-
no o animal. A este respecto, se entendera que la presente invencion incluye dentro de su alcance aplicaciones
veterinarias. Por ejemplo, el sujeto animal puede ser un mamifero, un primate, un animal de granja (por ejemplo, un
caballo, una vaca, una oveja, un cerdo o una cabra), un animal de compafia (por ejemplo, un perro, un gato), un
animal para ensayo de laboratorio (por ejemplo, un ratén, una rata, una cobaya, un pajaro), un animal de importancia
veterinaria o un animal de importancia econémica.

El término "tratar" y variantes del mismo, tal como se utiliza en toda la memoria descriptiva, debe entenderse como
una intervencion terapéutica con una cantidad eficaz de una saponina esteroidea. Por ejemplo, el término incluye
dentro de su alcance, una intervencion terapéutica para obtener uno o varios de los siguientes resultados: (i) inhibir o
prevenir el crecimiento de un tumor primario en un sujeto, incluyendo la reduccién del crecimiento del tumor primario
después de la extirpacion; (ii) inhibir o prevenir el crecimiento y la formacién de uno o varios tumores secundarios en
un sujeto; (iii) inhibir o prevenir la angiogénesis en un sujeto; (iv) inhibir la proliferacion y/o la migracion de las células
endoteliales en un sujeto; (v) mejorar la esperanza de vida del sujeto en comparacién con el estado sin tratar; y (vi)
mejorar la calidad de vida del sujeto en comparacioén con el estado sin tratar.

El término "inhibir" tal como se utiliza en toda la memoria descriptiva debe entenderse como una reduccion en el
progreso de un proceso, incluyendo uno cualquiera o varios de los términos inicio, tasa, probabilidad, continuacion o
terminacion de un proceso.

El término "angiogénesis", tal como se usa en toda la memoria descriptiva debe entenderse como la generacion de
nuevos vasos sanguineos ("neovascularizacion"), por ejemplo, en un tejido u érgano.

La expresion "sistema biolégico™ tal como se utiliza en toda la memoria descriptiva debe entenderse como cualquier
sistema multicelular e incluye desde grupos aislados de células hasta organismos completos. Por ejemplo, el siste-
ma biolégico pueden ser células en cultivo tisular, un tejido o un érgano, o un sujeto humano completo, tal como un
sujeto humano que padece los efectos de una angiogénesis no deseada o incontrolada, o una enfermedad o afec-
cién asociada con la angiogénesis incontrolada o no deseada.

La expresion "agente antiangiogénico" tal como se utiliza en toda la memoria descriptiva debe entenderse como un
agente que tiene la capacidad de inhibir la angiogénesis en un sistema bioldgico.

Breve descripcion de las Figuras

La Figura 1 muestra el efecto de incrementar la concentracion de deltonina sobre el crecimiento de los vasos a partir
de explantes adrticos.

La Figura 2 muestra un ejemplo representativo del efecto de DMSO solo sobre explantes aodrticos utilizando micros-
copia luminosa o tincién con lectina Fitc-BS-1.

La Figura 3 muestra un ejemplo representativo del efecto de deltonina 10 uM sobre explantes aodrticos utilizando
microscopia luminosa o tincién con lectina Fitc-BS-1.

La Figura 4 muestra el efecto de dioscina, deltonina, trilina, prosapogenina A y sorafenib sobre la tinciéon con CD31
de vasos sanguineos en angioesponjas, como un indicador del efecto de estos compuestos sobre el nimero prome-
dio de vasos sanguineos inducidos.
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La Figura 5 muestra el efecto de dioscina, deltonina, trilina, prosapogenina A y sorafenib sobre el porcentaje de
induccion de la angiogénesis a través de bFGF en angioesponjas.

La Figura 6 muestra el efecto de dioscina, deltonina, trilina, prosapogenina A y sorafenib sobre el volumen sangui-
neo en angiocamaras.

La Figura 7 muestra el efecto de dioscina, deltonina, trilina, prosapogenina A y sorafenib sobre la induccion de la
angiogénesis mediante bFGF en angiocamaras.

Descripcion general de la invencion

Como se ha mencionado anteriormente, la presente invencién proporciona una saponina esteroidea para uso en la
inhibicién de la angiogénesis en un sujeto humano o animal segun la reivindicacion 1.

De acuerdo con la invencion, el sistema bioldgico es un sujeto humano o animal. En una realizaciéon especifica, el
sistema bioldgico es un sujeto humano o animal en el que la angiogénesis esta asociada con una enfermedad o una
afeccion que es debida a una angiogénesis no deseada o incontrolada.

El sistema bioldgico es un sujeto humano o animal que padece o es susceptible de padecer angiogénesis asociada
con la formacién o expansion de angiofibroma, neovascularizacion corneal, neovascularizacion retinal/coroidal, reti-
nopatia diabética, degeneracion macular relacionada con la edad, malformaciones arteriovenosas, artritis, artritis
reumatoide, osteoartritis, artritis psoriasica, lupus, trastornos del tejido conectivo, sindrome de Osler-Weber, placas
aterosclerdticas, psoriasis, granuloma pidgeno, fibroplasias retrolenticulares, esclerodermia, hemangioma; tracoma,
articulaciones hemcdfilicas, adherencias vasculares, cicatrices hipertréficas, enfermedades o afecciones asociadas
con la inflamacion aguda o crénica, enfermedades o afecciones asociadas con la inflamacion cronica del pulmén
incluyendo asma, sarcoidosis, enfermedades inflamatorias del intestino, enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa.

El sujeto en las diversas realizaciones de la presente invencion es un sujeto humano o animal. Por ejemplo, el sujeto
animal puede ser un mamifero, un primate, un animal de granja (por ejemplo, un caballo, una vaca, una oveja, un
cerdo o una cabra), un animal de compafia (por ejemplo, un perro, un gato), un animal para ensayo de laboratorio
(por ejemplo, un ratén, una rata, una cobaya, un pajaro), un animal de importancia veterinaria o un animal de impor-
tancia econdémica.

En una realizacion, el sujeto es un sujeto humano.

Las saponinas se dividen convencionalmente en tres clases principales: (i) glucdsidos triterpenos; (ii) glucosidos
esteroideos; y (iii) glucdsidos alcaloides esteroideos. Todos ellos tienen en comun la fijacion de una o varias unida-
des de azucar a la aglicona, en general, en la posicion C-3. Las saponinas esteroideas son generalmente tal y como
se describen en Hostettmann Ky Marston A (2005). Chemistry & pharmacology of natural products: Saponins. Cam-
bridge University Press.

Como se ha expuesto anteriormente en el presente documento, las saponinas esteroideas no contienen un atomo
de nitrégeno en el resto de aglicona.

Se apreciara que las saponinas esteroideas generalmente incluyen saponinas esteroideas de origen natural y sapo-
ninas esteroideas de origen no natural (es decir, saponinas esteroideas sintetizadas quimicamente). Ademas, tam-
bién se apreciara que las saponinas esteroideas generalmente también incluyen profarmacos de saponinas esteroi-
deas, derivados de saponinas esteroideas, incluyendo por ejemplo, cualquier éster, cetona, acido carboxilico, sal,
forma sustituida, forma halogenada u otras formas que contienen heteroatomos, formas insaturadas, o cualquier otro
derivado funcional.

La porcién de sacarido de las saponinas esteroideas generalmente puede incluir una o varias unidades de sacarido,
tales como un monosacarido, una unidad de disacarido o una unidad de polisacarido.

También se apreciara que una saponina esteroidea generalmente también puede incluir una aglicona con un sacari-
do fijado a una o a varias posiciones del resto aglicona.

Una saponina esteroidea puede incluir un sacarido fijado a una sola posicion del componente sapogenina de la sa-
ponina esteroidea.

Como se ha descrito anteriormente, la unidad de sacarido puede ser un monosacarido, un disacarido o un polisaca-
rido. El sacarido puede estar compuesto por un monosacarido adecuado, tal como D-glucosa (Glc), L-ramnosa
(Rha), D-galactosa (Gal), acido D-glucurénico (GIcA), D-xilosa (Xyl), L-arabinosa (Ara), D-fucosa (Fuc), acido D-
galacturonico (GalA). La unidad de sacarido también puede ser un azucar sustituido, tal como un amino azucar, un
azucar sulfatado, un azucar acilado, un azucar N-acilado y derivados funcionales de cualquiera de los monosacari-
dos mencionados anteriormente.

Del mismo modo, un disacarido puede ser generalmente cualquier combinacién de dos monosacaridos, como se ha
descrito anteriormente.
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Los polisacaridos generalmente pueden ser lineales o ramificados, e incluir cualquier combinaciéon de dos o mas
monosacaridos, incluyendo el monosacarido descrito anteriormente en este documento.

Generalmente, el polisacarido se compone de 1 a 6 unidades de monosacarido.

A este respecto, y como se ha descrito anteriormente en la presente memoria, los polisacaridos se describen gene-
ralmente en el contexto de la disposicién de los monosacaridos componentes.

El sacarido de la saponina esteroidea generalmente puede estar compuesto por 1 unidad de monosacarido. Un
ejemplo de un monosacarido es glucosa con el nombre quimico -D-glucopirandsido, que cuando esta fijado a la
diosgenina aglicona través de la posicion C-3, tiene el nombre comun de "trilina".

En una realizacion, el sacarido de la saponina esteroidea se compone de 2 unidades de monosacarido, es decir, un
disacarido. El disacarido es Rha 2, Glc con el nombre quimico a-L-ramnopiranosil-(1—2)--D-glucopiranésido, que
cuando esta fijado a la diosgenina aglicona a través de la posicion C-3, tiene el nombre comun de "prosapogenina
A"

En otra realizacién, el polisacarido se compone de 3 unidades de sacarido, es decir, un trisacarido. De acuerdo con
la invencion, un chacotridsido es la unidad de trisacarido, en donde el grupo glucosilo de tres sacaridos tiene dos
unidades de ramnosa unidas a una unidad de glucosa que a su vez esta unida a través de un enlace glicésido a la
posicion C-3 de una sapogenina. La chacotriosa es a-L-ramnopiranosil-(1—2)-[a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-B-D-
glucopirandésido. Una forma abreviada de nomenclatura de acuerdo con las recomendaciones de la IUPAC utilizada
en esta memoria, es Rha 2, [Rha 4], Glc.

En ofra realizacion, la saponina esteroidea es dioscina, en donde la dioscina es la diosgenina sapogenina ligada a
través de la posiciéon C-3 a chacotriosa (Rha 2, [Rha 4], Glc).

En otra realizacion, la saponina esteroidea es deltonina, en donde la deltonina es la diosgenina sapogenina unida a
través de la posicion C-3 a Rha 2, [Glc 4], Glc.

Del mismo modo, el solatridsido es un grupo glucosilo de tres sacaridos que tiene una unidad de ramnosa y una
unidad de sacarido no ramnosa, cada una unida a una tercera unidad de sacarido, que a su vez esta unida a través
de un enlace glucosidico a la posicién C-3 de una sapogenina.

Un ejemplo de un tetrasacarido es [Rha 4, Rha 4], Rha 2, Glc con el nombre quimico [a-L-ramnopiranosil(1—4)-o-L-
ramnopiranosil(1—4)]-a-L-ramnopiranosil(1—4)-B-D-glucopiranésido, que cuando esta fijado a la diosgenina aglico-
na través de la posicién C-3, tiene el nombre comun de "asperina".

Otro ejemplo de un tetrasacarido es Glc 4, [Xyl 3], Rha 2, Ara, con el nombre quimico -D-glucopiranosil(1—4)-[3-D-
xilopiranosil(1—3)]-a-L-ramnopiranosil(1—2)-a-L-arabindsido.

Como se ha descrito previamente, las saponinas esteroideas no contienen un atomo de nitrégeno en el resto aglico-
na.

Generalmente, una saponina esteroidea se puede basar en una sapogenina con la Férmula quimica | o Il como
sigue:

Formula | Rz7a

en donde

R1, Rz, R4, Rs, R7, R11, Ri2, R14, Ris y R47 son independientemente H, OH, =O, grupos éster farmacolégicamente
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aceptables o grupos éter farmacolégicamente aceptables;

Rs es H cuando C-5,C-6 es un enlace sencillo, y nada cuando C-5,C-6 es un doble enlace;
A es O, siendo B simultaneamente CH,, o B es O siendo A simultaneamente CHy;

Ro7a es H, siendo Rz7g simultaneamente CHs, o Ro7a es CH3 siendo Rz simultaneamente H;

R3 comprende un grupo glucosilo unido a través del atomo de oxigeno a la sapogenina esteroidea en C-3; o una sal
farmacéuticamente aceptable, o un derivado del mismo.

- R HZ?A
Farmula il 28

R,, 0.2

25\ Rorp

en donde

R1, Rz, R4, Rs, R7, Ri1, Ri2, Ris, Ris ¥y Rq7 son independientemente H, OH, =0, grupos éster farmacolégicamente
aceptables o grupos éter farmacolégicamente aceptables;

Rs es H cuando C-5,C-6 es un enlace sencillo, y nada cuando C-5,C-6 es un doble enlace;

R22 es o bien un hidroxilo o un grupo alcoxilo que cuando C-20, C-22 es un enlace sencillo, o nada cuando C-20, C-
22 es un enlace doble;

Ro7a es H, siendo Rz7g simultaneamente CHs, o Ro7a es CH3 siendo Ra7s simultdneamente H;
R2s es H o un sacarido; o una sal farmacéuticamente aceptable, o un derivado del mismo;

R3 comprende un grupo glucosilo unido a través del atomo de oxigeno a la sapogenina esteroidea en C-3; o una sal
farmacéuticamente aceptable, o un derivado del mismo.

Ejemplos de sapogeninas esteroideas incluyen agliconas espirostanol tales como diosgenina, yamogenina (neodios-
genina), yucagenina, sarsasapogenina, tigogenina, esmilagenina, hecogenina, gitogenina, convalamarogenina, neo-
ruscogenina y solagenina; y agliconas de furostanol tales como protodiosgenina, seudoprotodiosgenina, metil proto-
diosgenina, protoyamogenina y metil protoyamogenina.

Ejemplos de saponinas esteroideas de chacotridsido incluyen "dioscina" que consiste en la sapogenina "diosgenina”
unida a través de la posicion C-3 a chacotriésido, diosgenina unida a través de la posiciéon C-3 a otro chacotriésido,
tigogenina unida a través de la posicion C-3 a un chacotridsido, sarsasapogenina unida a través de la posicién C-3 a
un chacotriésido, esmilagenina unida a través de la posicion C-3 a un chacotriosido, yucagenina unida a través de la
posicion C-3 a un chacotriésido, y yamogenina unida a través de la posicién C-3 a un chacotriésido.

Ejemplos de saponinas esteroideas de solatridsido incluyen "gracilina", que es diosgenina unida a través de la posi-
cion C-3 al solatriosido (Rha 2, [Glc 3], Glc); deltonina (diosgenina unida a través de la posicion C-3 al solatriésido
Rha 2, [Glc 4], Glc); diosgenina unida a través de la posicién C-3 a solatriosa (Rha 2, [Glc 3], Gal) [en este contexto,
la diosgenina unida a (Rha 2, [Glc 3], Gal) se denomina 'solatriosa diosgenina']; diosgenina unida a través de la
posicion C-3 a otro solatridsido; tigogenina unida a través de la posicion C-3 a un solatridsido; sarsasapogenina
unida a través de la posicion C-3 a un solatridsido; esmilagenina unida a través de la posicién C-3 a un solatriésido;
yucagenina unida a través de la posicion C-3 a un solatridsido, y yamogenina unida a través de la posicion C-3 a un
solatriosido.

Las saponinas esteroideas de monosacaridos simples estan muy extendidas en el reino vegetal. El monosacarido
esta ligado generalmente a la aglicona a través de la posicion C-3 y ejemplos incluyen "trilina", que es diosgenina
unida a través de la posicion C-3 a glucosa. Otros sapogeninas unidas a glucosa a través de la posicion C-3 incluyen
sarsasapogenina, rodeasapogenina y yamogenina. Algunas sapogeninas estan unidas a través de la posicion C-3 a

7



10

15

ES 2 523463 T3

otro monosacarido tal como arabinosa, por ejemplo, yonogenina y convalagenina o unidas a través de la posicion C-
3 a galactosa y asi sucesivamente.

Ejemplos de saponinas esteroideas de disacaridos incluyen sarsasapogenina unida a través de la posicion C-3 a,
por ejemplo (Xyl 2, Gal 3); (Glc 2, Glc 3); (Glc 3, Glc 3); esmilagenina unida a través de la posicion C-3 a (Glc 2, Glc
3); (Glc 2, Gal 3); samogenina, tigogenina, gitogenina, aliogenina, ruscogenina, penogenina, cepagenina y diosgeni-
na unidas a través de la posicion C-3 a (Rha 2, Glc 3)

Los glucdsidos de diosgenina procedentes de especies de Dioscorea tienen gran interés comercial como materiales
de partida para hormonas esteroideas. Los glucosidos de diosgenina y su isomero C-25 yamogenina estan entre las
saponinas de espirostanol documentadas mas frecuentemente.

Ejemplos de sapogeninas de espirostanol esteroideas de origen natural con un doble enlace C-5, C-6 en el anillo B
se enumeran en la Tabla 1:

Reza

Tabla 1

Ri | R2 | Ri2 | Roza | Roms

Diosgenina H H H H CHs

Yamogenina H H H | CH; | H

Yucagenina H |OH| H H CHs

Gentrogenina | H H | =0 H CHs

Ruscogenina | OH | H H H CHs

Ejemplos de sapogeninas de espirostanol esteroideas de origen natural con un enlace sencillo C-5, C-6 en el anillo B
se enumeran en la Tabla 2:
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Tabla 2

Rz Hs Re Ri2 Ris R2s | Rog

Esmilagenina H B H H H H | CHs

Tigogenina H a H H H H | CHs

Sarsasapogenina H B H H H CHs | H

Gitogenina OH B H H H H | CHs
Hecogenina H a H =0 H H | CHs
Clorogenina H a | OH(a) | H H H | CHs
Digitogenina OH(a) | a H H |OH@B)| H | CHs
Digalogenina H a H H |OH@B)| H | CHs

Ejemplos de sapogeninas de furostanol esteroideas de origen natural del tipo protospirostano con un doble enlace
5 C-5, C-6 en el anillo B y un enlace sencillo C-20, C-22 en el anillo E, se enumeran en la Tabla 3:

Glucosa

AN
CHj; ORz; 0
1

25 ~~CH,

HO
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Tabla 3
Ra2
Protodiosgenina H
Metilprotodiosgenina CHs

Un ejemplo de sapogenina de furostanol esteroidea de origen natural del tipo protospirostano con un enlace sencillo
C-5,C-6 en el anillo B y un enlace sencillo C-20,C-22 en el anillo E, es prototigogenina.

Un ejemplo de sapogenina de furostanol esteroidea de origen natural del tipo seudospirostano con un doble enlace
C-5,C-6 en el anillo B y un doble enlace C-20,C-22 en el anillo E, es seudodiosgenina.

Un ejemplo de sapogenina de furostanol esteroidea de origen natural del tipo seudoprotospirostano con un doble
enlace C-5,C-6 en el anillo B y un doble enlace C-20,C-22 en el anillo E, es seudoprotodiosgenina.

En una realizacion, la saponina esteroidea es dioscina, en donde la dioscina es la diosgenina sapogenina unida a
través de la posicién C-3 a una chacotriosa (Rha 2, [Rha 4], Glc).

En otra realizacion, la saponina esteroidea es deltonina, en donde la deltonina es la diosgenina sapogenina unida a
través de la posicion C-3 a Rha 2, [Glc 4], Glc.

En una realizacion especifica, la saponina esteroidea se selecciona a partir del grupo que consiste en deltonina
(diosgenina Rha2, [Glc4], Glc), dioscina (diosgenina Rha2, [Rha4], Glc) y prosapogenina A (diosgenina Rha2, Glc).

En el caso de deltonina y prosapogenina A, cualquiera de estas saponinas esteroideas se puede preparar en una
composicion farmacéutica.

Por consiguiente, tales saponinas esteroideas se pueden utilizar en la preparacion de un medicamento.

Como se ha expuesto anteriormente en el presente documento, la saponina esteroidea en las diversas realizaciones
de la presente invencion se puede obtener a partir de fuentes naturales, preparar a partir de procesos de sintesis o
como una sintesis o una modificacion parcial aplicada a compuestos de origen natural o a productos intermedios.

La extraccion, el aislamiento y la identificacion de la saponina esteroidea en las diversas realizaciones de la presente
invencion se pueden lograr por métodos conocidos en la técnica.

Por ejemplo, algunas saponinas esteroideas se producen a partir de fuentes vegetales. Otras fuentes de saponinas
esteroideas se pueden obtener facilmente a partir de la bibliografia, por ejemplo, tal y como se describe en Hostett-
mann Ky Marston A (2005). Chemistry & pharmacology of natural products: Saponins. Cambridge University Press,
capitulos 1-3 y 6. Los nombres comunes de las saponinas esteroideas se han utilizado de conformidad con el texto
anterior y Diccionario de Productos Naturales, Chapman y Hall, CRC, (2004).

La cantidad de saponina esteroidea administrada al sistema bioldgico en las diversas realizaciones de la presente
invencion no esta particularmente limitada, y generalmente estara en el intervalo de modo que la diana esté expues-
ta a una concentracién desde 0,1 uM a 20 uM de la saponina esteroidea.

La saponina esteroidea se puede administrar en una forma y una concentracion adecuada para permitir que el agen-
te llegue al sitio de accion deseado y tenga el efecto deseado, tal como la inhibicion de la angiogénesis.

La administracion de la saponina esteroidea puede estar dentro de cualquier espacio de tiempo adecuado para pro-
ducir el efecto deseado. En un sujeto humano o animal, la saponina esteroidea se puede administrar, por ejemplo,
por via oral, parenteral, tdpica o por cualquier otro medio adecuado, y por lo tanto se debe tener en cuenta el tiempo
de transito del agente.

Por ejemplo, la administracion de la saponina esteroidea al sujeto en las diversas realizaciones de la presente in-
vencion puede ser en una ocasion o varias antes del inicio de la angiogénesis, y/o simultdneamente con la aparicion
de la angiogénesis. Por ejemplo, en el caso de la inhibicion de la angiogénesis asociada con un cancer sélido, la
administracion de la saponina esteroidea puede ser antes y/o durante el crecimiento de un tumor (tumores primarios
y/o secundarios), y/o antes o después de la reseccion de un tumor (tumores primarios y/o secundarios).

La saponina esteroidea en las diversas realizaciones de la presente invencion se puede administrar al sujeto en una
forma adecuada.

En una realizacién, la saponina esteroidea esta en forma de una composicién adecuada para uso con el fin de inhibir
la angiogénesis.
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Por consiguiente, en otra realizacion, la presente invencién proporciona una composicion cuando se usa para inhibir
la angiogénesis en un sistema bioldgico, en donde la composicién incluye una cantidad eficaz de una saponina este-
roidea.

La cantidad eficaz de la saponina esteroidea que se va a administrar al sistema biolégico (por ejemplo, un sujeto) no
esta particularmente limitada, siempre y cuando se encuentre dentro de una cantidad tal y en tal forma que muestre
generalmente un efecto util o terapéutico. La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" es la cantidad que, cuan-
do se administra a un sujeto que requiere un tratamiento, mejora el prondstico y/o el estado del sujeto. La cantidad
que se va a administrar a un sujeto dependera de las caracteristicas particulares de la angiogénesis que se va a
inhibir, el modo de administracion y las caracteristicas del sujeto, tales como el estado de salud general, otras en-
fermedades, la edad, el sexo, el genotipo y el peso corporal. Una persona experta en la técnica sera capaz de de-
terminar las dosificaciones apropiadas, dependiendo de éstos y otros factores.

Por consiguiente, en otra realizacion, la presente invencion proporciona el uso de una saponina esteroidea en la
preparacion de un medicamento para inhibir la angiogénesis en un sistema bioldgico.

Como se ha descrito previamente en esta memoria, la administracion y la entrega de la saponina esteroidea puede
ser, por ejemplo, por via intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, oral o tépica, o mediante inyeccion
directa en el sitio de accion deseado. El modo y la via de administracion en la mayoria de los casos dependeran del
tipo de enfermedad o de la afeccién que se esta tratando.

La forma de dosificacion, la frecuencia y cantidad de la dosis dependeran del modo y de la via de administracion.
Normalmente, una composicién inyectable se administrara en una cantidad entre 5 mg/m2 y 500 mg/mz, generalmen-
te entre 10 mg/m? y 200 mg/m?. Normalmente, una composicion administrada por via oral se administrara en una
cantidad entre 5 mg y 5 g, preferentemente entre 50 mgy 1 g.

Por ejemplo, una cantidad eficaz de la saponina esteroidea varia normalmente entre aproximadamente 0,1 mg/kg de
peso corporal al dia y aproximadamente 1000 mg/kg de peso corporal al dia, y en una forma entre 1 mg/kg de peso
corporal al dia 'y 100 mg/kg de peso corporal al dia.

Tal y como se ha descrito anteriormente, la administracion de las composiciones de saponina esteroidea también
puede incluir el uso de uno o varios aditivos farmacéuticamente aceptables, que incluyen sales farmacéuticamente
aceptables, aminoacidos, polipéptidos, polimeros, disolventes, tampones, excipientes, agentes conservantes y de
relleno, teniendo en cuenta las caracteristicas fisicas, microbioldgicas y quimicas particulares de la saponina este-
roidea que se va a administrar.

Por ejemplo, la saponina esteroidea se puede preparar en una variedad de composiciones farmacéuticas acepta-
bles, en forma, por ejemplo, de una solucidn acuosa, una preparacion oleosa, una emulsion grasa, una emulsion, un
polvo liofilizado para reconstitucion, etc., y se puede administrar como una inyeccién intramuscular o subcutanea
estéril y exenta de pirégenos, o como una inyeccion en un érgano, 0 como una preparacion incrustada o como una
preparacion administrada a través de la mucosa de la cavidad nasal, recto, Utero, vagina, pulmon, etc. La composi-
cion se puede administrar en forma de preparaciones orales (por ejemplo, preparaciones soélidas tales como com-
primidos, comprimidos oblongos, capsulas, granulos o polvos; preparaciones liquidas tales como jarabe, emulsiones,
dispersiones o suspensiones).

Las composiciones que contienen la saponina esteroidea también pueden contener uno o varios agentes conservan-
tes, tamponadores, diluyentes, estabilizantes, agentes quelantes, agentes potenciadores de la viscosidad, agentes
dispersantes, controladores del pH, agentes que modifican la solubilidad o agentes isotdnicos farmacéuticamente
aceptables. Estos excipientes son bien conocidos por los expertos en la técnica.

Ejemplos de agentes conservantes adecuados son los ésteres de acido benzoico del acido para-hidroxibenzoico,
fenoles, alcohol feniletilico o alcohol bencilico. Ejemplos de tampones adecuados son sales de fosfato de sodio,
acido citrico, acido tartarico y similares. Ejemplos de estabilizantes adecuados son antioxidantes tales como acetato
de alfa-tocoferol, alfa-tioglicerina, metabisulfito de sodio, acido ascorbico, acetilcisteina, 8-hidroxiquinolina, y agentes
quelantes tales como edetato disddico. Ejemplos de agentes potenciadores de la viscosidad, agentes de suspen-
sion, dispersion o solubilizacion adecuados son éteres de celulosa sustituida, ésteres de celulosa sustituida, po-
li(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, polietilenglicoles, carbémero, polioxipropilenglicoles, monooleato de sorbitan,
sesquioleato de sorbitan, aceite de ricino hidrogenado y polioxietilenado 60.

Ejemplos de controladores del pH adecuados incluyen acido clorhidrico, hidroxido de sodio, tampones y similares.
Ejemplos de agentes isotonicos adecuados son glucosa, D-sorbitol o D-manitol, cloruro de sodio.

La administracién de la saponina esteroidea también puede ser en forma de una composicién que contiene vehiculo,
diluyente, excipiente, agente de suspension, agente lubricante, adyuvante, vehiculo, sistema de entrega, emulgente,
disgregante, absorbente, conservante, tensioactivo, colorante, deslizante, antiadherente, ligante, saborizante o edul-
corante farmacéuticamente aceptable, teniendo en cuenta las propiedades fisicas, quimicas y microbioldgicas de la
saponina esteroidea que se va a administrar.
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Para estos fines, la composicion se puede administrar por via oral, parenteral, mediante pulverizaciéon para inhala-
cion, adsorcion, absorcion, por via tépica, rectal, nasal, bucal, vaginal, intraventricular, a través de un depdsito im-
plantado en formulaciones de dosificacion que contienen vehiculos farmacéuticamente aceptables no téxicos con-
vencionales, o mediante cualquier otra forma de dosificacién conveniente. El término parenteral, tal como se usa en
esta memoria, incluye una inyeccion subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intratecal, intraventricu-
lar, intraesternal e intracraneal o técnicas de infusion.

Cuando se administra parenteralmente, la composicion estara normalmente en forma inyectable estéril, exenta de
pirégenos de dosificacion unitaria (solucion, suspension o emulsion que se puede haber reconstituido antes del uso)
que normalmente es isotdnica con la sangre del receptor con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de
tales formas inyectables estériles son suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles. Estas suspensio-
nes se pueden formular de acuerdo con métodos conocidos en la técnica, utilizando vehiculos, agentes dispersantes
0 agentes humectantes, agentes que forman complejos, polimeros, coadyuvantes de la solubilidad y agentes de
suspension apropiados. Las formas inyectables estériles también pueden ser soluciones o suspensiones estériles
inyectables, en disolventes o diluyentes parenteralmente aceptables no tdxicos, por ejemplo, como soluciones en
1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes farmacéuticamente aceptables que se pueden emplear se encuen-
tran agua, etanol, glicerol, solucién salina, dimetilsulféxido, N-metilpirrolidona, dimetilacetamida, solucién de Ringer,
solucion de dextrosa, solucion de cloruro sddico isotonica y solucion de Hanks. Ademas, los aceites no volatiles
estériles se emplean convencionalmente como disolventes o medios de suspension. Para este propdsito, se puede
emplear cualquier aceite no volatil suave que incluye monoglicéridos o diglicéridos sintéticos, maiz, semilla de algo-
dén, cacahuete y aceite de sésamo. Acidos grasos tales como oleato de etilo, miristato de isopropilo y 4cido oleico y
sus derivados glicéridos, incluyendo aceite de oliva y aceite de ricino, especialmente en sus versiones polioxietila-
das, son utiles en la preparacion de inyectables. Estas soluciones o suspensiones oleosas también pueden contener
diluyentes o dispersantes de alcoholes de cadena larga.

El vehiculo puede contener aditivos, tales como sustancias que potencian la solubilidad, la isotonicidad y la estabili-
dad quimica, por ejemplo, antioxidantes, tampones y conservantes.

Ademas, la composicién que contiene la saponina esteroidea puede estar en una forma para ser reconstituida antes
de la administracion. Los ejemplos incluyen liofilizacion, secado por pulverizaciéon y similares, para producir una
forma sélida adecuada para la reconstitucion con un disolvente farmacéuticamente aceptable antes de la administra-
cion.

Las composiciones pueden incluir uno o varios tampones, agentes de relleno, agentes isotdnicos y crioprotectores y
lioprotectores. Ejemplos de excipientes incluyen sales de fosfato, acido citrico, aztcares no reductores tales como
sacarosa o trehalosa, alcoholes polihidroxilicos, aminoacidos, metilaminas y sales liotropicas que se prefieren frente
a los azucares reductores tales como maltosa o lactosa.

Cuando se administra oralmente, la saponina esteroidea generalmente se formula en formas de dosificacion unitaria
tales como comprimidos, comprimidos oblongos, sellos, polvo, granulos, perlas, pastillas masticables, capsulas,
liquidos, suspensiones o soluciones acuosas, o formas de dosificacion similares, utilizando equipos y técnicas con-
vencionales, conocidos en la técnica. Tales formulaciones incluyen normalmente un vehiculo sélido, semisélido o
liquido. Ejemplos de vehiculos incluyen excipientes tales como lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almido-
nes, goma de acacia, fosfato de calcio, aceite mineral, manteca de cacao, aceite de teobroma, alginatos, tragacanto,
gelatina, jarabe, éteres de celulosa sustituida, polioxietileno monolaurato de sorbitan, hidroxibenzoato de metilo,
hidroxibenzoato de propilo, talco, estearato de magnesio y similares.

Un comprimido se puede preparar mediante prensado o moldeo de la saponina esteroidea opcionalmente con uno o
varios ingredientes accesorios. Los comprimidos prensados se pueden preparar mediante prensado, en una maqui-
na adecuada, del ingrediente activo en una forma fluida tal como polvo o granulos, opcionalmente mezclado con un
aglutinante, lubricante, diluyente inerte, tensioactivo o agente dispersante. Los comprimidos moldeados se pueden
preparar moldeando en una maquina adecuada, una mezcla del ingrediente activo en polvo y un vehiculo adecuado
humedecido con un diluyente liquido inerte.

La administracion de la saponina esteroidea también puede utilizar la tecnologia de liberacion controlada.

Para la administracion tépica, la composicion puede estar en forma de una solucion, aerosol, locion, crema (por
ejemplo, una crema no ionica), gel, pasta o pomada. Alternativamente, la composiciéon se puede administrar a través
de un liposoma, nanosoma, ribosoma o un vehiculo nutridifusor.

Como se ha descrito anteriormente en el presente documento, la cantidad eficaz de saponina esteroidea que se va a
administrar no esta particularmente limitada, siempre y cuando se encuentre dentro de una cantidad tal y en una
forma tal que generalmente muestre un efecto farmacoldgicamente util o terapéutico.

La administracion de la saponina esteroidea puede incluir ademas la administracion de un agente antiangiogénico,
que incluye anticuerpos anti-VEGF, que incluyen anticuerpos humanizados y quiméricos, aptameros anti-VEGF y
oligonucledtidos antisentido, angiostatina, endostatina, interferones, interleucina 1, interleucina 12, acido retinoico e
inhibidores tisulares de la metaloproteinasa-2 y -9.
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La via de administracion, la dosis y los regimenes de tratamiento de los agentes antiangiogénicos pueden ser de-
terminados por una persona experta en la técnica. Los agentes antiangiogénicos y su uso son generalmente como
se describen en "Biotherapy: A comprehensive Overview" (2001) segunda edicién, compilado por Paula Trahan
Rieger, Jones and Bartlett Publishers International.

La inhibicion de la angiogénesis en el sistema bioldgico se puede determinar mediante un método adecuado conoci-
do en la técnica, tal como el retraso en la aparicién de estructuras neovasculares, el desarrollo lento de estructuras
neovasculares, la menor aparicion de estructuras neovasculares, la gravedad ralentizada o disminuida de los efectos
de una enfermedad dependiente de la angiogénesis, la detencion del crecimiento angiogénico o la regresion del
crecimiento angiogénico previo.

La determinacion de la capacidad de la saponina esteroidea para inhibir la angiogénesis puede ser mediante cual-
quier ensayo adecuado para medir la angiogénesis que sea bien conocido en la técnica. Por ejemplo, se puede
emplear un modelo de explante de la aorta de raton.

Alternativamente, se puede realizar un ensayo de la membrana corioalantoidea de pollo (CAM) o un modelo de neo-
vascularizacion de la cérnea. La capacidad de la saponina esteroidea para inhibir la angiogénesis se puede determi-
nar por el grado de inhibicion de la angiogénesis en el embrién de pollo o el grado de inhibicién de la angiogénesis
en un modelo de neovascularizacion de la cornea.

Por ejemplo, la capacidad de una saponina esteroidea para inhibir la angiogénesis en un ensayo de la membrana
corioalantoidea de pollo, se puede someter a ensayo poniendo en contacto la membrana corioalantoidea con la
saponina esteroidea aplicada a un disco de metilcelulosa. Para el modelo de neovascularizaciéon de la cornea, la
saponina esteroidea se puede aplicar en la cérnea como una composicién tdpica que contiene la saponina esteroi-
dea, la cornea se raspa y se inocula con un agente para inducir la neovascularizacion.

Otro método para estudiar la angiogénesis es la implantacion subcutanea de diversas esponjas artificiales (es decir,
poli(alcohol vinillico), gelatina) en animales. La saponina esteroidea que se va a evaluar se puede inyectar directa-
mente en las esponjas que se colocan en el animal. La neovascularizacion de las esponjas se determina histologi-
camente, morfométricamente (densidad vascular), bioquimicamente (contenido en hemoglobina) o mediante una
medicion del caudal sanguineo en el sistema vascular de la esponja usando un trazador radiactivo.

También se han desarrollado numerosos modelos tumorales en animales para estudiar la actividad antiangiogénica
de los compuestos del ensayo. En muchos casos, las células tumorales estan implantadas subcutaneamente y el
tamario del tumor se determina a intervalos regulares de tiempo. Las células tumorales usadas habitualmente inclu-
yen glioma de rata C6, melanoma B16BL6, LLC y carcinoma Walker 256.

También se contempla que la saponina esteroidea de la presente invencién sera adecuada para el uso con el fin de
reducir la cantidad de un agente antiangiogénico administrado a un sistema biolégico.

Por consiguiente, en otra realizacion, la presente invencion también proporciona un método para reducir la cantidad
de agente antiangiogénico administrado a un sistema biolégico, para lograr un nivel de inhibicion de la angiogénesis
deseado, incluyendo el método la etapa de administrar al sistema biolégico una cantidad eficaz de una saponina
esteroidea.

La cantidad eficaz de la saponina esteroidea que se va a administrar no esta particularmente limitada, siempre y
cuando esté dentro de una cantidad tal que generalmente muestre un efecto farmacolégicamente Util para reducir la
cantidad de agente necesario para alcanzar un nivel deseado de inhibicion de la angiogénesis en el sistema biologi-
co.

La administracion de la saponina esteroidea puede estar dentro de cualquier espacio de tiempo adecuado para pro-
ducir el efecto deseado de reducir la cantidad de un agente administrado a un sistema biolégico, necesaria para
alcanzar un nivel deseado de inhibicién de la angiogénesis en el sistema biolégico. Como se ha expuesto anterior-
mente en el presente documento, la saponina esteroidea se puede administrar en un sujeto humano o animal, por
ejemplo, por via oral, parenteral, topica o por cualquier otro medio adecuado, y por lo tanto se tiene que tomar en
cuenta el tiempo de transito del farmaco.

Como se ha descrito previamente en este documento, los ejemplos de agentes antiangiogénicos incluyen anticuer-
pos anti-VEGF, que incluyen anticuerpos humanizados y quiméricos, aptameros anti-VEGF y oligonucleétidos anti-
sentido, angiostatina, endostatina, interferones, interleucina 1, interleucina 12, acido retinoico e inhibidores tisulares
de la metaloproteinasa-2 y -9.

A este respecto, la cantidad de agente antiangiogénico necesaria para lograr un nivel deseado de inhibicion de la
angiogénesis, se determinara empiricamente por un método conocido en la técnica, y como tal dependera del nivel
deseado de angiogénesis que se va a inhibir, la edad y el peso corporal del sujeto, y la frecuencia de la administra-
cion.

La administracion del agente antiangiogénico estara en una forma adecuada y dentro de un espacio de tiempo ade-
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cuado para producir el efecto inhibidor deseado de la angiogénesis con el nivel deseado. Los métodos para la formu-
lacién y la administracion de agentes antiangiogénicos son conocidos en la técnica.

La administracion de la saponina esteroidea puede tener lugar al mismo tiempo y de la misma manera que la admi-
nistracion del agente antiangiogénico. Alternativamente, la administracion de la saponina esteroidea puede estar
separada de la administracion del agente antiangiogénico, y puede tener lugar en un momento farmacologicamente
adecuado antes o después de la administracion del agente.

La presente invencion también proporciona un producto de combinacién para la administraciéon simultanea o separa-
da de una saponina esteroidea y un agente antiangiogénico a un sujeto para inhibir la angiogénesis. En este caso, el
producto de combinacion incluye la saponina esteroidea para la administracion por separado al sujeto en una forma
adecuada o, alternativamente, para la coadministracion al sujeto en una forma adecuada.

Por consiguiente, en otra realizacion, la presente invencién proporciona un producto de combinacion que incluye una
saponina esteroidea y un agente antiangiogénico, la saponina esteroidea y el agente antiangiogénico se proporcio-
nan en una forma para coadministracion a un sujeto o en una forma para administracion por separado a un sujeto.

Los componentes del producto de combinacién se pueden envasar por separado o juntos en recipientes adecuada-
mente esterilizados tales como ampollas, botellas o viales, ya sea en formas de dosificacion de dosis mdltiples o
unitarias. Los recipientes normalmente estan sellados herméticamente. Se conocen métodos en la técnica para el
envasado de los componentes.

Como se ha descrito anteriormente en el presente documento, la coadministracién puede ser secuencial o simulta-
nea y generalmente significa que los agentes estan presentes en el sujeto durante un intervalo de tiempo especifica-
do. Normalmente, si se administra un segundo agente durante la semivida del primer agente, los dos agentes se
consideran que estan coadministrados.

La presente invencion se puede emplear para inhibir la proliferacion y/o la migracién de células endoteliales.

Por consiguiente, en otra realizacion, la presente invencion proporciona un método para inhibir la proliferacion y/o la
migracion de células endoteliales en un sistema bioldgico, incluyendo el método la etapa de administrar al sistema
bioldgico una cantidad eficaz de una saponina esteroidea.

En este sentido, se apreciara que el sistema bioldgico sea cualquier sistema biolégico en el que se esta produciendo
una proliferacion y/o migracion de células endoteliales o en el que se puede producir una angiogénesis.

En una realizacion, el sistema bioldgico es un sujeto humano o animal.

En una realizacion adicional, el sistema biolégico es un sujeto humano o animal en el que la proliferacién y/o la mi-
gracion de células endoteliales esta asociada con una enfermedad o una afeccion que es debida a una proliferacion
y/o una migracion no deseada o incontrolada de las células endoteliales.

Por ejemplo, el sistema bioldgico puede ser un sujeto humano o animal que padece o es susceptible de padecer
proliferacion y/o migracion de las células endoteliales, asociada con la formacion o expansion de angiofibroma, neo-
vascularizacion de la cornea, neovascularizacion retinal/coroidal, retinopatia diabética, degeneracién macular rela-
cionada con la edad, malformaciones arteriovenosas, artritis, artritis reumatoide, osteoartritis, artritis psoriasica, lu-
pus, trastornos del tejido conectivo, sindrome de Osler-Weber, placas ateroscleréticas, psoriasis, granuloma pidge-
no, fibroplasias retrolenticulares, esclerodermia, granulaciones, hemangioma; tracoma, articulaciones hemofilicas,
adherencias vasculares, cicatrices hipertroficas, enfermedades o afecciones asociadas con la inflamacion aguda o
cronica, enfermedades o afecciones asociadas con la inflamacion cronica del pulmén incluyendo asma, sarcoidosis,
enfermedades inflamatorias del intestino, enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa.

La cantidad de saponina esteroidea administrada al sistema bioldgico generalmente esta en un intervalo tal que las
células endoteliales diana estaran expuestas a una concentracion de 0,1 yM a 20 yM de la saponina esteroidea.

La saponina esteroidea se puede administrar en una forma y a una concentracion adecuada para permitir que los
agentes alcancen el sitio de accién deseado y tengan un efecto inhibidor de la proliferacion y/o la migracion de las
células endoteliales.

La administracion de la saponina esteroidea puede estar dentro de cualquier espacio de tiempo adecuado para pro-
ducir el efecto inhibidor deseado de la proliferacion y/o la migracion de las células endoteliales. En un sujeto humano
0 animal, la saponina esteroidea se puede administrar por ejemplo por via oral, parenteral, tépica o por cualquier
otro medio adecuado, y por lo tanto se tiene que tener en cuenta el tiempo de transito del agente.

Por ejemplo, la administracion de la saponina esteroidea al sujeto en las diversas realizaciones de la presente in-
vencién puede ser en un momento o mas antes del inicio de la proliferacién y/o la migracion de las células endotelia-
les, y/o simultaneamente a la proliferacion y/o la migracion de las células endoteliales que esté teniendo lugar.

Como se ha expuesto anteriormente en el presente documento, la saponina esteroidea se puede formular y adminis-
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trar al sujeto en una forma adecuada y de una manera adecuada.

En una realizacién, la saponina esteroidea esta en forma de una composicién adecuada para emplear en la inhibi-
cion de la angiogénesis.

Por consiguiente, en otra realizacion, la presente invencion proporciona una composicion cuando se emplea para
inhibir la proliferacion y/o la migracion de las células endoteliales en un sistema bioldgico, en donde la composicion
incluye una cantidad eficaz de una saponina esteroidea.

La cantidad eficaz de la saponina esteroidea que se va a administrar al sujeto no esta particularmente limitada,
siempre y cuando esté dentro de una cantidad tal y en una forma tal que generalmente presente un efecto util o
terapéutico. La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" es la cantidad que, cuando se administra a un sujeto
que requiere el tratamiento, mejora el prondstico y/o el estado del sujeto. La cantidad que se va a administrar a un
sujeto dependera de las caracteristicas particulares de la proliferacion y/o la migracion de las células endoteliales
que se van a inhibir, el modo de administracion y las caracteristicas del sujeto, tales como el estado de salud gene-
ral, otras enfermedades, la edad, el sexo, el genotipo y el peso corporal. Una persona experta en la técnica sera
capaz de determinar las dosificaciones apropiadas dependiendo de estos y de otros factores.

Por consiguiente, en otra realizacion, la presente invencion proporciona el uso de una saponina esteroidea en la
preparacion de un medicamento para inhibir la proliferacion y/o la migracion de las células endoteliales en un siste-
ma biolégico.

Como se ha descrito previamente en esta memoria, la administracion y la entrega de la saponina esteroidea se pue-
den realizar, por ejemplo, a través de la via intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, oral o tépica, o
mediante una inyeccion directa en el sitio de accion deseado. El modo y la via de administracion en la mayoria de
los casos dependera del tipo de enfermedad o la afeccion que se esta tratando, tal y como se ha descrito anterior-
mente en este documento.

La forma de dosificacion, la frecuencia y la cantidad de la dosis dependera del modo y la via de administracion.
Normalmente, una composicion inyectable se administrara en una cantidad entre 5 mg/m? y 500 mg/m?, preferible-
mente entre 10 mg/m? y 200 mg/m® Normalmente, una composicién administrada por via oral se administrara en
una cantidad entre 5 mg y 5 g, preferentemente entre 50 mgy 1 g.

Por ejemplo, una cantidad eficaz de la saponina esteroidea varia normalmente entre aproximadamente 0,1 mg/kg de
peso corporal al dia y aproximadamente 1000 mg/kg de peso corporal al dia, y en una forma entre 1 mg/kg de peso
corporal al dia 'y 100 mg/kg de peso corporal al dia.

Como se ha descrito previamente en este documento, la administracién de las composiciones de la saponina este-
roidea también puede incluir el uso de uno o varios aditivos farmacéuticamente aceptables, que incluyen sales far-
macéuticamente aceptables, aminoacidos, polipéptidos, polimeros, disolventes, tampones, excipientes, agentes
conservantes y de relleno, teniendo en cuenta las caracteristicas fisicas, microbiolégicas y quimicas particulares de
la saponina esteroidea que se va a administrar.

Como se ha descrito previamente en este documento, las composiciones que contienen la saponina esteroidea
también pueden contener uno o varios agentes conservantes, de tamponamiento, diluyentes, estabilizantes, quelan-
tes, potenciadores de la viscosidad, dispersantes, reguladores del pH o isotonicos farmacéuticamente aceptables.
Estos excipientes son bien conocidos para los expertos en la técnica.

La administracion de la saponina esteroidea puede incluir ademas la administracion de un agente antiangiogénico,
que incluye anticuerpos anti-VEGF que incluyen anticuerpos humanizados y quiméricos, aptameros anti-VEGF y
oligonucledtidos antisentido, angiostatina, endostatina, interferones, interleucina 1, interleucina 12, acido retinoico e
inhibidores tisulares de la metaloproteinasa-2 y -9.

La inhibicién de la proliferacion y/o la migracion de las células endoteliales en el sistema bioldgico se puede determi-
nar mediante un método adecuado conocido en la técnica.

Por ejemplo, en el caso de proliferacion celular, métodos tales como el recuento de células, la incorporacion de 3[H]
timidina, la tinciéon inmunohistoquimica para estudiar la proliferacion celular, la aparicion retrasada de estructuras
neovasculares, el desarrollo mas lento de estructuras neovasculares, la disminucién de la aparicion de estructuras
neovasculares, el retraso o la disminucion de la gravedad de los efectos de enfermedades dependientes de la an-
giogénesis, la detencion del crecimiento angiogénico o la regresion del crecimiento angiogénico previo.

La determinacion de la capacidad de una saponina esteroidea para inhibir la proliferacion de las células endoteliales
se puede realizar mediante un ensayo adecuado conocido en la técnica, en el que las células se tratan y se mide la
proliferacion celular endotelial. Por ejemplo, las células endoteliales del sistema vascular umbilical humano se pue-
den cultivar in vitro en el medio apropiado y la proliferacion de las células endoteliales se puede medir, por ejemplo,
mediante la captacion de timidina tritiada. La capacidad de un agente para inhibir la proliferacién en un ensayo de
este tipo, se puede someter a ensayo a continuacion, poniendo en contacto las células endoteliales con el agente y
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determinando el grado de inhibicion de la proliferacion que se produce a cualquier concentracion particular.

En el caso de migraciéon de las células endoteliales, un ensayo adecuado es el sistema de angiogénesis BD Bio-
Coat®: Migracion de células endoteliales.

También se contempla que la saponina esteroidea de la presente invencion sera adecuada para emplear en la re-
duccion de la cantidad de agente antiangiogénico administrado a un sistema biolégico.

Por consiguiente, en otra realizacion, la presente invencion proporciona un método para reducir la cantidad de agen-
te antiangiogénico administrado a un sistema bioldgico, para lograr un nivel deseado de inhibicion de la proliferacion
y/o la migracion de las células endoteliales, incluyendo el método la etapa de administrar al sistema bioldgico una
cantidad eficaz de una saponina esteroidea.

La cantidad eficaz de la saponina esteroidea que se va a administrar no esta particularmente limitada, siempre y
cuando esté dentro de una cantidad tal que generalmente muestre un efecto farmacolégicamente Util para reducir la
cantidad de agente necesario para alcanzar un nivel deseado de inhibicién de la proliferacion y/o la migracion de las
células endoteliales en el sistema bioldgico.

La administracion de la saponina esteroidea puede estar dentro de cualquier espacio de tiempo adecuado para pro-
ducir el efecto deseado de reduccién de la cantidad de un agente administrado a un sistema biolégico, necesaria
para alcanzar un nivel deseado de inhibicion de la proliferaciéon y/o la migracion de las células endoteliales en el
sistema biolégico. Como se ha expuesto anteriormente en el presente documento, en un sujeto humano o animal, la
saponina esteroidea se puede administrar, por ejemplo, por via oral, parenteral, topica o por cualquier otro medio
adecuado, y por lo tanto se tiene que tener en cuenta el tiempo de transito del farmaco.

Como se ha descrito previamente en este documento, los ejemplos de agentes antiangiogénicos incluyen anticuer-
pos anti-VEGF, que incluyen anticuerpos humanizados y quiméricos, aptameros anti-VEGF y oligonucleétidos anti-
sentido, angiostatina, endostatina, interferones, interleucina 1, interleucina 12, acido retinoico e inhibidores tisulares
de la metaloproteinasa-2 y -9.

En este sentido, la cantidad de agente antiangiogénico necesaria para lograr un nivel deseado de inhibicion de la
proliferacion y/o la migracion de las células endoteliales, se determinara empiricamente por un método conocido en
la técnica, y como tal dependera del nivel deseado que se va a inhibir, la edad y el peso corporal del sujeto, y la
frecuencia de la administracion.

La administracion del agente antiangiogénico sera en una forma adecuada y dentro de un espacio de tiempo ade-
cuado para producir el efecto inhibidor deseado de la angiogénesis al nivel deseado. Los métodos para la formula-
cion y la administracion de agentes antiangiogénicos son conocidos en la técnica.

La administracion de la saponina esteroidea puede tener lugar al mismo tiempo y de la misma manera que la admi-
nistracion del agente antiangiogénico. Alternativamente, la administracion de la saponina esteroidea puede estar
separada de la administracion del agente antiangiogénico, y se produce en un momento farmacolégicamente ade-
cuado antes o después de la administracion del agente.

La presente invencion también proporciona un producto de combinacién para la administracion simultanea o por
separado de una saponina esteroidea y un agente antiangiogénico a un sujeto, para inhibir la proliferacion y/o la
migracion de las células endoteliales. En este caso, el producto de combinacion incluye la saponina esteroidea para
la administracion por separado al sujeto en una forma adecuada, o alternativamente, para la coadministracion al
sujeto en una forma adecuada.

Por consiguiente, en otra realizacion, la presente invencion proporciona un producto de combinacién que incluye una
saponina esteroidea y un agente antiangiogénico, la saponina esteroidea y el agente antiangiogénico proporciona-
dos en una forma para coadministrar a un sujeto o en una forma para administrar por separado a un sujeto.

Los componentes del producto de combinacién se pueden envasar por separado o juntos en recipientes esteriliza-
dos adecuadamente, tales como ampollas, botellas o viales, ya sea en formas de dosificacion con dosis multiples o
unitarias. Los recipientes normalmente estan sellados herméticamente. Se conocen métodos en la técnica para el
envasado de los componentes.

Como se ha expuesto anteriormente en el presente documento, la coadministracién puede ser secuencial o simulta-
nea y generalmente significa que los agentes estan presentes en el sujeto durante un intervalo de tiempo especifica-
do. Normalmente, si se administra un segundo agente durante la semivida del primer agente, se considera que los
dos agentes estan coadministrados.

Los métodos para la preparacion de composiciones farmacéuticas son conocidos en la técnica, por ejemplo tal y
como se describe en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 ed., 1990, Mack Publishing Co., Easton, Pa.; U.S.
Pharmacopeia: National Formulary, 1984, Mack Publishing Company, Easton, Pa.; y M.E. Aulton, Pharmaceutics,
The Science of Dosage Form Design, 22 ed., Churchill Livingstone, Edinburgh, 2002.
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La administracion terapéutica de biomoléculas generalmente es como se describe en Bladon, C. (2002) "Pharma-
ceutical Chemistry: Therapeutic Aspects of Biomolecules", John Wiley & Sons Ltd.

Descripcion de realizaciones especificas

A continuacion se hace referencia a experimentos que incorporan los anteriores principios generales de la presente
invencion.

Ejemplo 1
Materiales

La diosgenina, dioscina (diosgenina Rha2, [Rha4], Glc), deltonina (diosgenina Rha2, [Glc4], Glc) y trilina (diosgeni-
na-Glc), se obtuvieron comercialmente a partir de Ningbo Hanpharm Biotech Co Ltd, la gracilina de ChromaDex y la
trilina de Aktin Chemicals. La prosapogenina A: diosgenina Rha2, Glc, se sintetizdé segun el método descrito por Li et
al., Carbohydr. Res., (2001) 331, 1-7. La dioscina y la prosapogenina A también se aislaron a partir de Paris polyphy-
lla. El sorafenib se obtuvo comercialmente.

Ejemplo 2
Determinacion de los efectos de la deltonina sobre el crecimiento de vasos en explantes aérticos

Tres ratones macho C57BL6/J (9 semanas de edad) fueron sacrificados mediante asfixia con CO; y la sangre se
recogio por puncioén cardiaca, usando una aguja de calibre 29. A continuacion, la aorta se diseccioné (desde el arco
aortico hasta la interfaz pleural/peritoneal) y se coloco en DMEM enfriado con hielo, complementado con Hepes 10
mM y penicilina/estreptomicina.

Los tejidos fibrosos y adiposos alrededor de la aorta se retiraron mediante diseccion microscopica y la aorta se vacio
mediante enjuague de la sangre usando DMEM enfriado con frio. La aorta se diseccion6 después longitudinalmente
y se cortd en cuadrados de aproximadamente 1 mm. Las piezas individuales de aorta se incorporaron en una gota
(20 pl) de solucion de colageno en el fondo de un pocillo de una placa de cultivo tisular de 24 pocillos. Las placas se
colocaron a continuacion a 37°C/5% de CO; durante 10 minutos para polimerizar el coldgeno en un gel. A continua-
cion se afiadio medio (0,3 mL) solo, que contenia DMSO o deltonina en DMSO y luego se afiadié a cada pocillo para
formar un foso alrededor del gel de colageno.

Solo los 8 pocillos centrales de cada placa de 24 pocillos se utilizaron para cultivos de explantes, para evitar un
intercambio gaseoso diferencial y tasas de evaporacion entre los pocillos con muestras de explante. Los pocillos
externos se llenaron con PBS.

Se sometieron a ensayo nueve grupos con 8 réplicas cada uno:

1. Medio solo (EBM-2 complementado con Hepes 10 mM y 2% de suero de ratén normal (1).
. Medio mas 1 pl/ml de DMSO (diluyente testigo para deltonina) (H).
. Medio mas 1 pl/ml de DMSO, deltonina 10 nM (G).
. Medio mas 1 pl/ml de DMSO, deltonina 30 nM (F).

. Medio mas 1 pl/ml de DMSO, deltonina 300 nM (D).
. Medio mas 1 pl/ml de DMSO, deltonina 1 uM (C).

2
3
4
5. Medio mas 1 pl/ml de DMSO, deltonina 100 nM (E).
6
7
8. Medio mas 1 pl/ml de DMSQO, deltonina 3 uM (B).

9

. Medio mas 1 pl/ml de DMSO, deltonina 10 uM (A).

Los explantes se cultivaron a continuacion a 37°C/5% de CO; en una incubadora hiumeda durante 6 dias. Los ex-
plantes se fijaron a temperatura ambiente durante 20 minutos mediante la adicién de un volumen igual (0,3 ml) de
4% de paraformaldehido en PBS a cada pocillo. Después de lavar tres veces con solucién salina tamponada con
Hepes (HBS, NaCl 150 mM, Hepes 10 mM), los explantes se tifieron con 10 ug/ml de conjugado de FITC-BS-1 lecti-
na (BS-1 lectina se une especificamente a las células endoteliales de raton) en HBS, durante una noche a 4°C. Al
dia siguiente, los explantes se lavaron tres veces con HBS. Excrecencias vasculares procedentes de los explantes
se visualizaron por microscopia de fluorescencia y se tomaron fotografias para el analisis de datos. Se fotografiaron
multiples imagenes fluorescentes con foco a multiples profundidades para cada explante y las fotografias se proce-
saron utilizando un programa informatico de desconvolucion, de modo que se pudo determinar la excrecencia vascu-
lar total para cada explante. El crecimiento celular total asociado con cada explante también se visualizé mediante
microscopia luminosa, usando un microscopio de diseccion y se documenté con fotografias. Para facilitar la visuali-
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zacion y el analisis, se prepard una imagen en blanco y negro invertida, compuesta a partir de las multiples image-
nes fluorescentes de las excrecencias vasculares para cada explante. La cantidad de brotes vasculares y la cantidad
de ramas de los vasos para cada explante se cont6 a continuacion, en donde la persona que hacia el recuento igno-
raba la identidad de cada muestra. Los resultados se resumen en la Tabla 4, y se muestran graficamente en la Figu-
ra.

Tabla 4
Concentracion de Brotes Ramas
Deltonina (uM)
Media DE Media DE
sin DMSO 28 10 43 17
0 17 5 26 9
0,01 11 7 16 10
0,03 18 6 26 9
0,1 18 6 24 9
0,3 16 4 20 5
1 13 5 16 7
3 0 0 0 0
10 0 0 0 0

Nota: los brotes y las ramificaciones de los vasos en explantes cultivados con deltonina 0,01 yM no son estadistica-
mente diferentes de los cultivos de explantes testigos tratados con DMSO, a pesar de una aparente reduccion en el
grafico.

Habia un efecto inhibidor significativo solo de DMSO, el vehiculo para la deltonina, sobre la respuesta angiogénica
tal y como se observo por reducciones significativas en los brotes y las ramificaciones vasculares en explantes aorti-
cos tratados con DMSO, en comparacion con explantes aérticos cultivados en ausencia de DMSO.

Sin embargo, concentraciones elevadas de deltonina inhibian significativamente los brotes vasculares (10 y 3 uM) y
las ramificaciones vasculares (10, 3 y 1 pM) procedentes de explantes adrticos, en comparacion con cultivos de
explantes testigos tratados con DMSO.

Ejemplos representativos de las muestras se muestran en las Figuras 2 y 3.
Ejemplo 3

Determinacion de la inhibicién de la proliferacion y la migracién de células endoteliales mediante saponinas esteroi-
deas utilizando el método de ensayo AngioSponge®

El ensayo AngioSponge® permite la liberacion lenta de factor de crecimiento capturado en agarosa, que estimula la
proliferacion y la migracién de células endoteliales, y proporciona una matriz similar a un tejido para la neovasculari-
zacion. El ensayo se puede utilizar por tanto para medir la eficacia de tratamientos disefiados para inhibir la angio-
génesis, determinada por el recuento de vasos sanguineos después de una tincién inmunohistoquimica con CD31
de las células endoteliales (McCarty et al, International Journal of Oncology, 21:5-10, 2002).

Espumas de gel (Pharmacia & Upjohn) se cortaron en piezas de aproximadamente 7x7x7 mm, en condiciones esté-
riles, y se remojaron previamente durante una noche con solucién salina tamponada con fosfato estéril. Las espu-
mas de gel hidratadas se secaron parcialmente a continuacion. El factor de crecimiento (bFGF) se diluyé a una con-
centracion inicial de 2 pg/ml en agarosa caliente (37°C) al 0,4%. Las espumas de gel parcialmente secas se coloca-
ron en la solucion del factor de crecimiento, o en agarosa caliente al 0,4% y sin factor de crecimiento, y después se
transfirieron a una placa de Petri que contenia agarosa caliente al 0,4% (dilucién 1:1, concentracion final de factor de
crecimiento 1 ug/mL) para la polimerizacion y solidificacion.

A 70 ratones hembra C3H/Hej se les colocaron microchips, se pesaron y se clasificaron aleatoriamente basandose
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en el peso corporal, en 7 grupos con 10 ratones por grupo. Para la implantacion, los ratones fueron anestesiados
mediante inhalacion de halotano. Se forjo un pequefio canal con una aguja de trocar entre la tercera y la cuarta
glandula mamaria, la esponja se inserté hasta el fondo completo del canal y la incisién se cerré con un clip para
heridas.

Los compuestos se formularon en N-metil-pirrolidona (NMP):PEG300:Agua (1:9:10, v/v). La dosificacion se estable-
cio basandose en los datos de la Clsg in vitro y estudios preliminares de la toxicidad. Los compuestos se administra-
ron diariamente mediante inyeccion intraperitoneal, con un volumen de dosificacion de 10 ml/kg, una vez al dia du-
rante el periodo de estudio, tal y como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5

Tratamiento Dosificacion una vez al dia
Vehiculo NMP:PEG300:Agua (1:9:10, v/v)
Vehiculo + bFGF NMP:PEG300:Agua (1:9:10, v/v)
Dioscina + bFGF 10 mg/kg

Deltonina + bFGF 10 mg/kg

Trilina + bFGF 60 mg/kg
Prosapogenina A + bFGF 20 mg/kg

Sorafenib + bFGF 60 mg/kg

El tratamiento se inici6 cuando todos los animales se habian recuperado totalmente de la anestesia, y continué du-
rante 10 dias. El Dia 11, se extirparon las angioesponjas y se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido con OCT
para la tincién con CD31 sobre secciones congeladas.

CD31/PECAM-1 es un antigeno presente especificamente en las células endoteliales y por lo tanto se puede utilizar
como marcador de los vasos sanguineos. Las muestras congeladas de la esponja se crioseccionaron (12 ym), se
montaron sobre portaobjetos Plus cargados positivamente (Fisher Scientific) y se secaron al aire durante 30 minutos.
Las secciones congeladas se fijaron a su vez en acetona fria, acetona/cloroformo (1:1, v/v) y acetona durante 5 min
cada una, y después se lavaron con PBS (solucién salina tamponada con fosfato). Después de bloquear con PBS
que contenia 5% de suero de caballo normal y 1% de suero de cabra normal, las secciones se incubaron con anti-
cuerpo monoclonal CD31 de rata anti-ratén PECAM-1 (1:5000 en solucién de bloqueo, PharMingen, San Diego, CA)
durante 4 horas a temperatura ambiente. Los portaobjetos se lavaron a continuacion tres veces con PBS y se incu-
baron con anticuerpo anti-rata secundario adecuado. Las reacciones positivas se visualizaron mediante la incuba-
cion de los portaobjetos en 3,3'-diaminobencidina estable durante 5-10 min. Las secciones se lavaron con agua
destilada, se contratifieron con hematoxilina de Gill durante 1 min y se montaron con Universal Mount (Research
Genetics). Las muestras testigo expuestas al anticuerpo secundario solo, no mostraron una tincién especifica. La
placenta de ratén se utilizdé como testigo positivo. Para la cuantificacion, se seleccionaron 3 campos visuales inde-
pendientes y se contaron las manchas o los vasos con lumen tefidos positivos.

Los resultados fueron cotejados con el numero promedio de vasos sanguineos (recuentos de CD31) y se resumen
en la Tabla 6:

Tabla 6
Tratamiento Numero promgdio de Porcentaje de Induccion
vasos sanguineos

Vehiculo 0 0

Vehiculo + bFGF 72 100

Dioscina + bFGF 35 49

Deltonina + bFGF 44 61

Trilina + bFGF 41 57
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Tratamiento Numero promedio de Porcentaje de Induccion
vasos sanguineos

Prosapogenina A + bFGF 21 29

Sorafenib + bFGF 2 3

El porcentaje de induccion para un tratamiento es la diferencia en el recuento de CD31 entre el tratamiento (+ bFGF)
y el vehiculo solo (sin bFGF), dividido por la diferencia en el recuento de CD31 entre el vehiculo con bFGF y el vehi-
culo solo (sin bFGF), expresado como un porcentaje.

El numero de vasos sanguineos y el porcentaje de induccion se representan graficamente frente a los tratamientos
en las Figuras 4 y 5. Los resultados muestran que las saponinas esteroideas causan una reduccion de la angiogé-
nesis en el sistema modelo de angioesponja.

Ejemplo 3

Determinacion de la inhibicién de la proliferacion y la migracion de células endoteliales mediante saponinas esteroi-
deas utilizando el método de ensayo AngioChamber®.

El ensayo AngioChamber® utiliza el proceso fisioldgico normal de la curacion de heridas, que favorece la formacion
de una capsula fibrosa alrededor de una camara implantada (Wood et al., (2000) Cancer Research, 60(8):2178-891).
La inclusion de bFGF en la camara induce el desarrollo de vasos sanguineos en la capsula fibrosa. Por tanto, el
ensayo evalla la eficacia de los tratamientos midiendo su efecto tanto sobre la formacion de la capsula fibrosa, me-
dida por el peso humedo de la capsula al final del estudio, como mediante la determinacién del suministro de vasos
sanguineos a la camara, sometiendo a ensayo el contenido en hemoglobina. El contenido en hemoglobina de la
capsula fibrosa es una medida de la neovascularizacion, que se analiza mediante el ensayo de Drabkin.

Las angiocamaras eran camaras de tejido poroso elaboradas con perfluoro-alcoxi-teflon y se rellenadas con 0,8% de
agar que contenia 20 Ul/ml de heparina, con o sin 1 pg/ml de bFGF humano. Ambos extremos de la camara se se-
llaron con tapas extraibles del mismo material. Las camaras se llenaron bajo condiciones estériles con 0,8% de agar
que contenia 20 Ul/ml de heparina, con o sin 1 ug/ml de bFGF humano. La solucién de agarosa se mantuvo a 37°C
antes de llenar las camaras.

A 70 ratones hembra FvB se les colocaron microchips, se pesaron y se clasificaron aleatoriamente basandose en el
peso corporal, en 7 grupos con 10 ratones por grupo. Para la implantacion, los ratones fueron anestesiados median-
te inhalaciéon de halotano. Aproximadamente 150 ul de aire filtrado estéril se inyectd por via subcutanea en el lomo
de cada ratén, entre los omoplatos, dando lugar a una bolsa de aire en la que se efectu6 una pequefa incision y se
insertd la camara. La herida se cerré con dos clips para heridas de 1,4 mm.

Los tratamientos que se formularon todos en NMP:PEG300:Agua (1:9:10, v/v) y se administraron diariamente me-
diante inyeccion intraperitoneal, eran tal y como figuran en la Tabla 7:

Tabla 7

Tratamiento Dosificacion una vez al dia
Vehiculo NMP:PEG300:Agua (1:9:10, v/v)
Vehiculo + bFGF NMP:PEG300:Agua (1:9:10, v/v)
Dioscina + bFGF 10 mg/kg

Deltonina + bFGF 10 mg/kg

Trilina + bFGF 60 mg/kg
Prosapogenina A + bFGF 20 mg/kg

Sorafenib + bFGF 60 mg/kg

El tratamiento se inici6 cuando todos los animales se habian recuperado totalmente de la anestesia, y continué du-
rante 5 dias. El dia 6, se retiraron las camaras fibrosas vascularizadas y se registr6 el peso humedo de cada implan-
te. La camara de cada ratdn se congeld rapidamente a continuaciéon con nitrégeno liquido y se almacend a -20°C
hasta que se determind el contenido en hemoglobina.
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Las muestras de capsula fibrosa se descongelaron y se mantuvieron sobre hielo durante el procedimiento. Se afa-
dié agua estéril a cada muestra descongelada, y la muestra se homogeneizé con un aparato UltraTourax a velocidad
elevada. Para evitar la contaminacién cruzada, el UltraTourax se lavé abundantemente durante 30 segundos con 5
ml de agua destilada después de homogeneizar cada muestra. El material homogeneizado se transfirié a tubos Ep-
pendorf de 2 ml y se almacend sobre hielo. Los tubos Eppendorf se centrifugaron a 4°C y velocidad elevada (fuerza
centrifuga relativa (FCR) de 14.000) durante 60 min. Se transfirieron 1,0-1,5 ml de la solucién acuosa intermedia
(homogeneizado), entre el sedimento y la capa de grasa, a tubos Eppendorf de 1,5 ml recién etiquetados y se alma-
cenaron sobre hielo. Se transfirieron 50 yl de cada homogeneizado a pocillos distintos de una placa de 96 pocillos.
Se transfirieron 50 pl de agua a 2 pocillos como blancos. A continuacion, se afiadieron 50 pl de reactivo de Drabkin a
cada pocillo y se mezcld. Después de 15 min de incubacion a temperatura ambiente, se midié la absorbancia de
cada muestra a 540 nm y el volumen de sangre para cada muestra se calculé a partir de una curva estandar.

Los resultados se presentaron como peso promedio de la camara, contenido promedio en sangre (a partir del conte-
nido en hemoglobina y el porcentaje de induccion), y se resumen en la Tabla 8:

Tabla 8
Tratamiento Peso promedio de Contenido promedio en Porcentaje de
la camara (g) sangre (uL) Induccion

Vehiculo 0,066 0,44 0
Vehiculo + bFGF 0,375 2,21 100
Dioscina + bFGF 0,131 1,24 45
Deltonina + bFGF 0,126 0,79 20
Trilina + bFGF 0,421 1,46 58
Prosapogenina A + bFGF 0,389 1,92 84
Sorafenib + bFGF 0,322 0,92 27

El porcentaje de induccion para un tratamiento es la diferencia en el contenido en sangre entre el tratamiento
(+bFGF) y el vehiculo solo (sin bFGF), dividida entre la diferencia en el contenido en sangre entre el vehiculo con
bFGF vy el vehiculo solo (sin bFGF), expresada como un porcentaje.

El contenido promedio en sangre de las angiocamaras y el porcentaje de induccion se representan graficamente
frente a los tratamientos en las Figuras 6 y 7. Los resultados muestran que las saponinas esteroideas causan una
reduccion en la angiogénesis en el sistema modelo de angioesponja.
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REIVINDICACIONES

1. Una saponina esteroidea para uso en la inhibiciéon de la angiogénesis en un sujeto humano o animal, en
donde la saponina esteroidea se selecciona a partir del grupo que consiste en deltonina (diosgenina Rha2, [Glc4],
Glc), dioscina (diosgenina Rha2, [Rha4], Glc) y prosapogenina A (diosgenina Rha2, Glc), y en donde la angiogéne-
sis es una angiogénesis asociada con angiofibroma, neovascularizacion de la cérnea, neovascularizacion reti-
nal/coroidal, retinopatia diabética, degeneracién macular relacionada con la edad, malformaciones arteriovenosas,
artritis, artritis reumatoide, osteoartritis, artritis psoriasica, lupus, trastornos del tejido conectivo, sindrome de Osler-
Weber, placas ateroscleréticas, psoriasis, granuloma piégeno, fibroplasias retrolenticulares, esclerodermia, heman-
gioma; tracoma, articulaciones hemofilicas, cicatrices hipertréficas, enfermedades o afecciones asociadas con la
inflamacion aguda o crénica, enfermedades o afecciones asociadas con la inflamacién crénica del pulmén incluyen-
do asma, sarcoidosis, enfermedades inflamatorias del intestino, enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa.

2. Una saponina esteroidea para uso segun la reivindicacion 1, en donde la saponina esteroidea reduce la
cantidad de un agente antiangiogénico necesaria para administrar al sistema bioldgico para conseguir un nivel de-
seado de inhibicion de la angiogénesis.

3. Una saponina esteroidea para uso segun la reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 2, en donde el agente an-
tiangiogénico es uno o varios agentes seleccionados a partir del grupo que consiste en un anticuerpo anti-VEGF,
que incluye un anticuerpo humanizado y/o quimérico, un aptamero anti-VEGF, un oligonucleétido antisentido de
VEGF, angiostatina, endostatina, un interferdn, interleucina 1, interleucina 12, acido retinoico y un inhibidor tisular de
la metaloproteinasa-2 y -9.
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