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DESCRIPCION
Analogos de hormonas tiroideas para inhibir la angiogénesis
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a hormonas tiroideas, analogos de hormonas tiroideas y sus derivados, y sus formas
poliméricas. Se describen también métodos para utilizar dichos compuestos y las composiciones farmacéuticas que
los contienen. La invencion se refiere también a los métodos para preparar dichos compuestos.

Antecedente de la invencion

Las hormonas tiroideas, L-tiroxina (T4) y L-triyodotironina (T3), regulan muchos procesos fisiolégicos diferentes en
diferentes tejidos en vertebrados. La mayoria de las acciones de las hormonas tiroideas estan mediadas por el
receptor de la hormona tiroidea ("TR"), que es un miembro de la superfamilia de receptores nucleares de los
reguladores de la transcripcion activados por ligandos. Esta superfamilia incluye también receptores de las hormonas
esteroides, retinoides, y 1,25-dihidroxivitamina D3. Estos receptores son factores de la transcripcion que pueden
regular la expresion de genes especificos en diversos tejidos y son dianas de farmacos ampliamente utilizados, tales
como tamoxifeno, un antagonista parcial del receptor de estrogeno. Existen dos genes diferentes que codifican dos TR
diferentes, TRa y TRpB. Estos dos TR se expresan a menudo simultdneamente a diferentes niveles en diferentes
tejidos. La mayoria de las hormonas tiroideas no discriminan entre los dos TR y se unen a ambos con similares
afinidades.

Los estudios de inactivacion génica en ratones indican que TR juega un papel en el desarrollo del sistema auditivo y
en la retroalimentacién negativa de la hormona estimuladora del tiroides por T3 en la pituitaria, mientras que TRa
modula el efecto de la hormona tiroidea en la calorigénesis y en sistema cardiovascular. La identificacion de los
antagonistas de TR podria jugar un importante papel en el tratamiento futuro del hipotiroidismo. Dichas moléculas
podrian actuar rapidamente antagonizando directamente el efecto de la hormona tiroidea en el receptor, una
significativa mejora para los individuos con hipotiroidismo que requieren cirugia, tienen enfermedades cardiacas, o
estan en riesgo de una crisis tirotoxica con riesgo para la vida.

Por tanto, sigue existiendo una necesidad de desarrollo de compuestos que modulen selectivamente la accién de las
hormonas tiroideas funcionando como agonistas o antagonistas selectivos de las isoformas de los receptores de las
hormonas tiroideas (TR) que se demuestren Utiles para el tratamiento médico. Los ultimos esfuerzos se han centrado
en el disefio y en la sintesis de antagonistas de las hormonas tiroideas (T3/T4) como potenciales agentes terapéuticos
y sondas quimicas. Existe también una necesidad de desarrollo de compuestos tiromiméticos que sean mas
accesibles que la hormona natural, y que tengan propiedades de unién y activacion al receptor potencialmente Utiles.

Los receptores de las hormonas tiroideas se unen preferentemente a la 3,5,3"-triyodo-L-tironina (T3), un analogo de
hormona derivado por desyodacion tisular de la L-tiroxina circulante (T4). Sin embargo, varios laboratorios han descrito
recientemente la capacidad de T4 y de T3 de activar las cascadas intracelulares de transduccién de senales,
independientemente de TR. Actuando independientemente de TR, la hormona tiroidea modula también la actividad del
intercambiador Na*/H" de la membrana plasmatica, de la ATPasa estimulable por Ca2+, otras bombas o canales
ionicos diferentes, y la actividad de la GTPasa de los sinaptosomas. Estudios de varios laboratorios han demostrado la
capacidad de la hormona tiroidea de activar la cascada de transduccién de la sefial de MAPK. Estas rutas se activan
normalmente mediante sefales fisicas y quimicas en la superficie celular. Aunque se han notificado repetidamente la
cinética y la especificidad de analogos para la unién de la hormona tiroidea a la membrana plasmatica, no se habia
identificado previamente un receptor de la superficie celular que represente estas acciones dependientes de TR para
la hormona tiroidea.

El laboratorio de los inventores ha mostrado en la linea celular CV-1 de fibroblastos de mono, que carece de TR
funcional, y en otras células que T4 activa la cascada de sefializacion de la proteina quinasa activada por mitégeno
(MAPK; ERK112) y promueve la fosforilacion y la translocacion nuclear de MAPK tan pronto como 10 min tras la
aplicacién de una concentracion fisiologica de T4. En fracciones nucleares de células tratadas con hormonas tiroideas,
los inventores han descrito complejos de MAPK activados y nucleoproteinas transactivadoras que son sustratos para
la actividad de la serina quinasa de MAPK. Estas proteinas incluyen el transductor de la sefializacién y el activador de
la transcripciéon (STAT)-1a, STAT3, p53, receptor (ER)-a de estrégeno y, en células que contienen TR, el receptor
nuclear de la hormona tiroidea para T3 (TRB1). La fosforilacion de estas proteinas dependiente de MAPK dirigida por la
hormona tiroidea potencia sus capacidades de transcripcion. Los efectos de la activacion de MAPK inducida por T4
queda bloqueada por inhibidores de la ruta de transduccion de la sefial de MAPK y por el acido tetrayodotiroacético
(tetrac), un andlogo de la hormona tiroidea que inhibe la unién de Tq a la superficie celular. MAPK activado por la
hormona tiroidea puede actuar también localmente en la membrana superficial, por ejemplo, sobre el antiportador
N*/H*, en lugar de cuando se transloca a los nlcleos celulares. No se ha identificado anteriormente un receptor de la
superficie celular para T4 que esté vinculado a la activacién de la cascada de MAPK.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2535134713

Las integrinas son una familia de glicoproteinas transmembrana que forman heterodimeros no covalentes. Los
dominios extracelulares de las integrinas interactian con varios ligandos, que incluyen glicoproteinas de la matriz
extracelular, y el dominio intracelular se une al citoesqueleto. Se ha mostrado desde hace una década que la hormona
tiroidea tiene influencia sobre la interaccion de la integrina con la proteina de la matriz extracelular, laminina, pero no
se ha conocido el mecanismo. La integrina aVB3 tiene un gran ndmero de ligandos de proteinas extracelulares,
incluyendo factores de crecimiento, y tras la unién del ligando puede activar la cascada de MAPK. Algunas de las
integrinas contienen un sitio de reconocimiento Arg-Gly-Asp ("RGD") que es importante para la unién de la matriz y
otras proteinas extracelulares que contienen una secuencia Arg-Gly-Asp.

Por tanto, seria deseable identificar y proporcionar un sitio de inicio para la induccién de cascadas de sefializacion de
MAPK en células tratadas con hormonas tiroideas, o sus analogos y polimeros, proporcionando de esta forma
métodos para modular los factores de crecimiento y otros polipéptidos cuyos receptores de la superficie celular se
agrupan alrededor de este sitio de inicio.

Se estima que cinco millones de personas padecen de angina estable crénica en los Estados Unidos. Cada ario,
200.000 personas fallecen con menos de 65 afos de edad debido a la "enfermedad cardiaca isquémica prematura”. A
pesar del tratamiento médico, muchos van a sufrir infarto de miocardio y sintomas debilitantes que dan lugar a la
necesidad de revascularizacion tanto con angioplastia coronaria transluminal percutanea o cirugia de derivacién de la
arteria coronaria. Se ha postulado que una manera de aliviar la isquemia de miocardio seria potenciar la circulacién
coronaria colateral.

Se han realizado ahora correlaciones entre la apariencia anatémica de los vasos coronarios colaterales ("colaterales")
visualizados en el momento del tratamiento trombolitico intracoronario durante la fase aguda del infarto de miocardio y
la curva de tiempo-actividad de la creatina quinasa, tamafio del infarto, y formacion del aneurisma. Estos estudios
demuestran un papel protector de los colaterales en corazones con enfermedad obstructiva coronaria, que muestra
infartos mas pequefios, menos formacién de aneurismas, y funcién ventricular mejorada en comparaciéon con
pacientes en los que no se visualizan los colaterales. Cuando los miocitos cardiacos se vuelven isquémicos, los
colaterales se desarrollan activamente por crecimiento con replicacion del ADN y mitosis de las células musculares
endoteliales y lisas. Una vez que se desarrolla la isquemia, estos factores se activan y se vuelven disponibles para la
ocupacién del receptor, que puede iniciar la angiogénesis tras exposicion a la heparina exogena.
Desafortunadamente, el proceso "natural" por el cual se produce la angiogénesis es inadecuado para invertir la
isquemia en casi todos los pacientes con enfermedad de las arterias coronarias.

Durante la isquemia, se libera adenosina a través de la descomposicion del ATP. La adenosina participa en muchos
acontecimientos biolégicos cardioprotectores. La adenosina tiene un papel en los cambios hemodinamicos tales como
bradicardia y vasodilatacion, y se ha sugerido que la adenosina tiene un papel en fenémenos no relacionados como el
preacondicionamiento y posiblemente la reduccién en la lesion por reperfusion (Ely y Beme, Circulation, 85: 893
(1992).

La angiogénesis es el desarrollo de nuevos vasos sanguineos a partir de los vasos sanguineos ya existentes (Mousa,
S. A., In Angiogenesis Inhibitors and Stimulators: Potential Therapeutic Implications, Landes Bioscience, Georgetown,
Texas; Capitulo 1, (2000)). Fisiolégicamente, la angiogénesis asegura el desarrollo adecuado de los organismos
maduros, prepara el Utero para la implantacién del évulo, y juega un papel clave en la cicatrizacién de las heridas. El
desarrollo de redes vasculares durante la embriogénesis o la angiogénesis normal y patoldégica depende de factores
de crecimiento e interacciones celulares con la matriz extracelular (Breier et al., Trends in Cell Biology 6:454-456
(1996); Folkman, Nature Medicine 1:27-31 (1995); Risau, Nature 386:671-674 (1997). Los vasos sanguineos surgen
durante la embriogénesis debido a dos procesos: vasculogénesis y angiogénesis (Blood et al., Bioch. Biophys. Acta
1032:89-118 (1990). La angiogénesis es un proceso multietapa controlado por el equilibrio de factores pro y
antiangiogénicos. Las Ultimas etapas de este proceso implican la proliferacién y la organizacién de células endoteliales
(EC) en estructuras de tipo tubo. Se piensa que los factores de crecimiento tales como FGF2 y VEGF juegan papeles
clave en la promocién del crecimiento y la diferenciacién de células endoteliales.

El control de la angiogénesis es un proceso complejo que implica la liberacién local de factores de crecimiento vascular
(P Carmeliet, Ann NY Acad Sci 902:249-260, 2000), matriz extracelular, moléculas de adhesién y factores metabdlicos
(RJ Tomanek, GC Schatteman, Anat Rec 261:126-135, 2000). Las fuerzas mecanicas en el interior de los vasos
sanguineos también tienen un papel (O Hudlicka, Molec Cell Biochem 147:57-68, 1995). Las principales clases de
factores de crecimiento enddgenos implicados en el crecimiento de nuevos vasos sanguineos son la familia del factor
de crecimiento de los fibroblastos (FGF) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Paginas G, Ann NY
Acad Sci 902:187-200, 2000). La cascada de transduccién de la sefal de la proteina quinasa activada por mitégeno
(MAPK ERK1/2) esta implicada en la expresién génica de VEGF y en el control de la proliferacion de células
endoteliales vasculares.

La adenosina intrinseca puede facilitar la respuesta del flujo coronario a las demandas crecientes de oxigeno del
miocardio y de esta manera modula la reserva del flujo coronario (Ethier et al., Am. J. Physiol., H131 (1993) demostro
que la adicion de concentraciones fisioldgicas de adenosina a los cultivos de células endoteliales de la vena umbilical
humana estimula la proliferacién, posiblemente mediante un receptor superficial. La adenosina puede ser un factor del
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crecimiento celular endotelial humano y posiblemente de la angiogénesis. La angiogénesis parece ser protectora en
pacientes con flujo sanguineo obstruido tal como enfermedad de las arterias coronarias ("CAD"), pero la velocidad a la
cual los vasos sanguineos crecen naturalmente es inadecuada para invertir la enfermedad. Por tanto, las estrategias
para potenciar y acelerar la angiogénesis potencial natural del cuerpo deben ser beneficiosas en pacientes con CAD.

De manera similar, la cicatrizacion de heridas es un problema principal en muchos paises en vias de desarrollo, y las
personas diabéticas tienen afectada negativamente la cicatrizacién de heridas y los trastornos inflamatorios crénicos,
con un uso creciente de diversos inhibidores de la ciclooxigenasa-2 (CoX2). La angiogénesis es necesaria para la
reparacion de heridas porque los nuevos vasos proporcionan nutrientes para apoyar las células activas, promueven la
formacion del tejido de granulacion y facilita el aclaramiento de los desechos. Aproximadamente un 60 % de la masa
del tejido estd compuesta de vasos sanguineos que suministran también el oxigeno necesario para estimular la
reparacion y el crecimiento de vasos. Esta bien documentado que los factores angiogénicos estan presentes en el
fluido de cicatrizacién y promueven la reparacion mientras que los factores antiangiogénicos inhiben la reparacién. La
angiogénesis de la cicatrizacién es un complejo proceso multietapa. A pesar de un conocimiento detallado acerca de
muchos factores angiogénicos, se han realizado pocos avances para definir la fuente de estos factores, los elementos
reguladores implicados en la angiogénesis de la cicatrizacion y en el uso clinico de estimulantes angiogénicos para
promover la reparacién. Complicando adicionalmente la comprension de la angiogénesis de la cicatrizacién y
reparacion de heridas se encuentra el hecho de que los mecanismos y mediadores implicados en la reparacion varian
probablemente dependiendo de la profundidad de la herida, el tipo de herida (quemadura, trauma, etc.), y la
localizacién (musculo, piel, hueso, etc.). El estado y edad del paciente (diabético, parapléjico, en tratamiento con
esteroides, anciano comparado con nifio, etc.) pueden determinar también la velocidad de reparacion y respuesta a
factores angiogénicos. El sexo del paciente y el estado hormonal (premenopausico, postmenopausico, etc.) puede
influenciar también los mecanismos y respuestas de reparacion. Una curacidon mejorada de la herida afecta
particularmente a los ancianos y a muchos de los 14 millones de diabéticos en los Estados Unidos. Debido a que una
angiogénesis reducida es a menudo un agente causante de problemas en la cicatrizacion de heridas en estas
poblaciones de pacientes, es importante definir los factores angiogénicos importantes en la reparacion de heridas y
desarrollar usos clinicos para prevenir y/o corregir la mejora en la cicatrizacion de heridas.

Por tanto, sigue habiendo una necesidad de un tratamiento eficaz en forma de agentes angiogénicos como tratamiento
principal o auxiliar para el estimulo de la cicatrizacion de heridas, la angiogénesis coronaria, u otras enfermedades
relacionadas con la angiogénesis, con efectos secundarios minimos. Dicho tratamiento seria particularmente Util para
pacientes que tienen trastornos vasculares tales como infartos de miocardio, ictus o enfermedades de las arterias
periféricas y podrian utilizarse profilacticamente en pacientes que tienen una mala circulacion coronaria, que los coloca
en un alto riesgo de isquemia y de infartos de miocardio.

Las hormonas tiroideas, analogos, y las conjugaciones poliméricas juegan importantes papeles en el desarrollo del
cerebro. Evidencias crecientes sugieren que la privacién de hormonas tiroideas poliméricas en la etapa de desarrollo
inicial produce déficits estructurales y funcionales en el SNC, pero el mecanismo preciso subyacente sigue siendo
desconocido.

El sistema nervioso de los mamiferos comprende un sistema nervioso periférico (SNP) y un sistema nervioso central
(SNC, que comprende el cerebro y la médula espinal), y estd compuesto por dos clases principales de células:
neuronas y células gliales. Las células gliales rellenan los espacios entre las neuronas, alimentandolas y modulando
su funcion. Determinadas células gliales, tales como las células de Schwann en el SNP y los oligodendrocitos en el
SNC, proporcionan también una vaina de mielina que rodea los procesos neurales. La vaina de mielina permite una
rapida conduccion a lo largo de la neurona. En el sistema nervioso periférico, axones de multiples neuronas pueden
enmaranarse entre si a fin de formar una fibra nerviosa. Estos, a su vez, pueden combinarse en fasciculos o haces.

Durante el desarrollo, la diferenciacion de las neuronas desde los sistemas nerviosos central y periférico lanza axones
que crecen y hacen contacto con células diana especificas. En algunos casos, los axones deben cubrir enormes
distancias; algunos crecen en la periferia, mientras que otros estéan confinados en el sistema nervioso central. En
mamiferos, esta etapa de neurogénesis se completa durante la fase embriénica de la vida y las células neuronales no
se multiplican una vez que se han diferenciado completamente.

Se ha identificado un hospedador de neuropatias que afecta al sistema nervioso central. Las neuropatias, que pueden
afectar a las propias neuronas o asociarse con células gliales, pueden ser el resultado de una disfuncién metabdlica
celular, infeccién, exposicion a agentes toxicos, autoinmunidad, desnutricién, o isquemia. En algunos casos, se piensa
que la neuropatia celular induce la muerte celular directamente. En otros casos, la neuropatia puede inducir suficiente
necrosis tisular para estimular el sistema inmune/inflamatorio del cuerpo y la respuesta inmune a la lesion neural que
destruye a continuacion las rutas neurales.

Cuando la ruta neural dafada es resultado de dafio axonal en el SNC, se han utilizado injertos de nervios periféricos
autologos para realizar uniones en lesiones en el sistema nervioso central y permitir a los axones retornar
posteriormente a su area diana normal. En contraste a las neuronas del SNC, las neuronas del sistema nervioso
periférico pueden extender nuevos procesos periféricos en respuesta al dafo de los axones. Se piensa que esta
propiedad regenerativa de los axones del sistema nervioso periférico es suficiente para permitir injertar estos
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segmentos en axones del SNC. El injerto satisfactorio parece estar limitado, sin embargo, por numerosos factores, que
incluyen la longitud de la lesion axonal en el SNC que se va a derivar, y la distancia de los sitios del injerto desde los
cuerpos de células neuronales del SNC, con injertos satisfactorios que se producen préximos al cuerpo celular.

En el sistema nervioso periférico, esta propiedad regenerativa celular de las neuronas tiene una capacidad limitada
para reparar la funcién de una ruta neural dafiada. Especificamente, los nuevos axones se extienden aleatoriamente, y
se dirigen a menudo de manera incorrecta, entrando en contacto con dianas inapropiadas que pueden producir una
funciéon anémala. Por ejemplo, si un nervio motor esta dafiado, los axones que han vuelto a crecer pueden entrar en
contacto con musculos incorrectos, dando como resultado paralisis. Ademas, cuando los procesos dafados dan como
resultado un hueco mas largo de unos pocos milimetros, por ejemplo, mas de 10 milimetros (mm), no se produce la
regeneracion nerviosa adecuada, debido tanto a que los procesos no consiguen crecer la distancia necesaria, como
debido a un crecimiento axonal dirigido de manera incorrecta. Los esfuerzos para reparar el dafio nervioso periférico
por medios quirlrgicos han tenido resultados mixtos, particularmente cuando el dafio se extiende a una distancia
significativa. En algunos casos, las etapas de sutura utilizadas para obtener una alineacién adecuada de los extremos
nerviosos danados estimulan la formacién de tejido de cicatrizaciéon que se piensa que inhibe la regeneracion del axoén.
Incluso cuando se ha reducido la formaciéon de tejido de cicatrizacion, como con el uso de canales de guiado de nervios
u otras protesis tubulares, la regeneracion satisfactoria sigue estando limitada a lesiones nerviosas de menos de 10
milimetros de distancia. Ademas, la capacidad reparadora de las neuronas periféricas esta significativamente inhibida
cuando una lesion o neuropatia afecta al propio cuerpo celular o da como resultado una extensa degeneracion de un
axoén distal.

La rutas neurales de mamiferos también estan en riesgo debido al dafio causado por lesiones neoplasicas. Se han
identificado neoplasias de neuronas y células gliales. Las células transformadas de origen neural pierden
generalmente su capacidad de comportarse como células normales diferenciadas y pueden destruir las rutas neurales
mediante la pérdida de la funcion. Ademas, los tumores proliferativos pueden inducir lesiones perturbando la
estructura normal del tejido nervioso, inhibiendo las rutas mediante la compresién de los nervios, inhibiendo el fluido
cerebroespinal o el suministro de flujo sanguineo, y/o estimulando la respuesta inmune del cuerpo. Los tumores
metastasicos, que son una causa significativa de lesiones neoplasicas en el cerebro y la médula espinal, pueden danar
también de manera similar las rutas neurales e inducir la muerte de células neuronales.

Un tipo de molécula morforreguladora asociada con el crecimiento, la diferenciacion y el desarrollo de células
neuronales es la molécula de adhesién celular ("CAM"), de forma més notable, la molécula de adhesién de células
nerviosas (N-CAM). Las CAM son miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Median las interacciones
entre células durante el desarrollo y en los tejidos adultos mediante la unién homofilica, es decir, la union CAM-CAM en
células opuestas. Se han identificado numerosas CAM diferentes. De estas, las mas estudiadas son la N-CAM y la
L-CAM (moléculas de adhesion a hepatocitos), ambas de las cuales se han identificado en todas las células en las
etapas iniciales del desarrollo, asi como en diferentes tejidos adultos. En el desarrollo del tejido neural, se cree que la
expresion de N-CAM es importante en la organizacion del tejido, la migracién neuronal, la adhesion del tejido muscular
a los nervios, la formacién de la retina, sinaptogénesis, y degeneracion neuronal. Se piensa también que la expresién
reducida de N-CAM esta asociada con la disfuncion nerviosa. Por ejemplo, la expresién de al menos una forma de
N-CAM, N-CAM-180, se reduce en un ratén mutante desmielinizado. Bhat, Brain Res. 452: 373-377 (1988). Se han
asociado también los niveles reducidos de N-CAM con hidrocéfalo de presién normal, Werdelin, Acta Neurol. Scand.
79: 177-181 (1989), y con esquizofrenia de tipo Il. Lyons, et al., Biol. Psychiatry 23: 769-775 (1988). Ademas, los
anticuerpos contra N-CAM han demostrado perturbar la recuperacion funcional en nervios lesionados. Remsen, Exp.
Neurobiol. 110: 268-273 (1990).

Actualmente no existe método satisfactorio para reparar el dafio producido por lesiones traumaticas en las neuronas
motoras y enfermedades de las neuronas motoras. Existen de 15.000 a 18.000 nuevos casos de lesiones de médula
espinal cada afo en los Estados Unidos. Ademas, existen aproximadamente 200.000 supervivientes de lesiones de
médula espinal. El coste anual de cuidados para estos pacientes excede de 7.000 millones. La patofisiologia que sigue
al traumatismo agudo de médula espinal es un mecanismo complejo y no se entiende completamente. El dafo al tejido
primario producido mediante traumatismo mecanico se produce inmediatamente y es irreversible. Allen, J. Am. Med.
Assoc. 57: 878-880 (1911). La evidencia experimental indica que la mayoria del dafo al tejido postraumatico es el
resultado de un proceso reactivo que comienza minutos después de la lesiéon y continGia durante dias o semanas.
Janssen, et al., Spine 14: 23-32 (1989) y Panter, et al., (1992). Este proceso autodestructivo progresivo incluye
mecanismos patofisiolégicos tales como hemorragias, isquemia postraumatica, edema, necrosis axonal y neuronal, y
desmielinizacion seguida por formacién de quistes e infarto. Para una revisién, véase Tator, et al., J. Neurosurg, 75:
15-26 (1991) y Faden, Crit. Rev. Neurobiol. 7: 175-186 (1993). Los factores de lesion propuestos incluyen cambios
electroliticos debido a los cuales, el inicio del calcio intracelular inicia una cascada de acontecimientos (Young, J.
Neurotrauma 9, Supl. 1: S9-S25 (1992) y Young, J. Emerg. Med 11: 13-22 (1993)), cambios bioquimicos con liberacion
descontrolada de transmisores (Liu, et al., Cell 66: 807-815 (1991) y Yanase, et al., J. Neurosurg 83: 884-888 (1995),
liberacion de acido araquidénico, produccion de radicales libres, peroxidacion lipidica (Braughler, et al., J.
Neurotrauma 9, Supl. 1: S1-S7 (1992), produccién eicosanoide (Demediuk, et al., J. Neurosci. Res. 20: 115-121
(1988), opiaceos endogenos (Faden, et al., Ann Neurol. 17: 386-390 (1985), cambios metabdlicos que incluyen
alteraciones en el oxigeno y la glucosa (Faden, Crit. Rev. Neurobiol. 7: 175-186 (1993)), cambios inflamatorios (Blight,
J. Neurotrauma 9, Supl. 1: S83-S91 (1992), y edema astrocitico (Kimelberg, J. Neurotrauma 9, Supl. 1: S71-S81
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(1992). Durante los ultimos 400 afos, las soluciones quirdrgicas que incluyen laminectomia y descompresién,
acomparnadas por fusién, han sido las estrategias de tratamiento mas comunmente practicadas. Hansebout, "Early
Management of Acute Spinal Cord Injury", pp. 181-196 (1982) y Janssen, et al., Spine 14: 23-32 (1989). Sin embargo,
estos procedimientos no han implicado la aplicacion de técnicas que aumentan las propiedades regenerativas del
tejido de la médula espinal.

Se ha identificado un hospedador de enfermedades de las neuronas motoras, incluyendo las enfermedades
desmielinizantes, mielopatias, y las enfermedades de las neuronas motoras tales como la esclerosis lateral amiotréfica
("ALS"). INTERNAL MEDICINE, ch. 121-123 (42 ed., J. H. Stein, ed., Mosby, 1994). La esclerosis multiple ("EM") es la
enfermedad desmielinizante méas comudn del sistema nervioso central, que produce redes esclerotizadas (es decir,
placas) en el cerebro y en la médula espinal. La EM tiene manifestaciones clinicas proteicas, dependiendo de la
localizacién y del tamafio de la placa. Los sintomas tipicos incluyen pérdida visual, diplopia, nistagmo, disantria,
debilidad, parestesias, anomalias de la vejiga, y alteraciones del estado de animo. Se han propuesto miles de
tratamientos para esta enfermedad variable a largo plazo. La lista de tratamientos propuestos abarca todos desde la
dieta a la estimulacion eléctrica a la acupuntura, apoyo emocional, y diversas formas de tratamientos
inmunosupresores. Ninguno ha demostrado ser satisfactorio.

Se produce la pérdida progresiva de neuronas motoras inferiores y superiores en algunas enfermedades (por ejemplo,
esclerosis lateral primaria, atrofia muscular espinal, amiotrofia focal benigna). Sin embargo, La ELA es la mas comun
de la enfermedad de las neuronas motoras. Se produce la pérdida de las neuronas motoras inferiores y superiores en
la ELA. Los sintomas incluyen la degeneracion progresiva del musculo esquelético, debilidad, fasciculaciones, y
calambres. Algunos casos tienen una implicacién predominante de motoneuronas del pedunculo cerebral (paralisis
bulbar progresiva). Desafortunadamente, el tratamiento de las neuronas motoras y de las enfermedades relacionadas
es paliativo. INTERNAL MEDICINE, ch. 123 (42 ed., J. H. Stein, ed., Mosby, 1994).

Por consiguiente, existe una necesidad en la técnica de los tratamientos de los trastornos y las lesiones de las
neuronas motoras, y los déficits relacionados en funciones neurales. Es, por lo tanto, un objetivo de la presente
invencion proporcionar composiciones y métodos para estimular la angiogénesis, para inducir la diferenciacién
neuronal, y para prevenir la muerte o la degeneracién de las células neuronales.

Las tirosinas estan yodadas en uno (monoyodotirosina) o dos sitios (diyodotirosina) y a continuacién se acoplan para
formar las hormonas activas (diyodotirosina + diyodotirosina — tetrayodotironina [tiroxina, Ta]; diyodotirosina +
monoyodotirosina —triyodotironina [Ts]. Otra fuente de T3 en la glandula tiroidea es el resultado de la desyodacion del
anillo externo de T4 mediante una selenoenzima: 5’-desyodinasa de tipo | (5'D-l). La tiroglobulina, una glicoproteina
que contiene Tz y T4 en su matriz, se captura en el foliculo como goticulas de coloides por las células tiroideas.

Los lisosomas que contienen proteasas escinden Tz y T4 a partir de la tiroglobulina, dando como resultado la liberacion
de T3y T4 libres. Las yodotirosinas (monoyodotirosina y diyodotirosina) se liberan también a partir de la tiroglobulina,
pero solo cantidades muy pequefias alcanzan el torrente sanguineo. El yodo se elimina de las mismas mediante
desyodinasas intracelulares, y la glandula tiroides usa este yodo.

La T4y la T3 liberadas desde el tiroides por la protedlisis alcanzan el torrente sanguineo, donde se unen a las proteinas
séricas de union a las hormonas tiroideas para el transporte. La proteina de unién a la hormona tiroidea mayor es la
globulina de union a tiroxina ("TGB"), que tiene una alta afinidad pero una baja capacidad para T4 y Ts. TGB representa
normalmente aproximadamente un 75% de las hormonas unidas. Otras proteinas de unién a hormonas
tiroideas--principalmente prealbimina de unién a tiroxina, denominada también transtiretina ("TTR"), que tiene una alta
afinidad pero una baja capacidad para T4, y la albimina, que tiene una baja afinidad pero una alta capacidad por T4 y
Ts- representan el resto de las hormonas tiroideas séricas unidas. Aproximadamente un 0,03 % de T4 sérica total y un
0,3 % de T3 sérica total estan libres y en equilibrio con las hormonas unidas. Solo las T4 y Ts libres estan disponibles en
los tejidos periféricos para la accién de las hormonas tiroideas.

Las hormonas tiroideas tienen dos efectos fisioldégicos principales: (1) Aumentan la sintesis de proteinas en
virtualmente cada tejido corporal. (Ts y T4 penetran en las células, donde Ts, que se deriva de la circulacion y de la
conversion de T4 a T3 en la célula, se une a receptores nucleares discretos y tiene influencia sobre la formacién del
ARNm). (2) Ts aumenta el consumo de O, aumentando la actividad de la Na®, K*-ATPasa (bomba de Na),
principalmente en tejidos responsables del consumo basal de O: (es decir, higado, rifién, corazén, y musculo
esquelético). La actividad aumentada de la Na*, K*-ATPasa es secundaria a la sintesis aumentada de esta enzima; por
lo tanto, el aumento en el consumo de O» esta también probablemente relacionado con la unién nuclear de las
hormonas tiroideas. Sin embargo, no se ha descartado un efecto directo de T3 sobre la mitocondria. Se cree que Ts es
la hormona tiroidea activa, aunque la propia T4 puede ser biol6gicamente activa.

El combinado de hormonas tiroideas critico para las acciones bioldgicas de las hormonas es el combinado de la
hormona tiroidea libre. El tamafio de este combinado se determina durante cortos periodos de tiempo mediante la
captacién/liberacion de hormonas tiroideas en/a partir de células y la unién/liberacion de hormonas tiroideas por las
proteinas de unidén a hormonas tiroideas. Tanto las proporciones como las concentraciones absolutas de estas
proteinas difieren en el plasma sanguineo y en el fluido cerebroespinal ("CSF"). La diferencia mas pronunciada se
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encuentra para la trastirretina ("TTR"), que es la Unica proteina plasmatica de unién a la hormona tiroidea sintetizada
en el cerebro (Schreiber G, Southwell BR, Richardson SJ. Hormone delivery systems to the brain-transthyretin. Exp
Clin Endocrinol Diabetes. 1995;103(2):75-80). TTR es también distinta de las otras dos proteinas plasmaticas de unién
a hormonas tiroideas en seres humanos en ausencia de deficiencias genéticas. La expresion génica de TTR se inicid
durante la evolucion mucho antes en el cerebro que en el higado. Se ha conservado completamente la estructura de
los dominios de TTR implicados en la unién de T4 a la tiroxina (TR) durante 350 millones de afios. Estas observaciones
apuntan a una significancia funcional especial de TTR en el cerebro. Se ha propuesto que esta es la determinacion del
nivel de T4 libre en el compartimento extracelular del cerebro. T4 puede a continuacion convertirse en el cerebro a
triyodotironina T3 mediante desyodinasas especificas. Esta T3 puede interactuar con receptores en los nucleos de las
células, regulando la transcripcién génica.

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo grave, y actualmente, aproximadamente 4 millones de
americanos padecen de esta enfermedad. A medida que la poblacién envejece continla aumentando, este nimero
podria alcanzar 14 millones a la mitad del proximo siglo a no ser que se encuentre una cura o prevencion. De hecho, no
existe ensayo previo a la muerte sensible y especifico para el diagnostico inicial de esta enfermedad. La enfermedad
de Alzheimer se diagnostica actualmente basandose en la observacién clinica del declive cognitivo, vinculada a la
eliminacion sistematica de otras posibles causas de aquellos sintomas. La confirmacion del diagnéstico clinico de
"enfermedad de Alzheimer probable" puede solo realizarse mediante el examen del cerebro postmortem. El cerebro de
la enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la aparicion de dos depoésitos proteinaceos anémalos distintos en
regiones del cerebro responsables del aprendizaje y la memoria (por ejemplo, corteza cerebral e hipocampo). Estos
depésitos son placas amiloides extracelulares, que son caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer, y de los ovillos
neurofibrilares intracelulares ("NFT"), que se pueden encontrar también en otros trastornos neurodegenerativos. Los
péptidos amiloides son normalmente tanto de 40 o 42 aminoacidos de longitud ("A1’4°" o "A"2 respectivamente) y se
forman a partir de un procesamiento anémalo de una proteina mas grande asociada a membrana de funcion
desconocida, la proteina precursora amiloide ("APP"). Se piensa que los agregados oligoméricos de estos péptidos
son neurotdxicos, dando como resultado eventualmente la degeneracién sinaptica y la perdida neuronal. La cantidad
de deposicion amiloide esta correlacionada de manera grosera con la gravedad de los sintomas en el momento de la
muerte.

En el pasado, se han hecho algunos intentos para el disefio de agentes radiofarmacéuticos que podrian utilizarse
como agentes diagnésticos para un diagnéstico premortem de la enfermedad de Alzheimer. Bornebroek et al. mostré
que el componente P amiloide asociado a la proteina amiloide (SAP), marcado con '?®l, se acumula a bajos niveles en
la corteza cerebral, posiblemente en las paredes del recipiente, de pacientes con amiloidosis cerebral (Bornebroek, M.,
et al., Nucl. Med. Commun. (1996), Volumen 17, pags. 929-933).

Saito et al. propusieron una administracion mediada por vector de A" marcado con '®I a través de la barrera
hematoencefalica. Se ha notificado que AT yodado se une a la placa de la proteina amiloide A en las secciones
tisulares (Saito, Y., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1995, Vol. 92, pp.10227-10231). Las Patentes de los Estados
Unidos N 5.231.000 describen anticuerpos con especificidad por el polipéptido amiloide A4 que se encuentran en el
cerebro de los pacientes con enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, no se ha descrito un método para administrar
estos anticuerpos a través de la barrera hematoencefalica. Zhen et al. describieron modificaciones del colorante de
unién a la proteina amiloide conocido como "Rojo Congo.TM.", y complejos de estas moléculas modificadas con
tecnecio y renio. Se han propuesto los complejos con iones radioactivos como potenciales agentes de diagndstico por
imagenes para la enfermedad de Alzheimer (Zhen et al., J. Med. Chem. (1999), Vol. 42, pags. 2805-2815). Sin
embargo, el potencial de los complejos para cruzar la barrera hematoencefalica es limitado.

Un grupo de la Universidad de Pensilvania en los EE.UU. (Skovronsky, M., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 2000, Vol. 97,
pp. 7609-7614) ha desarrollado un derivado marcado fluorescentemente de rojo congo que es permeable al cerebro y
que no se une especificamente a materiales amiloides (esto es, péptidos en conformacién de vaina plegada). Este
compuesto necesitaria radiomarcarse y a continuacién seguir un procedimiento de cribado preclinico para determinar
su farmacocinética y toxicidad antes del ensayo clinico. Por el contrario, la invencién de los inventores utiliza derivados
de sustancias que se producen naturalmente solas o en combinaciones para el diagnéstico, prevencién, prondstico y
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Klunk et al. notificaron experimentos con un derivado de Rojo Congo™,
Chrisamina G ("CG"). Se ha notificado que CG se une bien al amiloide sintético in vitro, y cruza la barrera
hematoencefalica en ratones normales (Klunk et al., Neurobiol. Aging (1994), Vol. 15, N° 6, pp. 691-698). Bergstrom et
al. han presentado un compuesto marcado con 2% como un radioligando potencial para la visualizacion de los
receptores M1y M2 de la acetilcolina muscarinica en la enfermedad de Alzheimer (Bergstrom et al., Eur. J. Nucl. Med.
(1999), Vol. 26, pp. 1482-1485).

Recientemente, se ha descubierto que determinados receptores de la quimioquina especificos estan regulados en
exceso en los cerebros de los pacientes con enfermedad de Alzheimer (Horuk, R. et al., J. Immunol. (1997), Vol. 158,
pp. 2882-2890); Xia et al., J. NeuroVirol (1999), Vol. 5, pp. 32-41). Ademas, se ha mostrado recientemente que el
receptor CCR1 de la quimioquina esta regulado en exceso en los cerebros de pacientes con enfermedad de Alzheimer
avanzada y ausente en cerebros envejecidos normales (Halks-Miller et al, CCR1 Immunoreactivity in Alzheimer’s
Disease Brains, Society for Neuroscience Meeting Abstract, N® 787.6, Volumen 24, 1998). Se describen antagonistas
del receptor CCRI y su uso como agentes antiinflamatorios en la solicitud de patente PCT publicada WO 98/56771.
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Ninguno de los anteriores propositos descritos ha dado como resultado el desarrollo clinico de un agente de
diagndstico por imagenes para el diagnostico precoz de la enfermedad de Alzheimer. Por consiguiente, sigue
existiendo una necesidad clinica de un agente de diagnostico que podria utilizarse para un diagnostico fiable y precoz
de la enfermedad de Alzheimer. Adicionalmente, las estrategias propuestas podrian ser también Utiles para la
inhibicion de la formacién o acumulacion de la placa amiloide en pacientes de Alzheimer.

Es interesante sefalar que la angiogénesis se produce también en otras situaciones, pero que son indeseables, que
incluyen el crecimiento y la metéstasis de tumores soélidos; artritis reumatoide; psoriasis; escleroderma; y tres causas
comunes de ceguera - retinopatia diabética, fibroplasia retrolental y glaucoma neovascular (de hecho, las
enfermedades de los ojos estan casi siempre acompafnadas por vascularizacion. El proceso de angiogénesis de la
herida tiene realmente muchas caracteristicas en comun con la angiogénesis tumoral. Por tanto, existen algunas
dolencias, tales como la retinopatia diabética o la incidencia de tumores primarios o metastasicos, en los que la
angiogénesis es indeseable. Por tanto, sigue habiendo una necesidad de métodos mediante los cuales se inhiba el
efecto de los agentes angiogénicos para el tratamiento de canceres.

El documento WO 2005/027895 se refiere a la hormona tiroidea, a los analogos y los derivados de las hormonas
tiroideas y sus formas poliméricas para el uso en la promocion o en la inhibiciéon de la angiogénesis en un sujeto.

El documento US 6. 740.680 se refiere a tratamientos que utilizan tetrac y/u otros compuestos tiromiméticos. Las
composiciones se dirigen a suprimir la secrecion de TSH sin inhibir la monodesyododinasa de tipo Il especifica de
pituitaria y reduciendo o evitando a la vez la estimulacién tiromimética de los tejidos periféricos en comparacion con las
dosis de L-tiroxina (T4) equivalentes supresoras de TSH.

El documento WO 00/78815 se refiere a anticuerpos injertados con LM609 potenciado que presentan afinidad de union
selectiva para a3 0 uno de sus fragmentos funcionales y se refiere a enfermedades mediadas por integrina.

El documento WO 03/075741 se refiere a la prevencion, el tratamiento, la gestion o la mejora de trastornos que utilizan
un antagonista de la integrina a,f3, y se menciona la vitaxina, junto con un inhibidor de la HMG-CoA reductasa y/o un
bifosfonato.

Sumario de la invencion

La invencién esta basada, en parte, en el descubrimiento de que las hormonas tiroideas, los analogos de las hormonas
tiroideas, y sus formas poliméricas, actian en la membrana celular y tienen propiedades proangiogénicas que son
independientes de los efectos de las hormonas tiroideas. Por consiguiente, estos analogos de las hormonas tiroideas y
las formas poliméricas (es decir, agentes angiogénicos) se pueden usar para tratar varios trastornos. De manera
similar, la invenciéon se basa también en el descubrimiento de que los antagonistas de analogos de las hormonas
tiroideas inhiben el efecto proangiogénico de dichos analogos, y se pueden usar también para tratar varios trastornos.

Especificamente, la presente invencidn proporciona un agente antiangiogénesis para el uso en el tratamiento del
glioma o el cancer de mama, en el que el agente antiangiogénesis es acido tetrayodotiroacético (TETRAC) o acido
triyodotiroacético (TRIAC), o una de sus combinaciones, y en el que el agente antiangiogénesis actia en la superficie
celular para inhibir un agente proangiogénesis y en el que donde el agente antiangiogénesis se conjuga a un polimero
mediante un enlace covalente.

En la presente invencién, el agente antiangiogénesis es opcionalmente para la administracion parenteral, oral, rectal o
tépica, o una de sus combinaciones.

En la presente invencion, el agente antiangiogénesis se administra simultdneamente con uno o mas tratamientos
antiangiogénesis o agentes quimioterapéuticos diferentes.

La presente divulgacién proporciona informacion acerca de como tratar una dolencia susceptible de tratamiento
promoviendo la angiogénesis administrando a un sujeto que lo necesita una cantidad de una forma polimérica de la
hormona tiroidea, o uno de sus analogos, eficaz para promover la angiogénesis. Se proporcionan ejemplos de dichas
dolencias susceptibles de tratamiento para promover la angiogénesis en el presente documento y pueden incluir la
enfermedad vascular oclusiva, enfermedad coronaria, disfuncién eréctil, infarto de miocardio, isquemia, ictus,
trastornos vasculares de las arterias periféricas, y heridas.

Se proporcionan también analogos de hormonas tiroideas en el presente documento y pueden incluir triyodotironina
(T3), levotiroxina (T4), acido 3,5-dimetil-4-(4’-hidroxi-3’-isopropilbencil)-fenoxi acético (GC-1), o acido
3,5-diyodotiropropionico (DITPA), acido tetrayodotiroacético (TETRAC), y triiodotiroacético (TRIAC). En la Figura 20
hay analogos adicionales Tablas A-D. Estos analogos pueden conjugarse en alcohol polivinilico, copolimero de acido
acrilico etileno, poli(acido lactico), o agarosa. La conjugaciéon es mediante enlaces covalentes o no covalentes
dependiendo del polimero utilizado.

En una realizacion la hormona tiroidea, los andlogos de las hormonas tiroideas, o sus formas poliméricas se
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administran mediante medios parenteral, oral, rectal, o topico, 0 una de sus combinaciones. Los modos parenterales
de administracion incluyen, por ejemplo, los modos subcutaneo, intraperitoneal, intramuscular, o intravenoso, tales
como mediante catéter. Los modos topicos de administracién pueden incluir, por ejemplo, una tirita.

En otra realizacion, las hormonas tiroideas, los analogos de las hormonas tiroideas, o sus formas poliméricas pueden
encapsularse o incorporarse en una microparticula, liposoma, o polimero. El polimero puede incluir, por ejemplo, una
poliglicolida, polilactida, o sus copolimeros. El liposoma o la microparticula tienen un tamafno de aproximadamente
menos de 200 nandmetros, y se puede administrar mediante una o mas rutas parenterales, u otro modo de
administracion. En otra realizacion, el liposoma o la microparticula pueden presentarse en lechos capilares que rodean
el tejido isquémico, o aplicarse | interior de un vaso sanguineo mediante un catéter.

Las hormonas tiroideas, los analogos de las hormonas tiroideas, o sus formas poliméricas de acuerdo con la invencion
pueden también administrarse simultdneamente con una o mas sustancias biolégicamente activas que pueden incluir,
por ejemplo, factores de crecimiento, vasodilatadores, anticoagulantes, antiviricos, antibacterianos, antiinflamatorios,
inmunosupresores, analgésicos, agentes de vascularizacion, o moléculas de adhesién celular, o una de sus
combinaciones. En una realizacion, el analogo de la hormona tiroidea o la forma polimérica se administra como una
inyeccion en bolo antes de o tras la administracién de una o mas sustancias biolégicamente activas.

Los factores de crecimiento pueden incluir, por ejemplo, factor alfa de crecimiento transformante ("TGFa"), factor beta
de crecimiento transformante ("TGFB"), factor basico de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento endotelial
vascular, factor de crecimiento epitelial, factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento derivado de plaquetas, y
factor de permeabilidad vascular. Los vasodilatadores pueden incluir, por ejemplo, adenosina, derivados de
adenosina, o una de sus combinaciones. Los anticoagulantes incluyen, pero no se limitan a, heparina, derivados de
heparina, anti-factor Xa, anti-trombina, aspirina, clopidogrel, o una de sus combinaciones.

En otro aspecto de la presente divulgacién, se proporcionan métodos para promover la angiogénesis junto o alrededor
de un dispositivo médico recubriendo el dispositivo con una hormona tiroidea, un analogo de hormona tiroidea, o un
analogo de sus formas poliméricas como se describe aqui antes de insertar el dispositivo en un paciente. La etapa de
revestimiento puede incluir ademas revestir el dispositivo con una o mas sustancias biolégicamente activas, tales
como, pero sin limitacion, un factor de crecimiento, un vasodilatador, un anticoagulante, o una de sus combinaciones.
Los ejemplos de dispositivos médicos que se pueden revestir con analogos de la hormona tiroidea o las formas
poliméricas incluyen prétesis endovasculares, catéteres, canulas o electrodos.

Se describen también métodos para tratar una dolencia susceptible de tratamiento inhibiendo la angiogénesis en un
sujeto que lo necesita una cantidad de un agente antiangiogénesis eficaz para inhibir la angiogénesis. Los ejemplos de
las dolencias susceptibles de tratamiento que inhiben la angiogénesis incluyen tumores primarios o metastasicos,
retinopatia diabética, y dolencias relacionadas. Se proporcionan también ejemplos de los agentes antiangiogénicos
utilizados para inhibir la angiogénesis por la invencion e incluyen el acido tetrayodotiroacético (TETRAC), acido
triyodotiroacético (TRIAC), anticuerpo LM609 monoclonal, XT 199 o sus combinaciones. Dichos agentes
antiangiogénesis pueden actuar en la superficie celular para inhibir los agentes pro-angiogénesis.

En una realizacion, el agente antiangiogénesis se administra mediante un modo parenteral, oral, rectal, o tépico, o una
de sus combinaciones. En otra realizacién, el agente antiangiogénesis puede administrarse simultaneamente con uno
0 mas tratamientos o agentes quimioterapéuticos antiangiogénesis .

Ademas, un aspecto adicional proporciona composiciones (es decir, agentes angiogénicos) que incluyen hormonas
tiroideas, y analogos conjugados a un polimero. La conjugacion puede ser a través de un enlace covalente o no
covalente, dependiendo del polimero. Se puede producir un enlace covalente a través de un enlace éster o anhidrido,
por ejemplo. Se proporcionan también analogos de hormonas tiroideas e incluyen levotiroxina (T4), triyodotironina
(T3), acido 3,5-dimetil-4-(4’-hidroxi-3’-isopropilbencil)-fenoxi acético (GC-1), o &cido 3,5-diyodotiropropiénico (DITPA).
En unarealizacion, el polimero puede incluir alcohol polivinilico, copolimero de acido acrilico etileno, poli(acido lactico),
0 agarosa.

Se describen formulaciones farmacéuticas que incluyen agentes angiogénicos en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Las formulaciones farmacéuticas pueden incluir también uno o mas excipientes farmacéuticamente
aceptables.

Las formulaciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencidn pueden estar encapsuladas o incorporadas en
un liposoma, microparticula, o polimero. El liposoma o la microparticula tiene un tamafo de menos de
aproximadamente 200 nandmetros. Cualquiera de las formulaciones farmacéuticas de acuerdo con la presente
invencion se puede administrar por medios parenteral, oral, rectal, o topico, o una de sus combinaciones. En otra
realizacion, las formulaciones farmacéuticas pueden administrarse simultdneamente a un sujeto que lo necesita con
una o mas sustancias biolégicamente activas que incluyen, pero no se limitan a, factores de crecimiento,
vasodilatadores, anticoagulantes, o una de sus combinaciones.

En otros aspectos, esta divulgacion se refiere al uso de analogos de las hormonas tiroideas y a las formulaciones
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farmacéuticas que contienen dichas hormonas, para la restauracion de las funciones neuronales y la potenciacién de
la supervivencia de las células neurales. Para el fin de esta divulgacion, se supone que la funcién neuronal significa los
mecanismos fisioldgicos, bioquimicos y anatémicos colectivos que permiten el desarrollo del sistema nervioso durante
los periodos preeembrionario y postnatal y que, en el animal adulto, es la base de los mecanismos regenerativos de las
neuronas dafadas y de la capacidad adaptativa del sistema nervioso central cuando algunas partes del mismo
degeneran y no pueden regenerarse.

Por lo tanto, se producen los siguientes procesos para conseguir funciones neuronales: desnervacion, reinervacion,
sinaptogénesis, represion sinaptica, expansién sinaptica, la formacion de yemas axonales, regeneracion neural,
desarrollo y organizacion de rutas y circuitos neurales para sustituir los danados. Por lo tanto, los pacientes adecuados
que se van a tratar con los analogos de las hormonas tiroideas poliméricas o sus combinaciones son pacientes que
padecen de patologias degenerativas del sistema nervioso central (enfermedad de Alzheimer de tipo demencia senil,
Parkinsonismo, corea de Huntington, adrenoleucodistrofia cerebelar - espinal), trauma e isquemia cerebral.

Se describen también métodos para tratar defectos de las neuronas motoras, que incluyen la esclerosis lateral
amiotréfica, esclerosis multiple, y lesion de la médula espinal, que comprende administrar un analogo polimérico de la
hormona tiroidea, o una de sus combinaciones, y junto con factores de crecimiento, factores de crecimiento nervioso, u
otros factores proangiogénicos o neurogénicos. Las lesiones de la médula espinal incluyen lesiones resultantes de un
tumor, trauma mecanico, y trauma quimico. Se contemplan los mismos o similares métodos para restaurar la funcion
motora en un mamifero que tiene esclerosis lateral amiotrofica, esclerosis mdltiple, o una lesién de médula espinal.
Administrar uno de los analogos de hormonas tiroideas poliméricas anteriormente mencionados solo o junto con
factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos proporciona también una funcién profilactica. Dicha
administracion tiene el efecto de preservar la funcion motora en un mamifero que tiene, o esta en riesgo de tener,
esclerosis lateral amiotrofica, esclerosis multiple, o una lesién de médula espinal. También, la administracién de
andlogos de hormonas tiroideas poliméricas solos o junto con factores de crecimiento nervioso o factores
neurogénicos preserva la integridad de la ruta nigroestriatal.

Especificamente, los métodos para tratar (pre o postsintomaticamente) la esclerosis lateral amiotréfica, la esclerosis
multiple, o una lesién de médula espinal comprenden administrar un analogo de hormona tiroidea polimérica solo o
junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos. Opcionalmente, la hormona tiroidea
polimérica sola o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos es un complejo soluble, que
comprende al menos una hormona tiroidea polimérica sola o junto con factores de crecimiento nervioso u otros
factores neurogénicos.

Se describen también composiciones y métodos de tratamiento terapéuticos que comprenden administrar a una
mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina morfogénica ("un analogo de la hormona tiroidea
polimérica solo o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos"), tal como se define en el
presente documento, tras la lesion de una ruta neural, o como anticipo de dicha lesion, durante un tiempo y a una
concentracién suficiente para mantener la ruta neural, incluyendo la reparacién de las rutas dafiadas, o la inhibicién
adicional del dafo de las anteriores.

Se describen también composiciones y métodos de tratamiento terapéuticos para mantener las rutas neurales. Dichos
métodos de tratamiento incluyen administrar al mamifero, tras la lesion a una ruta neural o como anticipo de dicha
lesion, un compuesto que estimula una concentracion terapéuticamente eficaz de un analogo endégeno de hormona
tiroidea polimérica. Estos compuestos se denominan en el presente documento como analogos de hormonas tiroideas
poliméricas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros agentes estimuladores de factores
neurogénicos, o una lesion de médula espinal comprenden administrar un analogo polimérico de hormona tiroidea solo
o0 junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos, y se entiende que incluyen sustancias que,
cuando se administran a un mamifero, actian sobre el/los tejido(s) u 6rgano(s) que normalmente son responsables de,
0 capaces de, producir un analogo polimérico de hormona tiroidea solo o junto con factores de crecimiento nervioso u
otros factores neurogénicos y/o secretar un analogo polimérico de hormona tiroidea solo o junto con factores de
crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos, y que ocasionan una alteracién en el nivel endégeno de los
analogos de la hormona tiroidea polimérica sola o junto con un factor de crecimiento nervioso u otros factores
neurogénicos.

En particular, esta divulgacién proporciona métodos para proteger neuronas de los efectos destructores del tejido
asociados con la respuesta inmune e inflamatoria del cuerpo a la lesion nerviosa. Se proporcionan también métodos
para estimular las neuronas para mantener su fenotipo diferenciado, que incluyen inducir la re diferenciacion de las
células transformadas de origen neuronal hasta una morfologia caracteristica de neuronas no transformadas. En uno,
esta divulgacién puede proporcionar medios para estimular la produccion de moléculas de adhesién celular,
particularmente, moléculas de adhesién de células nerviosas ("N-CAM").

Se proporcionan también métodos, composiciones y dispositivos para estimular la reparacion celular de las neuronas
dafadas y las rutas neurales, incluyendo la regeneracion de dendritas 0 axones dafiados. Ademas, se proporcionan
también medios para evaluar el estado del tejido nervioso, y para detectar y vigilar neuropatias controlando las
fluctuaciones en los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u
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otros niveles de factores neurogénicos.

En un aspecto de la presente divulgacion, los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de
crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos descritos en el presente documento son Utiles en la reparacién de
rutas neurales dafadas del sistema nervioso periférico. En particular, los analogos poliméricos de hormonas tiroideas
solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores son Utiles en la reparaciéon de rutas neurales
danadas, que incluyen fibras nerviosas seccionadas o dafiadas de otra manera. Especificamente, los analogos
poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos
descritos en el presente documento son capaces de estimular la regeneracion nerviosa axonal completa, incluyendo la
vascularizacion y la reformacion de la vaina de mielina. Preferentemente, se proporcionan analogos de hormonas
tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos en el sitio de lesién en un
transportador resorbible biocompatible que pueden mantener los analogos de poliméricos de la hormona tiroidea solos
o0 junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos en el sitio y, segin necesidad, medios para
dirigir el crecimiento axonal desde los extremos proximales a los distales de una neurona cortada. Por ejemplo, pueden
requerirse medios para dirigir el crecimiento axonal cuando se va a inducir la regeneracién nerviosa en una distancia
mayor, tal como de mas de 10 mm. Estan abarcados muchos transportadores que pueden proporcionar estas
funciones. Por ejemplo, los transportadores Utiles incluyen materiales sustancialmente insolubles o soluciones
viscosas preparadas tal como se describe en el presente documento que comprenden laminina, acido hialurénico o
colageno, u otros materiales poliméricos biocompatibles sintéticos adecuados, tales como acidos polilacticos,
poliglicélicos o polibutiricos y/o sus copolimeros. Un transportador preferido comprende una composicién de matriz
extracelular derivada, por ejemplo, de células de sarcoma de ratén.

Un anélogo polimérico de hormona tiroidea solo o junto con factores de crecimiento nervioso u otros puede estar
dispuesto en un canal de guiado de nervios que abarca la distancia de la ruta dafada. El canal actia como una
cubierta protectora y un medio fisico para guiar el crecimiento de una neurita. Los canales utiles comprenden una
membrana biocompatible, que puede tener una estructura tubular, que tiene una dimensién suficiente para abarcar el
hueco en el nervio que se va a reparar, y que tiene aberturas adaptadas para recibir extremos nerviosos cortados. La
membrana puede prepararse de cualquier material no irritante biocompatible, tal como un polimero de silicona o
biocompatible, tal como polietileno o poliacetato de etilenvinilo. EI material colado puede estar compuesto de
polimeros bioresorbibles biocompatibles incluyendo, por ejemplo, colageno, acido hialurénico, acidos polilactico,
polibutirico, y poliglicélico. La superficie externa del canal puede ser sustancialmente impermeable.

Los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores
neurogénicos pueden estar dispuestos en el canal en asociacion con un material transportador biocompatible, o puede
adsorberse o0 asociarse de otra manera con la superficie interna del material colado, tal como se describe en la patente
de los Estados Unidos n° 5.011.486, con la condicién de que los analogos de hormonas tiroideas solos o junto con
factores de crecimiento nerviosos u otros factores neurogénicos sean accesibles.

Los andlogos poliméricos de hormonas tiroideas, solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores
neurogénicos descritos en el presente documento son utiles para proteger el dafio asociado con la respuesta
inmune/inflamatoria del cuerpo a una lesién inicial en el tejido nervioso. Dicha respuesta puede seguir al traumatismo
del tejido nervioso, producida, por ejemplo, por una disfuncién autoinmune, lesién neoplasica, infeccion, trauma
quimico o mecanico, enfermedad, interrupcién del flujo sanguineo a las neuronas o a las células gliales, o por otros
traumatismos en los nervios o el material que los rodea. Por ejemplo, se cree que el dafio principal resultante de
hipoxia o reperfusién por isquemia que sigue a la oclusion de un suministro de sangre neural, como en un ictus
embolico, esta inmunolégicamente asociado. Ademas, al menos parte del dafio asociado con numerosos tumores
cerebrales primarios parece también estar inmunolégicamente relacionado. La aplicacién de un analogo polimérico de
la hormona tiroidea solo o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos alivia y/o inhibe
tanto directa como sistémicamente la respuesta inmunolégicamente relacionada con una lesién neural. Como
alternativa, también puede usarse la administracion de un agente que pueda estimular la expresién y/o la secrecion in
vivo de andlogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores
neurogénicos de expresion, preferentemente en el sitio de la infeccidon. En el que la lesiéon que se va a inducir, como
durante la cirugia u otro tratamiento clinico agresivo, los analogos poliméricos de las hormonas tiroideas solos o junto
con factores de crecimiento nervioso u otros factores o agentes neurogénicos se pueden proporcionar antes de la
induccion de la lesion para proporcionar un efecto neuroprotector al tejido nervioso en riesgo.

En general, los analogos poliméricos de las hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u
otros factores neurogénicos Utiles en los métodos y composiciones de la invenciéon son proteinas diméricas que
inducen la morfogénesis de una o mas células tejidos u 6rganos eucariotas (por ejemplo, de mamiferos). La
morfogénesis del tejido incluye la formacion de tejido de novo o regenerativa, tal como se produce en embriones de
vertebrados durante el desarrollo. De particular interés son los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o
junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos que inducen la morfogénesis especifica del
tejido al menos del tejido 6seo o el tejido neural. Tal como se ha definido en el presente documento, un analogo
polimérico de hormona tiroidea solo o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos
comprenden una pareja de polipéptidos que, cuando se pliegan, forman una proteina dimérica que estimula
respuestas morfogenéticas en células y tejidos que expresan receptores tiroideos. Esto es, los analogos poliméricos
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de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos inducen
generalmente una cascada de acontecimientos que incluyen los siguientes en un entorno morfogénicamente
permisivo: estimulacion de la proliferacion de células precursoras; estimulando la diferenciacion de células
precursoras; estimulando la proliferacion de células diferenciadas; y, soportando el crecimiento y el mantenimiento de
células diferenciadas. Células "precursoras” son células no comprometidas que son competentes para diferenciarse
en uno a mas tipos especificos de células diferenciadas, dependiendo de su repertorio genémico y de la especificidad
del tejido del entorno permisivo en el que se induce la morfogénesis. Una célula precursora ilustrativa es un citoblasto
hematopoyético, un citoblasto mesenquimatoso, una célula del epitelio basal, una célula de la cresta neural, o
similares. Ademas, los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso
u otros factores neurogénicos pueden retrasar o mitigar el comienzo de la senescencia o0 quiescencia asociada a la
pérdida de fenotipo y/o la funcién tisular. Adicionalmente ademas, los analogos poliméricos de hormonas tiroideas
solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos pueden estimular la expresion
fenotipica de un tipo de célula diferenciada, incluyendo sus propiedades de expresion metabdlica y/o funcional, por
ejemplo, secretoria. Ademas, los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento
nervioso u otros factores neurogénicos pueden inducir la rediferenciacion de células comprometidas (por ejemplo,
osteoblastos, neuroblastos, o similares) en condiciones adecuadas. Tal como se ha indicado anteriormente, los
andalogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores
neurogénicos que inducen la proliferacién y/o la diferenciacion de al menos un tejido dseo o tejido neural, y/o soporten
el crecimiento, el mantenimiento y/o las propiedades funcionales del tejido neural, son de particular interés en el
presente documento.

De particular interés son los analogos poliméricos de hormonas tiroidea solos o junto con factores de crecimiento
nervioso u otros factores neurogénicos que, cuando se proporcionan a un tejido especifico de un mamifero, inducen la
morfogénesis especifica de tejido o mantiene el estado normal de la diferenciacion y el crecimiento de este tejido. El
presente analogo polimérico de hormona tiroidea solo o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores
neurogénicos puede inducir la formacion de tejidos corporales de vertebrados (por ejemplo, aves o mamiferos), tales
como pero sin limitarse a nervios, 0jo, hueso, cartilago, médula ésea, ligamento, dentina de diente, periodonto, higado,
rifidn, pulmon, corazén, o revestimiento gastrointestinal. Se pueden llevar a cabo los métodos preferidos en el contexto
de desarrollo del tejido embrionario, o en un sitio de herida aséptica no cicatrizada en el tejido post embrionario.

Se describen también composiciones y métodos para utilizar analogos y polimeros de hormonas tiroideas para la
obtencion de imagenes y el diagndéstico de trastornos neurodegenerativos, tales como, por ejemplo, la enfermedad de
Alzheimer. Por ejemplo, se describen analogos de T4 que tienen una elevada especificidad para los sitios diana
cuando se administran a un sujeto in vivo. Los analogos de T4 preferidos muestran una relacién diana a no diana de al
menos 4:1, son estables in vivo y se localizan sustancialmente con la diana 1 hora después de la administracion. Se
describen también composiciones farmacéuticas comprendidas por un enlazador unido a los analogos de T4 para la
obtencion de imagenes de rayos gamma para tecnecio, indio, utilizando emisién de fotén Gnico ("SPECT") y con
agentes de contraste para la obtencion de imagenes de RMI. Adicionalmente, los analogos halogenados que se unen
a TTR pueden inhibir la formacién de fibrillas amiloides y de esta manera se pueden utilizar para la prevencion y el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Dichos compuestos se pueden usar también con métodos de diagndstico
por imagenes de tomografia de emision de positrones ("PET").

Esta divulgacion incluye también composiciones y métodos para modular acciones de factores de crecimiento y otros
polipéptidos cuyos receptores de la superficie celular se agrupan alrededor de la integrina aV33, u otros receptores de
la superficie celular que contienen la secuencia de aminoacidos Arg-Gly-Asp ("RGD"). Los polipéptidos que se pueden
modular incluyen, por ejemplo, insulina, factores de crecimiento de tipo insulina, factores de crecimiento epidérmico, e
interferon-y.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Efectos de L-T4 y L-T3 sobre la angiogénesis cuantificada en el ensayo de membrana
corioalantoidea de pollo (CAM). A, Se expusieron las muestras del control a PBS y las muestras adicionales a 1
nM de T3 o 0,1 umol/l de T4 durante 3 dias. Ambas hormonas produjeron una ramificaciéon creciente de vasos
sanguineos en estas imagenes representativas de 3 experimentos. B, Tabulaciéon del promedio +SEM de las
nuevas ramificaciones formadas a partir de vasos sanguineos existentes durante el periodo experimental
elaborado de 3 experimentos, cada uno de los cuales incluyé 9 ensayos de membranas corialantoideas. A las
concentraciones que se muestran, T3 y T4 produjeron efectos similares (aumentos de 1,9 veces y 2,5 veces,
respectivamente, en la formacion de ramificaciones). **P<0,001 mediante un ANOVA monolateral, comparando las
muestras de CAM tratadas con PBS y tratadas con hormonas.

Figura 2. Tetrac inhibe la estimulacion de la angiogénesis por T4 y T4 unido a la agarosa (T4-ag). A, Se
observa un aumento de 2,5 veces en la formacién de ramificaciones de vasos sanguineos en una preparacion de
CAM representativa expuesta a 0,1 umol/l de T4 durante 3 dias. En 3 experimentos similares, se produjo un
aumento de 2,3 veces. Se inhibi6 este efecto de la hormona mediante tetrac (0,1 umol/l), un analogo de T4 del que
se ha mostrado anteriormente que inhibe las acciones de la membrana plasmatica de T4. 13 Tetrac solo no
estimulan la angiogénesis (C). B, T4-ag (0,1 umol/l) estimula la angiogénesis 2,3 veces (2,9 veces en los 3
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experimentos), un efecto también bloqueado por tetrac. C, Resumen de los resultados de 3 experimentos que
examinan las acciones de tetrac, T4-ag, y T4 en el ensayo de CAM. Se obtuvieron datos (promedio + SEM) de 10
imagenes de cada condicién experimental en cada uno de 3 experimentos. **P<0.001 mediante ANOVA,
comparando las muestras tratadas con T4 y las muestras tratadas con T4-agarosa con las muestras del control
tratadas con PBS.

Figura 3. Comparacion de los efectos proangiogénicos de FGF2 y T4. A, Los efectos en paralelo de T4
(0,05 umol/l) y FGF2 (0,5 pg/ml) en concentraciones submaximas son aditivos en el ensayo de CAM e igualan el
nivel de la angiogénesis que se observa con FGF2 (1 pg/ml en ausencia de T4). B, Resumen de resultados de 3
experimentos que examinaron las acciones de FGF2 y T4 en el ensayo de CAM (promedios + SEM) como en A.
*P<0,05; **P<0,001, comparando los datos de las muestras tratadas con los de las muestras del control tratadas
con PBS en 3 experimentos.

Figura 4. Efecto de anti-FGF2 sobre la angiogénesis producida por T4 o FGF2 exdgeno. A, FGF2 produjo un
aumento de 2 veces en la angiogénesis en el modelo de CAM en 3 experimentos, un efecto inhibido por el
anticuerpo (ab) de FGF2 (8 pg). T4 también estimulé la angiogénesis en 1,5 veces, y este efecto fue bloqueado
también por el anticuerpo de FGF2, indicando que la accién de la hormona tiroidea en el modelo CAM esta
mediado por un efecto autocrino/paracrino de FGF2 debido a que T4 y T3 producen la liberacién de FGF2 de las
células en el modelo CAM (Tabla 1). Los inventores habian demostrado previamente que un anticuerpo de IgG no
especifico no tiene efecto sobre la angiogénesis en el ensayo de CAM. B, Resumen de los resultados de 3
experimentos de CAM que estudié la accion de FGF2-ab en presencia de FGF2 o T4. *P<0,01; **P<0,001,
indicando efectos significativos en 3 experimentos que estudian los efectos de la hormona tiroidea y de FGF2 sobre
la angiogénesis y la pérdida de estos efectos en presencia del anticuerpo dirigido a FGF2.

Figura 5. Efecto de PD 98059, un inhibidor de la cascada de transduccion de la sefial de MAPK (ERK1/2),
sobre la angiogénesis inducida por T4, T3, y FGF2. A, La angiogénesis estimulada por T4 (0,1 pumol/l) y T3 (1
nmol/l) juntos quedd completamente inhibida por PD 98059 (3 umol/l). B, La angiogénesis inducida por FGF2 (1
pg/ml) también quedé inhibida por PD 98059, indicando que la accién del factor de crecimiento es también
dependiente de la activacion de la ruta de ERK1/2. En el contexto de los experimentos que implican T4-agarosa
(T4-ag) y tetrac (Figura 2) indicando que T4 inicia su efecto proangiogénico en la membrana celular, los resultados
que se muestran en A y B son consistentes con 2 papeles jugados por MAPK en la accién proangiogénica de la
hormona tiroidea: ERK1/2 transduce la sefal inicial de la hormona que conduce a la elaboracion de la sefal inicial
de la hormona que conduce a la elaboracion de FGF2 y transduce la accion posterior de FGF2 sobre la
angiogénesis. C, Resumen de resultados de 3 experimentos, representados por A y B, que muestran el efecto de
PD98059 sobre las acciones de T4 y FGF2 en el modelo de CAM. *P<0,01; **P<0,001, indicando los resultados de
ANOVA sobre los datos de 3 experimentos.

Figura 6. T4 y FGF2 activan MAPK en células endoteliales ECV304. Se prepararon las células en medio M199
con suero de hormona agotado al 0,25 % y se trataron con T4 (0,1 umol/l) durante 15 minutos a 6 horas. Se
recogieron las células y se prepararon las fracciones nucleares como se ha descrito anteriormente. Las
nucleoproteinas, separadas mediante electroforesis en gel, se inmunotransfirieron con anticuerpos a MAPK
fosforilado (pERK1 y pERK2, 44 y 42 kDa, respectivamente), seguido por un segundo anticuerpo unido a un
sistema de deteccion mediante luminiscencia. La inmunotransferencia de A B-actina de fracciones nucleares sirve
como control de la carga del gel en cada parte de esta figura. Cada inmunotransferencia es representativa de 3
experimentos. A, T4 produce un aumento de la fosforilacion y la translocacién nuclear de ERK1/2 en células
ECV304. El efecto es maximo en 30 minutos, aunque el efecto sigue permaneciendo durante 26 horas. B, Se
trataron células ECV304 con el inhibidor de la activacion de ERK1/2, PD 98059, (PD; 30 umol/l) o el inhibidor de
PKC CGP41251 (CGP; 100 nmol/l) durante 30 minutos, tras lo cual se afadié T4 107 M 15 minutos a las muestras
de células tal como se muestra. Se recogieron los nucleos, y este experimento representativo muestra un aumento
de la fosforilacién (activacion) de ERK1/2 por T4 (banda 4), que se bloque6 por ambos inhibidores (bandas 5y 6),
sugiriendo que la actividad de PKC es un requisito para la activacién de MAPK por T4 en células endoteliales. C, Se
trataron las células ECV304 tanto con T4 (107 mol/l), FGF2 (10 ng/ml), o ambos agentes durante 15 minutos. La
figura muestra la acumulacion de pERK1/2 en nicleos por el tratamiento tanto con hormonas como con los factores
de crecimiento y la mejora en la acumulaciéon nuclear de pERK1/2 con ambos agentes juntos.

Figura 7. T4 aumenta la acumulacion de ADN de FGF2 en células endoteliales ECV304. Se trataron las
células durante 6 a 48 horas con T4 (10”7 mol/l) y se aislaron los ADNc de FGF2 y GAPDH de cada alicuota de
células. Los niveles de ADNc de FGF2, que se muestran en la transferencia superior, se corrigieron para las
variaciones en el ADNc de GAPDH, que se muestran en la transferencia inferior, y se ilustran a continuacion en la
grafica los niveles corregidos de FGF2 (promedio + SE del promedio; n = 2 experimentos). Hubo una mayor
abundancia del transcrito de FGF2 en el ARN extraido de las células tratadas con T4 en todos los puntos
temporales. *P<0,05; **P<0,01, indicando la comparacién mediante ANOVA de los valores en cada punto temporal
hasta el valor del control.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2535134713

Figura 8. Modelo de crecimiento de tumor en embriones de pollo en el dia 7. llustracién del modelo de
membrana corioalantoidea de pollo (CAM) de implante tumoral.

Figura 9. T4 estimula la cicatrizacion 3D de la herida. Las fotografias de células de fibroblastos dérmicos
humanos se expusieron a T4 y al control, de acuerdo con el ensayo 3D de cicatrizacién de heridas descrito en el
presente documento.

Figura 10. T4 dependiente de dosis aumenta la cicatrizacion de heridas, Dia 3. Como se indica por la gréafica,
T4 aumenta la cicatrizacion de heridas (medida por células que emigran) de una manera dependiente a la dosis
entre concentraciones de 0,1 pM y 1,0 uM. No se observa el mismo aumento en concentraciones de T4 entre 1,0
MMy 3,0 uM.

Figura 11. Efecto de T4 y T3 en la unién de '®I-T; a una integrina purificada. Se afiadieron T4 (10*Ma 10™" M)
oTs(1 0*Ma10® M) a una integrina aVB3 purificada (2 ug/muestra) y se dejé incubar durante 30 min a temperatura
ambiente. Se anadieron dos microcurios de T4 marcado con “°| a cada muestra. Las muestras se incubaron
durante 20 min a temperatura ambiente, se mezclaron con un colorante cargado, y se analizaron en un gel Native
al 5 % durante 24 horas a 4 °C a 45 mA. Tras la electroforesis, los geles se envolvieron en una envoltura de plastico
y se expusieron a una pelicula. '®I-T, unida a aVpB3 purificada no se vio afectada por T4 no marcada en el intervalo
de 10" Ma 10" M, Eero es competitiva de una manera dependiente de la dosis con una T4 no marcada a una
concentracion de 10™ M. La union de Ts caliente a la integrina esta casi completamente desplazada por la T4 no
marcada a 10*M. n T3 es menos eficaz en la unién competitiva de T4 a aVB3, reduciendo la sefal en un 11 %,
16 %,y 28 % a 10°M, 10°M, y 10*M Ts, respectivamente.

Figura 12. Tetrac y un péptido que contiene RGD, pero no un péptido que contiene RGE, compiten por la
union de T4 a aVP3 purificada. A) La adicion de tetrac a aVB3 purificada reduce la unién de T4 marcada con '®°l a
la integrina de una manera dependiente de la dosis. 10° M de tetrac es ineficaz en la unidén competitiva de T4
mediante calor a la integrina. La asociacion de T4y aVB3 se redujo en un 38 % en presencia de 107 M de tetrac y
en un 90 % con 10° M de tetrac. La adicion de un péptido RGD a 10° M compite por la unién de T4 a aVB3. La
aplicacion de 10° My 10™* M del péptido RGE, como control para el péptido RGD, no pudo disminuir la union de T4
mediante calor a aV3 purificada. B) representacién grafica de los datos de tetrac y RGD procedentes del panel A.
Los datos puntuales se muestran como el promedio + S.D. para 3 experimentos independientes.

Figura 13. Efectos del anticuerpo monoclonal LM609 sobre la union de T4 a aVB3. A) Se afadié LM609 a
aVB3 a las concentraciones indicadas. Un pg de LM609 por muestra reduce la unién de T4 marcada a la integrina
en un 52 %. Se alcanzo la inhibicion maxima de la unién de T4 a la integrina cuando las concentraciones de LM609
son de 2 ug por muestra y se mantiene con concentraciones de anticuerpo tan elevadas como de 8 pg. Como
control para la especificidad del anticuerpo, se afiadieron 10 pg/muestra de mAB Cox- 2 y 10 ug/muestra de IgG de
raton a aVB3 antes de la incubacién con T4. B) representacion grafica de los datos del panel A. Los datos puntuales
se muestran como el promedio = S.D. para 3 experimentos independientes.

Figura 14. Efecto de RGD, RGE, tetrac, y el mAB LM609 en la activacion de MAPK inducida por Ts. A)
Células CV-1 (hasta un 50-70 % de confluencia) se trataron durante 30 min. con T4 10”7 M (10" M de concentracion
total, concentracién 107"° M en forma libre. Las muestras seleccionadas se trataron durante 16 horas con las
concentraciones indicadas de cualquiera de un péptido que contiene RGD, un péptido que contiene RGE, tetrac, o
LM609 antes de la adicion de T4. Se separaron las proteinas nucleares mediante SDS-PAGE y se
inmunotransfirieron con anticuerpo dirigido contra fosfo-MAPK (pERK 1/2). La acumulacién nuclear de pERK1/2
disminuy6 en las muestras tratadas con 10® M del péptido RGD o mas, pero no se alteré significativamente en
muestras tratadas con 10 M de RGE. La acumulacién de pERK1/2 disminuy6 en un 76 % en células CV1 tratadas
con 10°® M de tetrac, mientras que 10”°> My concentraciones mayores de tetrac reducen la acumulacién nuclear de
pERK1/2 a niveles similares a las muestras del control no tratadas. El anticuerpo monoclonal LM609 dirigido contra
aVB3 disminuye la acumulacion de MAPK activado en el ndcleo cuando se aplica a cultivos de CV1 a una
concentraciéon de 1 ug/ml. B) Representacion grafica de los datos de RGD, RGE, y tetrac mostrados en el panel A.
Los datos puntuales representan el promedio + S.D. de 3 experimentos separados.

Figura 15. Efectos del ARNip en aV y 3 sobre la activacion de MAPK inducida por T4. Se transfectaron
células CV1 con ARNip (concentracion final 100 nM) de aV, B3, o aV y B3 juntos. Dos dias después de la
transfeccion, las células se trataron con T, 107 M. A) Se realizé una RT-PCR a partir de ARN aislado procedente de
cada grupo de transfeccién para verificar la especificidad y la funcionalidad de cada ARNip. B) Se aislaron
proteinas nucleares de cada transfeccién y se sometieron a SDS-PAGE.

Figura 16. Efecto inhibidor del mAB (LM609) dirigido contra aV(33 sobre la angiogénesis estimulada por T,
en el modelo CAM. A) Se expusieron las muestras a PBS, T4 (0,1 uM), o T4 mas 10 mg/ml de LM609 durante 3
dias. La angiogénesis estimulada por T4 quedd sustancialmente inhibida por la adicién del anticuerpo monoclonal
LM609 dirigido contra aVB3 . B) Tabulacién del promedio +SEM de las nuevas ramificaciones formadas a partir de
vasos sanguineos existentes durante el periodo experimental. Los datos se obtuvieron de 3 experimentos
separados, que contenian cada uno 9 muestras en cada grupo de tratamiento. C, D) La angiogénesis estimulada
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por T4 o FGF2 se inhibié también mediante la adicion del anticuerpo monoclonal LM609 o XT 199 dirigido contra
aVp3.

Figura 17. Composiciones poliméricas de analogos de hormonas tiroideas - Conjugacion polimérica
mediante un enlace éster utilizando alcohol polivinilico. En esta preparacion se puede esterificar alcohol
polivinilico comercialmente disponible (o los copolimeros relacionados) mediante tratamiento con el cloruro de
acido de analogos de hormonas tiroideas, concretamente la forma del cloruro de &cido. La sal de clorhidrato se
neutralizé6 mediante la adicién de trietilamina para dar como resultado clorhidrato de trietilamina que se puede
eliminar por lavado con agua tras la precipitacion de la forma de éster polimérico de la hormona tiroidea de
diferentes analogos. El enlace éster con el polimero puede experimentar hidrélisis in vivo para liberar el analogo
activo de la hormona tiroidea pro-angiogénesis.

Figura 18. Composiciones poliméricas de analogos de hormonas tiroideas - Conjugacion polimérica
mediante un enlace anhidrido utilizando copolimero de acido acrilico etileno. Esto es similar a la conjugacion
covalente de polimero previa, sin embargo, esta vez se realiza a través de un enlace anhidrido que se deriva de la
reaccion de un copolimero de &cido acrilico. Este enlace anhidrido es también susceptible a hidrdlisis in vivo para
liberar el analogo de la hormona tiroidea. La neutralizacion del acido clorhidrico se consigue mediante tratamiento
con trietilamina y el posterior lavado del polimero polianhidrido precipitado con agua elimina el subproducto del
clorhidrato de trietilamina. Esta reaccion conducira a la formacién de un copolimero de &cido acrilico de la hormona
tiroidea + trietilamina. Tras la hidrdlisis in vivo, el analogo de la hormona tiroidea se liberara en el tiempo que se
puede controlar mas un copolimero de acido acrilico etileno.

Figura 19. Composiciones poliméricas de analogos de hormonas tiroideas - Atrapamiento en un polimero
de acido polilactico.

Los polimeros de poliéster de acido polilactico (PLA) experimentan hidrélisis in vivo del mondmero de acido lactico
y esto se ha aprovechado como vehiculo para sistemas de administracion de farmacos en seres humanos. A
diferencia de los dos métodos covalentes anteriores en los que el analogo de la hormona tiroidea esta unido
mediante un enlace quimico al polimero, este seria un método no covalente que encapsularia el analogo de
hormona tiroidea en perlas de polimero PLA. Esta reaccion conducira a la formacion del analogo de la hormona
tiroidea que contiene perlas de PLA en agua. Elfiltro y el lavado daran como resultado la formacion del analogo de
la hormona tiroidea que contiene perlas de PLA, que tras hidrélisis in vivo conducird a la generacién de niveles
controlados de hormona tiroidea més &cido lactico.

Figura 20. Analogos de hormonas tiroideas que se pueden conjugar con diversos polimeros. A-D muestra
las sustituciones requeridas para conseguir diversos analogos de hormonas tiroideas que se pueden conjugar para
crear formas poliméricas de analogos de hormonas tiroideas de la invencién.

Figura 21. Ensayo de angiogénesis tridimensional in vitro La Fig. 21 es un protocolo y una ilustracion del
ensayo de formacion de brotes tridimensional in vitro para las perlas revestidas de fibrina en el endotelio
microvascular humano.

Figura 22. Angiogénesis de la formacion de brotes in vitro de HOMEC en la fibrina 3-D. La Fig. 22 es una
ilustracion de la formacion de brotes en células endoteliales microvasculares humanas en tres
dimensiones con diferentes aumentos

Figuras 23A-E. Liberacion de plaquetas derivadas de factores de cicatrizacion de heridas en presencia de
un bajo nivel de colageno

Figuras 24A-B. T4 y T3 no marcadas desplazan ['**I]-T4 de la integrina purificada. T4 (10" Ma 10* M) 0 T3 no
marcadas (10 a 10 M) se afadieron a la integrina aVB3 purificada (2 pg/muestra) antes de la adicion de ['*°I]-T4.
(a) La union de [**°I]-T4 a la aVB3 purificada no se vio afectada por la T4 no marcada en el intervalo de 10" M a
107 M, sino que se desplazé de una manera dependiente de la concentracién por la T4 no marcada a
concentraciones 2 10® M. T3 fue menos eficaz al desplazar la union de T4 a aV3. (b) La presentacion grafica de
los datos de T4 y T3 muestra el promedio = S.D. de 3 experimentos independientes.

Figuras 25A-B. Tetrac y un péptido que contiene RGD, pero no un péptido que contiene RGE, desplazan la unién
de T4 a la aVB3 purificada. (a) La preincubacién de la aVB3 purificada con tetrac o un péptido que contiene RGD
redujo la interaccion entre la integrina e ['%°l]-T4 de una manera dependiente de la dosis. La aplicacién de 10° My
10 M del péptido RGE, como controles para el péptido RGD, no disminuye la unién de T4 marcada a la aVB3
purificada. (b) La presentacion grafica de los datos de tetrac y RGD indica el promedio de + S.D. de los resultados
de 3 experimentos independientes.

Figuras 26A-B. Los anticuerpos de la integrina inhiben la unién de T4 a aVB3. Los anticuerpos LM609 y SC7312
se anadieron a aVf3 a las concentraciones indicadas (ug/ml) 30 min antes de la adicién de [ 25I]-T4. Se alcanzé la
inhibicion maxima de la unién de T4 a la integrina cuando la concentracion de LM609 fue de 2 pg/ml y se mantuvo
con concentraciones de anticuerpo tan elevadas como 8 pg/ml. SC7312 redujo la unién de T4 a aVB3 en un 46 %
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a 2 pg/ml de anticuerpo/muestra y en un 58 % cuando estuvieron presentes 8 pg/ml de anticuerpo. Como control
para la especificidad del anticuerpo, se afiadieron 10 pg/ml de mAb dirigido contra aVB3 (P1F6) y 10 ug/ml de IgG
de raton a aVB3 antes de la incubacién con T4. La grafica muestra el promedio + S.D. de los datos de 3
experimentos independientes.

Figuras 27A-B. Efecto de los péptidos RGD y RGE, tetrac, y el mAb LM609 sobre la actwacnon de T4 inducida por
MAPK. (a) La acumulacién nuclear de pERK1/2 disminuyé en muestras tratadas con 10° M o mas del péptido
RGD, pero no se alteré S|gn|f|cat|vamente en muestras tratadas con hasta 10* M de RGE. La acumulacién de
pERK1/2 en células CV-1 tratadas con 10”° M de tetrac y T4 fue similar a los niveles observados en las muestras
del control sin tratar. LM609, un anticuerpo monoclonal dirigido contra aV@3, disminuyé la acumulacion de MAPK
activado en el nicleo cuando se aplico a cultivos de CV-1 a una concentracién de 1 pg/ml. (b) La grafica muestra el
promedio + S.D. de los datos de 3 experimentos independientes. Se incluyeron inmunotransferencias con
anticuerpos dirigidos contra la a-tubulina como controles de carga de geles.

Figuras 28A-B. Efectos del ARNip para aV y 33 sobre la activacion de MAPK inducida por T4. Se transfectaron
células CV-1 con ARNip (concentracion flnal 100 nM) de aV, B3, o aV y 3 Juntos Dos dias después de la
transfeccion, las células se trataron con T4 107 M o el vehiculo del control durante 30 min. (a) Serealizé la RT-PCR
con ARN aislado de cada grupo de transfeccion para verificar la especificidad y la funcionalidad de cada ARNip. (b)
Se aislaron las proteinas nucleares de cada conjunto de células transfectadas, se sometieron a SDS-PAGE, y se
sondearon para determinar pERK1/2 en presencia o ausencia de tratamiento con T4. En las células precursoras y
en las tratadas con ARNip codificado, fue evidente la acumulacién nuclear de pERK1/2 con T4. Las células tratadas
con ARNip para aV o B3 mostraron un aumento de pERK1/2 en ausencia de T4, y una disminucioén con el
tratamiento de T4. Las células que contenian los ARNip de aV y B3 no responden al tratamiento de T4.

Figuras 29A-B. Efecto inhibidor del mAb (LM609) dirigido contra aVB3 sobre la anglogeneS|s estimulada por T4-en
el modelo CAM. Se expusieron las CAM a discos con filtro tratados con PBS, T4 (107 M), 0 T4 mas 10 ug/ml de
LM609 durante 3 dias. (a) La angiogénesis estimulada por T4 quedd sustancialmente inhibida por la adicion del
anticuerpo monoclonal LM609 dirigido contra aVB3. (b) Se muestra la tabulacion del promedio + SEM de las
nuevas ramificaciones formadas a partir de vasos sanguineos existentes durante el periodo experimental.
***P<0,001, comparando los resultados de las muestras tratadas con T4/LM609 con las muestras tratadas con T4
en 3 experimentos separados, que contenian cada uno 9 imagenes en cada grupo de tratamiento. Se realizé el
analisis estadistico mediante ANOVA monolateral.

Descripcion detallada de la invencion

Las caracteristicas y otros detalles de la invencién se describiran ahora mas particularmente con referencia a los
dibujos que la acompanan, y como se apunta en las reivindicaciones. Por conveniencia, se recogen aqui determinados
términos utilizados en la memoria descriptiva, ejemplos y reivindicaciones. Salvo que se defina de otra forma, todos los
términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen el mismo significado que el que entiende
habitualmente una persona normalmente experta en la materia a la que pertenece la presente invencion.

Tal como se usa en el presente documento, el término "agente angiogénico" incluye cualquier compuesto o sustancia
que promueve o estimula la angiogénesis, en solitario o junto con otra sustancia. Los ejemplos incluyen T3, T4, T3 o
T4-agarosa, analogos poliméricos de T3, T4, acido 3,5-dimetil-4-(4’-hidroxi-3’-isopropilbencil)-fenoxi acético (GC-1), o
DITPA. Por el contrario, los términos "agente anti-angiogénesis" o "agente anti-angiogénico" se refieren a cualquier
compuesto o sustancia que inhibe o perjudica la angiogénesis, en solitario o junto con otra sustancia. Los ejemplos
incluyen TETRAC, TRIAC, XT 199, y el mAb LM609.

Tal como se usa en el presente documento, el término "isquemia de miocardio" se define como un suministro de
sangre insuficiente al musculo cardiaco producido por una capacidad disminuida de los vasos sanguineos. Tal como
se usa en el presente documento, el término "enfermedad coronaria" se define como enfermedades/trastornos de la
funcién cardiaca debidos a un desequilibrio entre la funcién del miocardio y la capacidad de loa vasos coronarios de
suministrar suficiente flujo de sangre para la funcion normal. Las enfermedades/trastornos coronarios especificos
asociados con la enfermedad coronaria que se pueden tratar con las composiciones y métodos descritos en el
presente documento incluyen la isquemia de miocardio, angina de pecho, aneurisma coronario, trombosis coronaria,
vasoespasmo coronario, enfermedad de las arterias coronarias, enfermedad cardiaca coronaria, oclusién coronaria y
estenosis coronaria.

Tal como se usa en el presente documento, "enfermedad vascular periférica oclusiva" (conocida también como
trastorno oclusivo arterial periférico) es un bloqueo que implica un trastorno vascular en las arterias carétida o femoral,
que incluyen la arteria iliaca. El bloqueo en las arterias femorales produce dolor y movimiento restringido. Un trastorno
especifico asociado con enfermedad vascular periférica oclusiva es el pie diabético, que afecta a pacientes diabéticos,
dando como resultado a menudo la amputacién del pie.

Tal como se usa en el presente documento, los términos "regeneracion de los vasos sanguineos”, "angiogénesis”,
"revascularizacién" y "circulacion colateral aumentada” (o las palabras que la afectan) se consideran como sindnimos.
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El término "farmacéuticamente aceptable", cuando se refiere a sustancias naturales o sintéticas significa que la
sustancia tiene un efecto toxico aceptable a la vista de su efecto mucho mas beneficioso, mientras que el término
relacionado, "fisiolégicamente aceptable" significa que la sustancia tiene una toxicidad relativamente baja. El término,
"administrado simultdneamente” significa que se administran dos 0 méas farmacos a un paciente en aproximadamente
el mismo momento o en una estrecha secuencia con el fin de que sus efectos se desarrollen aproximadamente de
forma simultanea o sustancialmente solapada. Este término incluye la administracién de farmaco secuencial asi como
simultanea.

"Sales farmacéuticamente aceptables" se refiere a las sales farmacéuticamente aceptables de los anédlogos de
hormonas tiroideas, las formas poliméricas, y los derivados, donde las sales se derivan de varios contraiones
organicos e inorganicos bien conocidos en la materia e incluyen, solamente a modo de ejemplo, sodio, potasio, calcio,
magnesio, amonio, tetra-alquil amonio, y similares; y cuando la molécula contiene una funcionalidad basica, las sales
de acidos organicos o inorganicos, tales como clorhidrato, bromhidrato, tartrato, mesilato, acetato, maleato, oxalato y
similares se pueden usar como la sal farmacéuticamente aceptable. El término incluye también sales de adicién de
acido y base.

"Sal de adicion de &cido farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellas sales que retienen la eficacia y las
propiedades bioldgicas de las bases libres, que no son biolégicamente o de otro modo indeseables, y que se forman
con &cidos inorganicos, tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico y
similares, y acidos organicos, tales como &cido acético, acido propionico, acido piravico, acido maleico, acido
malonico, &acido succinico, acido fumérico, acido tartarico, &cido citrico, acido benzoico, acido mandélico, acido
metanosulfénico, acido etanosulfonico, acido p-toluenosulfonico, acido salicilico, y similares. Las sales particularmente
preferidas de los compuestos de la invencion son las sales de monocloruro y las sales de dicloruro.

"Sal de adicion de base farmacéuticamente aceptable” se refiere a aquellas sales que retienen la eficacia y las
propiedades bioldgicas de los acidos libres, que no son biolégicamente o de otro modo indeseables. Estas sales se
preparan a partir de la adicion de una base inorganica o de una base orgéanica al acido libre. Las sales derivadas de
bases inorganicas incluyen, pero no se limitan a, sales de sodio, potasio, litio, amonio, calcio, magnesio, cinc, aluminio
y similares. Las sales inorganicas preferidas son las sales de amonio, sodio, potasio, calcio, y magnesio. Las sales
obtenidas a partir de bases organicas incluyen, pero no se limitan a, las sales de aminas primarias, secundarias, y
terciarias, aminas sustituidas incluyendo aminas sustituidas de origen natural, aminas ciclicas y resinas de intercambio
i6nico basicas, tales como isopropilamina, trietilamina, dietilamina, trietilamina, tripropilamina, etanolamina,
2-dimetilaminoetanol, 2-dietilaminoetanol, trimetamina, diciclohexilamina, lisina, arginina, histidina, cafeina, procaina,
hidrabamina, colina, betaina, etilendiamina, glucosamina, metilglucamina, teobromina, purinas, piperazina, piperidina,
N-etilpiperidina, resinas de poliamina y similares. Las bases organicas particularmente preferidas son isopropilamina,
dietilamina, etanolamina, trimetilamina, diciclohexilamina, colina y cafeina.

"Ureido" se refiere a un radical de la férmula --N(H)--C(O)--NH>.

Se entiende a partir de las definiciones y ejemplos anteriores que en los radicales que contienen un grupo alquilo
sustituido se puede producir cualquier sustitucién de los anteriores en cualquier carbono del grupo alquilo. Los
compuestos de la presente invencion, o sus sales farmacéuticamente aceptables, pueden tener &tomos de carbono
asimétricos en su estructura. Los compuestos de la invencion y sus sales farmacéuticamente aceptables pueden por
tanto existir como enantiomeros individuales, diastereoisdmeros, racematos, y mezclas de enantibmeros y
diasteredmeros. Esta previsto que todos los mencionados enantiémeros individuales, diastereocisdémeros, racematos y
sus mezclas estén comprendidos en el alcance de la presente invencion. Las configuraciones absolutas de
determinados atomos de carbono en los compuestos, si se saben, estan indicadas por el descriptor R o S absoluto
adecuado.

Se pueden preparar enantiomeros independientes mediante el uso de materiales de partida y/o intermedios
Opticamente activos o mediante el uso de técnicas de resolucidén convencionales, por ejemplo, resolucién enzimatica o
HPLC quiral.

Tal como se usa en el presente documento, la frase "factores de crecimiento" o "factores de neurogénesis" se refiere a
proteinas, péptidos u otras moléculas que tienen un crecimiento proliferativo diferenciado, o un efecto trofico sobre las
células del SNC o del SNP. Dichos factores se pueden utilizar para inducir la proliferacién o la diferenciacion y pueden
incluir, por ejemplo, cualquier factor tréfico que permita proliferar a las células del SNC o del SNP, incluyendo cualquier
molécula que se una a un receptor sobre la superficie de la célula para ejercer un efecto tréfico, o inductor del
crecimiento en la célula. Los factores preferidos incluyen, pero no se limitan a, factor de crecimiento nervioso ("NGF"),
factor de crecimiento epidérmico ("EGF"), factor de crecimiento derivado de plaquetas ("PDGF"), factor de crecimiento
de tipo insulina ("IGF"), factor acido de crecimiento de fibroblastos ("aFGF" o "FGF-1"), factor basico de crecimiento de
fibroblastos ("bFGF" o "FGF-2"), y factor alfa y beta de crecimiento transformante ("TGF-a"y "TGF-B").

"Sujeto" incluye organismos vivos tales como seres humanos, monos, vacas, ovejas, caballos, cerdos, ganado,

cabras, perros, gatos, ratones, ratas, células cultivadas a partir de las anteriores, y sus especies transgénicas. En una
realizacién preferida, el sujeto es un ser humano. Se puede realizar la administracién de las composiciones de la

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2535134713

presente invencidn a un sujeto que se va a tratar utilizando procedimientos conocidos, en las dosificaciones y durante
periodos de tiempo eficaces para tratar la dolencia en el sujeto. Una cantidad eficaz del compuesto terapéutico
necesaria para conseguir un efecto terapéutico puede variar de acuerdo con factores tales como la edad, sexo, y peso
del sujeto, y la capacidad del compuesto terapéutico para tratar los anteriores agentes en el sujeto. Se pueden ajustar
regimenes de dosificacién para proporcionar la respuesta terapéutica éptima. Por ejemplo, varias dosis divididas se
pueden administrar diariamente, o la dosis se puede reducir proporcionalmente tal como indiquen las exigencias de la
situacion terapéutica.

"Administrar" incluye rutas de administracidon que permitan a las composiciones realizar su funcién prevista, por
ejemplo, promover la angiogénesis. Son posibles varias rutas de administracion que incluyen, pero no estan
necesariamente limitadas a, (por ejemplo, inyeccion intravenosa, intraarterial, intramuscular, inyeccién subcuténea),
oral (por ejemplo, alimenticia), via tdpica, nasal, rectal, o mediante microvehiculos que se liberan lentamente
dependiendo de la enfermedad o de la dolencia que se va a tratar. Se prefieren los modos de administracién oral,
parenteral e intravenosa. La formulacién del compuesto que se va a administrar variara de acuerdo con la ruta de
administracion seleccionada (por ejemplo, solucién, emulsiones, geles, aerosoles, capsula). Se puede preparar una
composicién adecuada que comprende el compuesto que se va a administrar en un vehiculo o transportador
fisiologicamente aceptable y auxiliares y conservantes opcionales. Para las soluciones o emulsiones, los vehiculos
adecuados incluyen, por ejemplo, soluciones acuosas o alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, incluyendo
medios salinos y tamponados, agua estéril, cremas, pomadas, lociones, aceites, pastas y vehiculos soélidos. Los
vehiculos parenterales pueden incluir una solucion de cloruro sédico, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sédico,
solucién de Ringer lactada o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos pueden incluir diversos aditivos, conservantes, o
fluidos, rellenadores de nutrientes o electrolitos (véase generalmente, Remington’s Pharmaceutical Science, 162
edicion, Mack, Ed. (1980)).

"Cantidad eficaz" incluye aquellas cantidades de compuestos pro-angiogénicos o anti-angiogénicos que permiten
realizar su funcién prevista, por ejemplo, promover o inhibir la angiogénesis en los trastornos relacionados con la
angiogénesis que se describen en el presente documento. La cantidad eficaz dependera de numerosos factores,
incluyendo la actividad biolégica, edad, peso corporal, sexo, estado de salud general, la gravedad de la dolencia que
se va a tratar, asi como las propiedades farmacocinéticas adecuadas. Por ejemplo, las dosificaciones de la sustancia
activa pueden ser aproximadamente de 0,01 mg/kg/dia a aproximadamente 500 mg/kg/dia, ventajosamente de
aproximadamente 0,1 mg/kg/dia a aproximadamente 100 mg/kg/dia. Se puede administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de la sustancia activa mediante una ruta adecuada en una Unica dosis o en multiples dosis.
Ademas, las dosificaciones de la sustancia activa pueden aumentarse o disminuirse proporcionalmente como se ha
indicado por las exigencias de la situacién terapéutica o profilactica.

"Vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y de retraso de la absorcion, y similares que
sean compatibles con la actividad del compuesto y sean fisiolégicamente aceptables para el sujeto. Un ejemplo de un
vehiculo farmacéuticamente aceptable es la solucion salina normal tamponada (NaCl 0,15 M). El uso de dichos medios
y agentes para las sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en la materia. Excepto en la medida que
cualquier medio 0 agente convencional sea incompatible con el compuesto terapéutico, se contempla su uso en las
composiciones adecuadas para la administracion farmacéutica. Pueden incorporarse también compuestos activos
suplementarios en las composiciones.

Los "ingredientes adicionales" incluyen, pero no se limitan a, uno o mas de los siguientes. excipientes; agentes
tensioactivos; agentes dispersantes; diluyentes inertes; agentes granulantes y desintegrantes; agentes aglutinantes;
agentes lubricantes; agentes edulcorantes; agentes aromatizantes; agentes colorantes; conservantes; composiciones
fisiologicamente degradables tales como gelatina; vehiculos y disolventes acuosos; vehiculos y disolventes oleosos;
agentes suspensores; agentes dispersantes o humectantes; agentes emulsionantes, emolientes; tampones; sales;
agentes espesantes; cargas; agentes emulsionantes; antioxidantes; antibiéticos; agentes antifungicos; agentes
estabilizantes; y materiales poliméricos o hidréfobos farmacéuticamente aceptables. Se describen en la técnica otros
"ingredientes adicionales" que se pueden incluir en las composiciones farmacéuticas de la invencion y se describen,
por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences.

Composiciones

Se describen en el presente documento agentes angiogénicos que comprenden hormonas tiroideas, sus analogos, y
conjugaciones poliméricas de las hormonas y sus analogos. Se pueden usar las composiciones descritas para
promover la angiogénesis para tratar trastornos donde la angiogénesis es beneficiosa. Adicionalmente, se puede usar
la inhibicién de estas hormonas tiroideas, los analogos y las conjugaciones poliméricas para inhibir la angiogénesis
para tratar trastornos asociados con dicha angiogénesis no deseada. Tal como se usa en el presente documento, el
término "agente angiogénico" incluye cualquier compuesto o sustancia que promueve o estimula la angiogénesis, en
solitario o junto con otra sustancia. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, T3, T4, T3 o T4-agarosa, analogos
poliméricos de T3, T4, acido 3,5-dimetil-4-(4’-hidroxi-3’-isopropilbencil)-fenoxi acético (GC-1), o DITPA.
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Se usan conjugaciones poliméricas para mejorar la viabilidad del farmaco. Aunque muchos agentes terapéuticos
antiguos y modernos son bien tolerados, muchos compuestos necesitan tecnologias avanzadas de descubrimiento de
farmacos para disminuir la toxicidad, aumentar el tiempo en circulacién, o modificar la biodistribucion. Una estrategia
para mejorar la viabilidad del farmaco es la utilizacion de polimeros solubles en agua. Diversos polimeros solubles en
agua han mostrado modificar la biodistribucién, aumentar el modo de captacién celular, cambiar la permeabilidad a
través de barreras fisiologicas, y modificar la velocidad de aclaramiento a través del cuerpo. Para conseguir tanto un
direccionamiento como un efecto de liberacion sostenida, se han sintetizado polimeros solubles en agua que
contienen restos de farmacos como grupos terminales, como parte de la estructura, o como grupos pendientes en la
cadena polimérica.

Las composiciones representativas de la presente divulgacion incluyen hormonas tiroideas o sus analogos conjugados
a polimeros. La conjugacion con polimeros puede ser tanto con enlaces covalentes como no covalentes. Se puede
producir la conjugacién polimérica a través de un enlace éster o un enlace anhidrido. Se muestra un ejemplo de
conjugacién polimérica a través de un enlace éster utilizando alcohol polivinilico en la Figura 17. En esta preparacion
se puede esterificar alcohol polivinilico comercialmente disponible (o los copolimeros relacionados) mediante
tratamiento con el cloruro de acido de analogos de hormonas tiroideas, incluyendo la forma del cloruro de &cido. La sal
de clorhidrato se neutraliz6 mediante la adicion de trietilamina para dar como resultado clorhidrato de trietilamina que
se puede eliminar por lavado con agua tras la precipitacion de la forma de éster polimérico de la hormona tiroidea de
diferentes analogos. El enlace éster con el polimero puede experimentar hidrélisis in vivo para liberar el analogo activo
de la hormona tiroidea pro-angiogénesis.

Se muestra en la Figura 18 un ejemplo de conjugacion polimérica a través de un enlace anhidrido utilizando
copolimero de acido acrilico etileno. Esto es similar a la conjugacién covalente polimérica previa, sin embargo, esta
vez se realiza a través de un enlace anhidrido que se deriva de la reaccién de un copolimero de &cido acrilico. Este
enlace anhidrido es también susceptible a hidrdlisis in vivo para liberar el andlogo de la hormona tiroidea. La
neutralizacion del &cido clorhidrico se consigue mediante tratamiento con trietilamina y el posterior lavado del polimero
polianhidrido precipitado con agua elimina el subproducto del clorhidrato de trietilamina. Esta reaccion conducira a la
formacioén de un copolimero de &cido acrilico de la hormona tiroidea + trietilamina. Tras la hidrdlisis in vivo, el andlogo
de la hormona tiroidea se liberara en el tiempo que se puede controlar mas un copolimero de acido acrilico etileno.

Otra conjugacioén polimérica representativa incluye la hormona tiroidea o sus anélogos conjugados a polietilenglicol
(PEG). La unidon de PEG a diversos farmacos, proteinas y liposomas ha mostrado mejorar el tiempo de residencia y
disminuir la toxicidad. PEG puede acoplarse a los principios activos a través de grupos hidroxilo en los extremos de las
cadenas y mediante otros métodos quimicos. Peg por si mismo, sin embargo, se limita a dos agentes activos por
molécula. En una solucion diferente, se exploraron los copolimeros de PEG y los aminoacidos como novedosos
biomateriales que retenian las propiedades de biocompatibilidad de PEG, pero que tendrian la ventaja afiadida de
numerosos puntos de unidon por molécula y que podrian disefiarse sintéticamente para adaptarse a varias
aplicaciones.

Otra conjugacion polimérica representativa incluye hormonas tiroideas o sus anélogos en conjugacién no covalente
con polimeros. Esto se muestra en detalle en la Figura 19. Una conjugacion no covalente preferida es un atrapamiento
de la hormona tiroidea o sus analogos en un polimero de &cido polilactico. Los polimeros de poliéster de &cido
polilactico (PLA) experimentan hidrdlisis in vivo del monémero de acido lactico y esto se ha aprovechado como
vehiculo para sistemas de administracion de farmacos en seres humanos. A diferencia de los dos métodos covalentes
anteriores en los que el analogo de la hormona tiroidea esta unido mediante un enlace quimico al polimero, este seria
un método no covalente que encapsularia el analogo de hormona tiroidea en perlas de polimero PLA. Esta reaccion
conducira a la formacién del analogo de la hormona tiroidea que contiene perlas de PLA en agua. El filtro y el lavado
daran como resultado la formacion del analogo de la hormona tiroidea que contiene perlas de PLA, que tras la hidrolisis
in vivo conducird a la generacién de niveles controlados de hormona tiroidea mas acido lactico.

Ademas, las composiciones de la presente divulgacién incluyen anélogos de hormonas tiroideas o sus analogos
conjugados a retinoles (por ejemplo, acido retinoico (es decir, vitamina A), que se une a la proteina de unién a la
hormona tiroidea transtirretina ("TTR") y a la proteina de unién al acido retinoico ("RBP"). Los analogos de hormonas
tiroideas pueden conjugarse también con estilbesteroles halogenados, en solitario o junto con &cido retinoico, para uso
en la deteccién y la supresion de la placa amiloide. Estos analogos combinan las propiedades ventajosas de T4-TTR,
a saber, su rapida captacion y retencién prolongada en el cerebro y las placas amiloides, con las propiedades de los
sustituyentes halégenos, que incluyen determinados isotipos utiles de halégenos para la obtenciéon de imagenes de
PET que incluye flior-18, yodo-123, yodo-124, yodo-131, bromo-75, bromo-76, bromo-77 y bromo-82.

Ademas, se puede usar nanotecnologia para la creacion de materiales y estructuras utiles dimensionadas a escala
nanométrica. El inconveniente principal de las sustancias biolégicamente activas es la fragilidad. Se pueden combinar
materiales nanoescalados con dichas sustancias biolégicamente activas para mejorar drasticamente la durabilidad de
la sustancia, crear elevadas concentraciones localizadas de la sustancia y reducir costes minimizando las pérdidas.
Por lo tanto, las conjugaciones poliméricas adicionales incluyen formulaciones de nanoparticulas de hormonas
tiroideas y de sus anéalogos. Se pueden usar nanopolimeros y nanoparticulas como matriz para la administracion local
de hormonas tiroideas y de sus andalogos. Esto ayudard a la vez a la administracion controlada en la diana celular y
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tisular.

Las composiciones de la presente divulgacion incluyen hormonas tiroideas, analogos, y derivados tanto solos como en
conjugacién covalente o no covalente con polimeros. En la Figura 20 se muestran ejemplos de analogos y derivados
representativos, Tablas A-D. La Tabla A muestra T2, T3, T4, y bromoderivados. La Tabla B muestra modificaciones en
la cadena secundaria de alanilo. La Tabla C muestra grupos hidroxi, enlaces de difenil éster, y configuraciones D. La
Tabla D muestra analogos de tirosina.

Los términos "agente antiangiogénesis" o "agente anti-angiogénico" se refieren a cualquier compuesto o sustancia que
inhibe o perjudica la angiogénesis, en solitario o junto con otra sustancia. Los ejemplos incluyen TETRAC, TRIAC, XT
199, y el mAb LM609.

El papel de la hormona tiroidea, los analogos, y las conjugaciones poliméricas en la promocién de la angiogénesis

El efecto proangiogénico de los analogos de las hormonas tiroideas o las formas poliméricas depende de un inicio no
gendmico, como se ensaya por la susceptibilidad del efecto hormonal sobre la reduccién de la ruta de transduccién de
la sefal de MAPK mediante inhibidores. Dichos resultados indican que otra consecuencia de la activacién de MAPK
por la hormona tiroidea es el crecimiento de nuevos vasos sanguineos. Esto ultimo se inicia de forma no gendmica,
pero por supuesto, requiere un complejo programa de transcripcion génica consecuente. Las concentraciones
ambientales de la hormona tiroidea son relativamente estables. EI modelo CAM, en el momento en que lo ensayaron
los autores, era tiroprivador y, por tanto, se puede considerar como un sistema que no reproduce el organismo intacto.

La disponibilidad de un ensayo de una membrana corioalantoidea de pollo (CAM) para la angiogénesis ha
proporcionado un modelo en el cual cuantificar la angiogénesis y estudiar los posibles mecanismos implicados en la
induccion por la hormona tiroidea del crecimiento de nuevos vasos sanguineos. La presente solicitud describe un
efecto proangiogénico de T4 que aproxima el modelo CAM de FGF2 y que puede potenciar la accion de dosis
subdptimas de FGF2. Se describe ademas que el efecto proangiogénico de la hormona se inicia en la membrana
plasmatica y es dependiente de la activacion por T4 de la ruta de transduccién de la sefial de MAPK. Como se ha
proporcionado anteriormente, se describen métodos para el tratamiento de la enfermedad vascular periférica oclusiva
y las enfermedades coronarias, en particular, la oclusién de los vasos coronarios, y los trastornos asociados con la
oclusion de la vasculatura periférica y/o los vasos sanguineos coronarios. Se describen también composiciones y
métodos para promover la angiogénesis y/o reclutar los vasos sanguineos colaterales en un paciente que lo necesita.
Las composiciones incluyen una cantidad eficaz de analogos de hormonas tiroideas, las formas poliméricas, y los
derivados. Los métodos implican la administracién simultanea de una cantidad eficaz de analogos de hormonas
tiroideas, las formas poliméricas, y derivados en dosificaciones diarias bajas, durante una semana o0 mas con otros
factores de crecimiento proangiogénicos normalizados, vasodilatadores, anticoagulantes, tratamientos tromboliticos u
otros tratamientos vasculares relacionados.

Se ha utilizado el ensayo CAM para validar la actividad angiogénica de varios factores de crecimiento que se cree que
promueven el crecimiento. Por ejemplo, se ha mostrado que T4 en concentraciones fisioldgicas es proangiogénica en
este modelo in vitro y en una base molar que tenga la actividad de FGF2. La presencia de PTU no reduce el efecto de
T4, indicando que la desyodacion de T4 para generar Tz no fue un prerrequisito en este modelo. En la Tabla 1 se
relaciona un resumen de los efectos proangiogénicos de diversos analogos de hormonas tiroideas.

Tabla 1. Efectos proangiogénicos de diversos analogos de hormonas tiroideas en el modelo CAM

TRATAMIENTO INDICE DE ANGIOGENESIS
PBS (Control) 89,4 £9,3
DITPA (0,01 uM) 133,0+ 11,6
DITPA (0,1 uM) 167,3 +12,7
DITPA (0,2 mM) 117,9+5,6
GC-1 (0,01 uM) 169,6 + 11,6
GC-1 (0,1 uM) 152,7 £9,0
T4-agarosa (0,1 uM) 195,5+8,5
T4 (0,1 uM) 143,8+7,9
FGF2 (1 ug) 155+ 9
n = 8 por grupo

La aparicion de crecimiento de nuevos vasos sanguineos en este modelo requiere varios dias, indicando que el efecto
de la hormona tiroidea fue completamente dependiente de la interaccion del receptor nuclear para la hormona tiroidea
(TR) con la hormona. Las acciones de las yodotironinas que requieren la complejacién intranuclear de TR con su
ligando natural, T3, son, por definicién, gendmicas, y culminan en la expresion génica. Por otra parte, la respuesta
preferente de este sistema modelo a T4 en lugar de a Ts, el ligando natural de TR aument6 la posibilidad de que la

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2535134713

angiogénesis se pueda iniciar no genémicamente en la membrana plasmatica por T4 y culmina en los efectos que
requiere la trascripcion génica. Las acciones no genémicas de T4 se han descrito ampliamente, se suelen iniciar en la
membrana plasmatica y se pueden mediar mediante rutas de transduccion de la sefal. No necesitan el ligando
intranuclear de yodotironina y TR, pero pueden intervenir o modular la transcripcion génica. Las acciones no
gendmicas de los esteroides también se han descrito correctamente, y se sabe que intervienen en las acciones
gendmicas de los esteroides o de otros compuestos. Los experimentos realizados con T4 y tetrac o con Ts-agarosa
indicaron que el efecto proangiogénico de T4 se inicié a su vez muy probablemente en la membrana plasmatica. Tetrac
bloquea los efectos de T4 iniciados en la membrana, pero no activa por si mismo la transduccion de la sefal. Por tanto,
es una prueba de las acciones no gendmicas de la hormona tiroidea. Se piensa que T4-agarosa no accede al interior
de la célula y se ha utilizado para examinar modelos para las posibles acciones iniciadas en la superficie celular de la
hormona. Las investigacion de los efectos proangiogénicos de la hormona tiroidea en el modelo de membrana
corioalantoidea de pollo ("CAM") demuestra que la generacién de nuevos vasos sanguineo a partir de los vasos
existentes se promovié dos a tres veces tanto por la L-tiroxina (T4) como por la 3,5,3-triyodo-L-tironina (Ts) a 107-10°
M. de forma mas interesante, T4-agarosa, un analogo de hormona tiroidea que no cruza la membrana celular, produjo
un potente efecto proangiogénico comparable al obtenido con T3 0 Ta.

En parte, esta divulgacion proporciona composiciones y métodos para promover la angiogénesis en un sujeto que lo
necesita. Las condiciones sensibles al tratamiento promoviendo la angiogénesis incluyen, por ejemplo, la enfermedad
vascular periférica oclusiva y las enfermedades coronarias, en particular, la oclusion de los vasos coronarios, y los
trastornos asociados con la oclusion de la vasculatura periférica y/o los vasos sanguineos coronarios, disfuncion
eréctil, ictus, y heridas. Se describen también composiciones y métodos para promover la angiogénesis y/o reclutar los
vasos sanguineos colaterales en un paciente que lo necesita. Las composiciones incluyen una cantidad eficaz de
formas poliméricas de analogos y derivados de las hormonas tiroideas y una cantidad eficaz de una adenosina y/o un
donante de 6xido nitrico. Las composiciones pueden estar en la forma de una formulacién farmacéutica inyectable
estéril que incluye una cantidad angiogénicamente eficaz de sustancias analogas de hormonas tiroideas y derivados
de adenosina en un vehiculo fisiolégica y farmacéuticamente aceptable, opcionalmente con uno 0 mas excipientes.

Infarto de miocardio

Un motivo principal para la insuficiencia cardiaca tras infarto de miocardio agudo es una respuesta inadecuada de
formacion de nuevos vasos sanguineos, es decir, angiogénesis. La hormona tiroidea y sus analogos son beneficiosos
en la insuficiencia cardiaca y estimulan la angiogénesis coronaria. Los métodos descritos incluyen, en parte,
administrar un Unico tratamiento de un analogo de hormona tiroidea en el momento del infarto tanto mediante
inyeccion directa en el miocardio, como mediante simulaciéon de la inyeccidén coronaria mediante ligadura aértica
intermitente para producir contracciones isovolumicas transitorias para conseguir la angiogénesis y/o la remodelacion
ventricular.

Por consiguiente, se describen métodos para tratar la enfermedad vascular oclusiva, enfermedad coronaria, infarto de
miocardio, isquemia, ictus, y/o los trastornos vasculares de la arteria periférica promoviendo la angiogénesis mediante
la administracion a un sujeto que lo necesita de una cantidad de una forma polimérica de la hormona tiroidea, o uno de
sus analogos, eficaz para promover la angiogénesis.

Se proporcionan también en el presente documento ejemplos de formas poliméricas de analogos de hormonas
tiroideas y pueden incluir triyodotironina (T3), levotiroxina (T4), (GC-1), o &cido 3,5-diyodotiropropiénico (DITPA)
conjugado con alcohol polivinilico, copolimero de acido acrilico etileno, poli(acido lactico), o agarosa.

Los métodos implican también la administracion simultdnea de una cantidad eficaz de sustancia analoga a la hormona
tiroidea y una cantidad eficaz de adenosina y/o de NO en dosificaciones diarias bajas, durante una semana o mas. Uno
0 ambos componentes se pueden administrar localmente mediante catéter. Los analogos de las hormonas tiroideas, y
los derivados in vivo se pueden administrar a los lechos capilares que rodean el tejido isquémico mediante la
incorporacion de los compuestos en un liposoma o microparticula dimensionado adecuadamente. Los analogos de las
hormonas tiroideas, las formas poliméricas y los derivados se pueden dirigir al tejido isquémico mediante enlace
covalente con un anticuerpo adecuado.

El método se puede usar como tratamiento para restaurar la funcién cardiaca tras un infarto de miocardio. El método
se puede usar también para mejorar el flujo sanguineo en pacientes con enfermedad de la arteria coronaria que
padecen de isquemia de miocardio o de flujo sanguineo inadecuado en &reas diferentes del corazén que incluyen, por
ejemplo, enfermedad vascular periférica oclusiva (conocida también como enfermedad oclusiva arterial periférica), o
disfuncion eréctil.

Cicatrizacién de heridas

La angiogénesis de las heridas es una parte importante de la fase proliferativa de la cicatrizacién. La cicatrizacion de
cualquier herida en la piel que no sea muy superficial no se puede producir sin angiogénesis. No solo debe repararse
toda la vasculatura dafada, sino que la mayor actividad celular local necesaria para la cicatrizacion requiere un
suministro creciente de nutrientes procedente del torrente sanguineo. Ademas, las células endoteliales que forman el
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revestimiento de los vasos sanguineos son importantes por si mismas como organizadores y reguladores de la
cicatrizacion.

Por tanto, la angiogénesis proporciona una nueva microcirculacion para apoyar la cicatrizacion de heridas. Los nuevos
vasos sanguineos vuelven a ser clinicamente visibles en el espacio de la herida cuatro dias después de la lesion. Las
células endoteliales vasculares, fibroblastos, y las células del musculo liso proliferan en coordinacién para apoyar la
granulacion de la herida. De manera simultanea, se produce la reepitelizacion para restablecer la cubierta epitelial. Las
células epiteliales procedentes del margen de la herida o de los foliculos pilosos profundos migran a través de la herida
y se establecen por si mismos sobre el tejido de la granulacion y la matriz provisional. Los factores de crecimiento tales
como el factor de crecimiento de los queratinocitos (KFG) median en este proceso. Existen algunos modelos de
epitelizacion (células deslizantes frente a células rodantes).

A medida que las hormonas tiroideas regulan la tasa metabdlica, cuando el metabolismo se ralentiza debido al
hipotiroidismo, se ralentiza también la cicatrizacién de heridas. El papel de los analogos de hormonas tiroideas
topicamente aplicados o las formas poliméricas en la cicatrizacién de heridas representa por tanto una estrategia
novedosa para acelerar la cicatrizacién de heridas en diabéticos y en no diabéticos con capacidades de cicatrizacion
de heridas aumentadas. La administracion tdpica puede ser en forma de una tirita. Adicionalmente, se pueden usar
nanopolimeros y nanoparticulas como una matriz para la administracién local de hormonas tiroideas y de sus
andlogos. Esto ayudara a su vez a la administracion controlada en la diana celular y tisular.

Por consiguiente, se describen también métodos para tratar las heridas promoviendo la angiogénesis administrando a
un sujeto que lo necesita una cantidad de una forma polimérica de hormona tiroidea, o uno de sus analogos, eficaz
para promover la angiogénesis. Para los detalles, véanse los Ejemplos 9A y 9B.

El papel de la hormona tiroidea, los analogos, y las conjugaciones poliméricas junto con los factores de crecimiento
nervioso en la induccién y el mantenimiento de células neuronales

De forma contraria a la comprension tradicional de la induccion neural, esta divulgacion esta parcialmente basada en el
hallazgo inesperado de que los mecanismos que inician y mantienen la angiogénesis son eficaces promotores y
sustentadores de la neurogénesis. Estos métodos y composiciones son Utiles, por ejemplo, para el tratamiento de las
lesiones de las neuronas motoras y neuropatias en traumatismos, lesiones y trastornos neuronales. Esta divulgacion
se refiere al uso de diversas estrategias proangiogénicas solas o junto con factores de crecimiento nervioso u otros
factores neurogénicos. Los factores proangiogénicos incluyen analogos poliméricos de la hormona tiroidea como se
ilustra en el presente documento. Los analogos poliméricos de hormonas tiroideas y sus conjugados poliméricos solos
0 junto con otros factores de crecimiento proangiogénicos conocidos en la materia y con factores de crecimiento
nervioso u otros factores neurogénicos se pueden combinar para una neurogénesis 6ptima.

Se describen métodos, composiciones y dispositivos de tratamiento terapéutico para mantener las rutas neurales en
un mamifero, que incluyen potenciar la supervivencia de las neuronas en riesgo de muerte, inducir la reparacién
celular de las neuronas danadas y de las rutas neurales, y estimular las neuronas para mantener su fenotipo
diferenciado. Adicionalmente, una composicion que contiene analogos poliméricos de hormonas tiroideas, y sus
combinaciones, en presencia de agentes antioxidantes y/o antiinflamatorios demuestra la regeneracién y la proteccion
neuronal.

Esta divulgacién proporciona también hormonas tiroideas, analogos, y conjugaciones poliméricas, solas o junto con
factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos, para potenciar la supervivencia de las neuronas y
mantener las rutas neurales. Tal como se describe en el presente documento, los analogos poliméricos de hormonas
tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos pueden potenciar la
supervivencia de las neuronas, estimular la expresion neuronal de CAM, mantener la expresion fenotipica de las
neuronas diferenciadas, inducir la rediferenciacién de las células transformadas de origen neural, y estimular el
crecimiento axonal sobre las ramificaciones en los procesos neurales, particularmente grandes huecos en los axones.
Los morfégenos protegen también frente a la destruccién del tejido asociada con el dafo al tejido nervioso
inmunolégicamente relacionado. Finalmente, los andlogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con
factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos se pueden usar como parte de un método para
controlar la viabilidad del tejido nervioso en un mamifero.

Esta divulgacion proporciona también efectos de hormonas tiroideas poliméricas en la formacion de la sinapsis entre
neuronas corticales cultivadas de rata, utilizando un sistema para estimar la formacion funcional de sinapsis in vitro. La
exposicion a 10° M de hormonas tiroideas poliméricas, 3,5,3"-triyodotironina o tiroxina, produjo un aumento en la
frecuencia de cambios oscilatorios sincronos espontaneos en la concentracion de calcio intracelular, que se
correlaciond con el nimero de sinapsis formadas. La deteccién mediante andlisis inmunohistoquimico y de
inmunotransferencia de la proteina sinapsina | asociada a vesiculas sinapticas confirmé también que la exposicion a la
tiroxina facilité la formacion de sinapsis. La presencia de amiodarona, un inhibidor de la 5'-desyodinasa, o amitrol, un
herbicida, inhibi6 la formacion de sinapsis en presencia de tiroxina. Por tanto, la presente divulgacion proporciona
también un sistema de ensayo in vitro Util para el cribado de varios agentes quimicos que pueden interferir con la
formacion de sinapsis en el desarrollo del SNC perturbando el sistema tiroideo polimérico.
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De forma general, estos métodos pueden aplicarse al tratamiento de cualquier sujeto mamifero en riesgo o que padece
una lesién o neuropatia del tejido neural. Esta divulgacién es adecuada para el tratamiento de cualquier primate,
preferentemente un primate superior tal como un ser humano. Ademads, sin embargo, puede emplearse en el
tratamiento de mamiferos domesticados que se mantienen como animales de compafia de seres humanos (por
ejemplo, perros, gatos, caballos), que tienen un significativo valor comercial (por ejemplo, cabras, cerdos, ovejas,
ganado, de competicién o animales de tiro), que tienen un valor cientifico significativo (por ejemplo, especimenes libres
0 en cautividad de especies en peligro de extinciéon, o razas animales engendradas por endogamia o disefadas
mediante ingenieria genética), o que tienen valor de otra manera.

Los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores
neurogénicos descritos en el presente documento potencian la supervivencia celular, particularmente de las células
neuronales en riesgo de muerte. Por ejemplo, las neuronas completamente diferenciadas son no mitéticas y mueren in
vitro cuando se cultivan en condiciones normalizadas de cultivos de células de mamiferos, utilizando un medio
quimicamente definido o bajo en suero conocido en la técnica. Véase, por ejemplo, Charness, J. Biol. Chem. 26:
3164-3169 (1986) y Freese, et al., Brain Res. 521: 254-264 (1990). Sin embargo, si se trata un cultivo no mitético de
células neuronales con un analogo tiroideo polimérico solo o junto con un factor de crecimiento nervioso u otros
factores neurogénicos, la supervivencia de estas células se potencia significativamente. Por ejemplo, se prepard un
cultivo primario de ganglios basales estriatales aislado a partir de la sustancia negra de cerebro adulto de rata
utilizando procedimientos normalizados, por ejemplo, mediante disociacién por trituracién con pipeta pasteur de tejido
de la sustancia negra, utilizando protocolos normalizados de cultivo de tejidos, y crecimiento en un medio con una
concentracién baja en suero, por ejemplo, conteniendo un 50 % de DMEM (medio Eagle modificado por Dulbecco),
50 % de medio F-12, suero de caballo inactivado térmicamente suplementado con penicilina/estreptomicina y 4 g/l de
glucosa. En condiciones de cultivo normalizadas, estas células experimentan una muerte celular significativa en tres
semanas cuando se cultivan en un medio exento de suero. La muerte celular se evidencié morfolégicamente por la
incapacidad de las células de permanecer adherentes y por los cambios en sus caracteristicas ultraestructurales, por
ejemplo, mediante aglutinaciéon de la cromatina y desintegracion de los organulos. Especificamente, las células
siguieron siendo adherentes y continuaron manteniendo la morfologia de las neuronas viables diferenciadas. En
ausencia de analogos tiroideos solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otro tratamiento de factores
neurogénicos, la mayoria de las células cultivadas se disociaron y experimentaron necrosis celular.

Las disfunciones en los ganglios basales de la sustancia negra se asocian con corea de Huntington y parkinsonismo in
vivo. La capacidad de los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento
nervioso u otros factores neurogénicos definidos en el presente documento para potenciar la supervivencia de las
neuronas indica que estos analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento
nervioso u otros factores neurogénicos seran utiles como parte de un tratamiento para potenciar la supervivencia de
células neuronales en riesgo de muerte in vivo debido, por ejemplo, a una neuropatia o traumatismo quimico o
mecanico.

Esta divulgacion proporciona ademas que estos analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores
de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos proporcionan un agente terapéutico util para tratar las
neuropatia que afectan a los ganglios basales estriatales, incluyendo la corea de Huntington y la enfermedad de
Parkinson. Para las aplicaciones clinicas, se pueden administrar los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos
0 junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos o, como alternativa, se puede administrar
un andlogo polimérico de hormonas tiroideas solo o junto con factores de crecimiento nervioso u otro agente
estimulador de factores neurogénicos.

Los compuestos de hormonas tiroideas descritos en el presente documento se pueden usar también para la proteccion
de tejido nervioso a partir de trauma quimico. La capacidad de los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o
junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos descritos en el presente documento para
potenciar la supervivencia de las células neuronales y para inducir la agregacion celular y la adhesién célula-célula en
células rediferenciadas, indica que los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de
crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos seran Utiles como agentes terapéuticos para mantener las rutas
neurales protegiendo las células que definen la ruta del dafio producido por trauma quimico. En particular, los analogos
poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos
pueden proteger neuronas, incluyendo neuronas en desarrollo, de los efectos de toxinas conocidas que inhiben la
proliferacién y la migracién de neuronas e interfieren con la adhesion célula-célula. Los ejemplos de dichas toxinas
incluyen etanol, una o més de las toxinas presentes en el humo de cigarrillos, y varios opiaceos. Los efectos tdxicos del
etanol sobre las neuronas en desarrollo inducen el dafio neurolégico manifestado en el sindrome alcohdlico fetal. Los
andalogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores
neurogénicos pueden proteger las neuronas de los efectos citotdxicos asociados con los aminodacidos excitatorios
tales como glutamato.

Por ejemplo, el etanol inhibe los efectos de la adhesion célula-célula inducidos en células NG108-15 tratadas con los
analogos poliméricos tiroideos solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos
cuando se proporcionan a estas células a una concentracion de 25-50 mM. Se puede conseguir la inhibicibn maxima
media con etanol 5-10 mM, la concentracion de alcohol en sangre en un adulto tras la ingestién de una Unica bebida
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alcohdlica. El etanol interfiere probablemente con la unién homofilica de las CAM entre células, méas bien que su
induccion, ya que los niveles de N-CAM inducidos por el andlogo polimérico tiroideo solo o junto con factores de
crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos no se ven afectados por el etanol. Ademas, el efecto inhibidor es
inversamente proporcional a un analogo polimérico tiroideo solo o junto con factores de crecimiento nervioso u otra
concentracién de factores neurogénicos. Por consiguiente, se cree que la administracion de un analogo polimérico
tiroideo solo o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos o analogos poliméricos tiroideo
solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros agentes estimuladores de factores neurogénicos dirigidos a
neuronas, particularmente neuronas en desarrollo, en riesgo de dafo debido a exposicion a toxinas tales como etanol,
puede proteger estas células del dafo a tejido nervioso superando los efectos inhibidores de la toxina. El anélogo
polimérico tiroideo solo o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos descritos en el
presente documento es también Util en tratamientos para tratar las rutas neurales dafiadas resultantes de una
neuropatia inducida por exposicién a estas toxinas.

Las actividades in vivo de los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento
nervioso u otros factores neurogénicos descritos en el presente documento se evalGan también facilmente en un
modelo animal que se describe en el presente documento. Un animal adecuado, que presenta preferentemente dafo
en el tejido nervioso, por ejemplo, genética o ambientalmente inducido, recibe una inyeccion intracerebral con una
cantidad eficaz de analogos poliméricos de la hormona tiroidea sola o junto con factores de crecimiento nervioso u
otros factores neurogénicos en una formulacion terapéutica adecuada, tal como suero salino tamponado con fosfato,
pH 7. Los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso o factores
neurogénicos se inyectan preferentemente en el area de las neuronas afectadas. El tejido afectado se corta en un
punto temporal posterior y el tejido se evalia morfolégicamente y/o mediante evaluacién de un marcador bioquimico
adecuado (por ejemplo, mediante analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de
crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos o la localizacion de N-CAM; o midiendo el efecto dependiente de la
dosis en un marcador bioquimico de la actividad neurotréfica del SNC o del dafo en el tejido del SNC, utilizando por
ejemplo, proteina &cida fibrilar glial como marcador. La dosificacion y el tiempo de incubacién variaran con el animal
que se va a ensayar. Se pueden determinar los intervalos de dosificacion adecuados para diferentes especies
mediante comparacién con los modelos animales establecidos. Se presenta a continuacion un protocolo ilustrativo
para un modelo de incision en cerebro de rata.

En resumen, se anestesiaron ratas Long Evans machos, obtenidas a partir de fuentes comerciales normalizadas, y se
preparé el area de la cabeza para cirugia. Se expuso el craneo utilizando procedimientos quirdrgicos normalizados y
se trepan6 un agujero hacia el centro de cada lébulo utilizando un alambre de 0,035K, simplemente perforando el
craneo. Se proporcionaron a continuacion soluciones de 25 ml que contenian tanto analogos poliméricos tiroideos
solos o junto con factores de crecimiento nervioso como otros factores neurogénicos (por ejemplo, OP-1,25 mg) o bien
se proporcion6 PBS a continuacién a cada uno de los agujeros mediante una jeringuilla de Hamilton. Se administraron
las soluciones a una profundidad de aproximadamente 3 mm por debajo de la superficie, en la corteza subyacente, el
cuerpo calloso y el hipocampo. A continuacién se sutur6 la piel y se dej6 recuperar el animal.

Tres dias después de la cirugia, se sacrificaron las ratas mediante decapitacion y se procesaron los cerebros para el
corte. Se evalud la formacion de tejido de cicatrizacién mediante tincién con inmunofluorescencia de la proteina acida
fibrilar glial, una proteina marcadora para la cicatrizacion glial, para determinar cualitativamente el grado de formacion
de cicatrices. Estdn comercialmente disponibles los anticuerpos dirigidos contra la proteina acida fibrilar glial, por
ejemplo, de Sigma Chemical Co., San Luis, Mo. Se sondearon también las secciones con anticuerpos dirigidos contra
OP-1 para determinar la presencia de OP-1. Se anticiparon niveles reducidos de proteina acida fibrilar glial en las
secciones de tejido de animales tratados con el analogo polimérico tiroideo solo o junto con factores de crecimiento
nervioso u otros factores neurogénicos, evidenciando la capacidad de los analogos poliméricos tiroideos solos o junto
con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos para inhibir la formacién de la cicatriz glial y
estimular la regeneracién nerviosa.

El papel de los analogos de hormonas tiroideas y las conjugaciones poliméricas para el diagnéstico la obtencién de
imagenes del cerebro, diagndstico, y tratamiento de enfermedades neurodegenerativas

Esta divulgacién se refiere a agentes farmacéuticos y radiofarmacéuticos Utiles para el diagnéstico temprano,
prevencion, y tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, tales como, por ejemplo, la enfermedad de
Alzheimer. Esta divulgacion incluye también compuestos quimicos novedosos que tienen unién especifica en un
sistema biolégico y pueden utilizarse en tomografia de emision de positrones (PET), métodos de obtencion de
imagenes diagnostico por imagenes utilizando emisién de foton unico (SPECT), y métodos de obtencion de imagenes
mediante resonancia magnética (IRM). La capacidad de T4 y otros analogos de hormonas tiroideas de unirse a
ligandos localizados en el interior del cuerpo hace posible utilizar dichos compuestos para la obtencion de iméagenes in
situ de ligandos mediante PET, SPECT, IRM, y métodos similares de obtenciéon de imagenes. En principio, no se tiene
que saber nada acerca de la naturaleza del ligando, siempre que se produzca la unién, y dicha unién sea especifica de
un tipo de células, 6rganos, tejidos o receptores de interés.

La obtencién de imagenes mediante PET se lleva a cabo con la ayuda de compuestos trazadores marcados con
is6topos emisores de positrones (Goodman, M. M. Clinical Positron Emission Tomography, Mosby Yearbook, 1992, K.
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F. Hubner et al., Capitulo 14). Para la mayor parte de materiales biolégicos, son pocos los is6topos adecuados. EL
isétopo de carbono, 11C, se ha usado para PET, pero su corta vida media de 20,5 minutos limita su utilidad a
compuestos que se pueden sintetizarfy purificar rapidamente, y a instalaciones que estan préximas a un ciclotrén en el
que se genere el material de Partida 'c precursor. Otros isotopos tienen incluso vidas medias mas cortas. 3N tiene
una vida media 10 minutos y '*O tiene una vida media incluso mas corta de 2 minutos. Las emisiones de ambos son
mas energéticas que las de ''C. Sin embargo, se han realizado estudios de PET con estos is6topos (Hubner, K. F., en
Clinical Positron Emission Tomography, Mosby Year Book, 1992, K. F. Hubner, et al., Capitulo 2). Un isétopo mas util,
'®F tiene una vida media de 110 minutos. Esto permite tiempo suficiente para su incorporacién a un trazador
radiomarcado, para la purificacion y para la administracién a un sujeto humano o animal. Ademas, instalaciones mas
alejadas de un ciclotrén, hasta aproximadamente un radio de 200 millas (320 km), pueden hacer uso de compuestos
marcados con '°F. Las desventajas de '®F son la relativa escasez de analogos fluorados que tienen equivalencia
funcional con materiales biol6gicos que se producen naturalmente, y la dificultad de disefiar métodos de sintesis que
utilicen eficazmente el material de partida generado en el ciclotrén. Dicho material de partida puede ser cualquiera de
un ion fluoruro o un gas flor. En el dltimo caso solo un atomo de flior del gas bimolecular es realmente un
radionucleido, de tal manera que el gas se designa F-'®F. Las reacciones que utilizan F-"8F como material de partida
dan como resultado por tanto productos que tienen solo la mitad de abundancia de radionucleidos de las reacciones
que utilizan '®F como material de partida. Por otra parte, F'® se puede preparar en cantidades curie en forma de ion
fluoruro para su incorporacion a un compuesto radiofarmacéutico en una actividad muy especifica, tedricamente 1,7
Ci/nmol utilizando reacciones de sustitucion nucledfila exentas de vehiculos. La emision de energia de 8F es de 0,635
MeV, dando como resultado un intervalo promedio de positrones de 2,4 mm, relativamente corto, en el tejido, lo que
permite imagenes PET de alta resolucién.

La obtencién de imagenes SPECT emplea isétopos trazadores que emiten fotones de alta energia (emisores gamma).
La gama de is6topos es mayor que para PET, pero SPECT proporciona una resolucién tridimensional mas baja. Sin
embargo, SPECT se usa ampliamente para obtener informacién clinicamente significativa acerca der la unién,
localizacién y tasas de aclaramiento de unién a andalogos. Un is6topo util para la obtenciéon de imagenes mediante
SPECT es un emisor a-gamma marcado con 2’| con una vida media de 13,3 horas. Los compuestos marcados con *|
se pueden marcar hasta aproximadamente 1000 milésimas a partir del sitio de fabricacién, o el propio isétopo se puede
transportar para la sintesis en el sitio. El ochenta y cinco por ciento de las emisiones de isétopos tienen fotones 159
KeV, que se miden facilmente mediante la instrumentacién SPECT actualmente en uso. Los compuestos de la
invencion se pueden marcar con tecnecio. Se sabe que Tecnecio-99m es un radionucleido Util para la obtencién de
imagenes mediante SPECT. Los andlogos de T4 se unen a un cluster metalico de Tc-99m mediante una cadena de 4-6
atomos de carbono que puede estar saturada o tener un doble o triple enlace.

El uso de compuestos marcados con '°F en PET se ha limitado a unos pocos compuestos analogos. De forma mas
notable, se ha usado ampliamente la '®F-fluorodeoxiglucosa en estudios del metabolismo de la glucosa y en la
localizacién de la captacion de la glucosa asociada con la actividad cerebral. Se han utilizado también la
18F-L-ﬂuorodopa y otros analogos de receptores de la dopamina en el cartografiado de la distribucién de receptores de
la dopamina.

Otros is6topos de halégenos pueden servir para la obtencion de imégenes mediante PET o SPECT, o para el marcado
con trazadores convencionales. Estos incluyen "°Br, "°Br, "’Br y %Br que tienen vidas medias y caracteristicas de
emision utiles. En general, existen los medios quimicos para sustituir cualquier resto halégeno de los is6topos
descritos. Por lo tanto, las actividades bioquimicas o fisiolégicas de cualquier homélogo halogenado de los
compuestos descritos estan ahora disponibles para el uso por los expertos en la materia, incluzyendo homologos
estables de is6topos de halégeno. La astatina se puede sustituir por otros isétopos de halégeno. 10at, por ejemplo,
emite particulas alfa con una vida media de 8,3 h. Otros is6topos emiten también particulas alfa con vidas medias
razonablemente Utiles. Los compuestos sustituidos por At son por tanto Gtiles para el tratamiento del cerebro, en el que
la unién es suficientemente especifica del cerebro.

Numerosos estudios han demostrado una creciente incorporacion de hidratos de carbono y aminoacidos en células
malignas del cerebro. Esta acumulacion se asocia con la proliferacion acelerada y la sintesis de proteinas de dichas
células. Se ha utilizado el analogo de glucosa '®F-2-fluoro-2-desoxi-D-glucosa (2-FDG) para distinguir células del
cerebro con elevada malignidad de crecimientos de tejido cerebral normales o benignos (DiChiro, G. et al. (1982)
Neurology (NY) 32:1323-1329. Sin embargo, 2-FDG marcado con flior-18 no es el agente de eleccion para detectar
células cerebrales de baja calidad debido a que su elevada captacion en tejido normal puede enmascarar la presencia
de células del cerebro. Ademas, 2-FDG marcado con flior 18 no es el agente radiofarmacéutico ideal para distinguir
células de pulmdn de un tejido infeccioso o para detectar carcinoma de ovario debido a su elevada captacion de la
radioactividad de 2-FDG en tejido infeccioso y en la vejiga, respectivamente. Se ha utilizado también el aminoacido
metionina que se produce naturalmente, marcado con carbono-11, para distinguir tejido maligno de tejido normal. Pero
este tiene también una captacion relativamente elevada en tejido normal. Ademas, la vida media del carbono-11 es
solo de 20 minutos; por tanto, la metionina "'C no se puede almacenar durante un largo periodo de tiempo.

La transtirretina ("TTR") del liquido cefalorraquideo ("CSF"), la principal proteina portadora de tirosina del CSF(T4) en

la rata y el ser humano se sintetiza en el plexo coroideo ("CP"). Tras la inyeccion de '?°I-T4 en la rata, la T4 radioactiva
se acumula primero en el CP, a continuacion en el CSF y posteriormente en el cerebro (Chanoine JP, Braverman LE.
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The role of transthyretin in the transport of thyroid hormone to cerebrospinal fluid and brain. Acta Med Austriaca. 1992;
19 Supl. 1:25-8).

Los compuestos de la divulgacién proporcionan una obtencién de imagenes PET sustancialmente mejoradas para las
zonas del cuerpo que tienen proteina amiloide, especialmente del cerebro. Todos los is6topos emisores de positrones
disponibles que podrian incorporarse a un compuesto biolégicamente activo tienen vidas medias cortas. La utilidad
practica de dichos compuestos marcados depende por tanto de lo rapidamente que se puede sintetizar el compuesto
marcado, del rendimiento sintético y de la pureza radioquimica del producto final. Incluso el tiempo de envio desde la
fuente de is6topos, una instalacién de ciclotrones, al hospital o al laboratorio en el que va a tener lugar la obtencion de
imagenes PET, esté limitado. Un célculo grosero de la distancia Util es aproximadamente de dos millas (3,22 km) por
minuto de vida media. Por tanto, C'", con una vida media de 20,5 m esta restringido a aproximadamente un radio de 40
millas (64,4 km) desde una fuente mientras que los compuestos marcados con F'® se pueden usar en un radio de
aproximadamente 200 millas (322 km). Los requerimientos adicionales de un compuesto marcado con '®F son que
tenga la especificidad de unién por el receptor o molécula diana a la que se pretende que se una, que la unién no
especifica a otras dianas sea suficientemente baja para permitir distinguir entre la unién a la diana y a la no diana, y
que la marca sea estable en las condiciones del ensayo para evitar el intercambio con otras sustancias en el entorno
del ensayo. Més particularmente, los compuestos deben mostrar una unién adecuada a la diana deseada a la vez que
no se unen en ningun grado comparable con otros tejidos o células.

Una solucion parcial a los estrictos requisitos para la obtencién de imagenes PET es emplear is6topos emisores de
rayos gamma en la obtencién de imagenes SPECT. ?'l es un marcador isotépico cominmente usado en SPECT, que
tienen una vida media de 13 horas para un rango util de 1000 millas (1610 km) desde el punto de sintesis. Los
compuestos de la divulgacién pueden marcarse rapida y eficazmente con | para su uso en el andlisis SPECT como
alternativa a la obtencion de imagenes PET. Ademas, debido al hecho de que el mismo compuesto se puede marcar
con cualquier is6topo, es posible por primera vez comparar los resultados obtenidos mediante PET y SPECT usando el
mismo trazador.

La especificidad de la unién al cerebro proporciona también utilidad para los compuestos sustituidos con | de la
invencion. Dichos compuestos se pueden marcar con '2*| para la obtencién de imagenes mediante SPECT o con "%l
de vida mas larga para estudios a largo plazo como la vigilancia de la evolucidn de un tratamiento. Se pueden sustituir
otros is6topos de yodo y bromo por los ilustrados.

Los compuestos de la divulgaciéon proporcionan por tanto métodos mejorados para la obtenciéon de imagenes del
cerebro utilizando PET y SPECT. Los métodos implican administrar a un sujeto (que puede ser un ser humano o
animal, a fines experimentales y/o de diagndstico) una cantidad generadora de imagenes de un compuesto de la
invencion, marcados con el isétopo adecuado y medir a continuacion la distribucion del compuesto mediante PET si se
emplea '®F U otro emisor de positrones, o SPECT si se emplea 23| u otro emisor de rayos gamma. Una cantidad
generadora de imagenes es aquella cantidad que al menos puede proporcionar una imagen en un escaner de PET o
SPECT, teniendo en cuenta la sensibilidad de deteccién del escaner y el nivel de ruido, la edad del is6topo, el tamafio
corporal del sujeto y la ruta de administracién, siendo las mencionadas variables ilustrativas de las conocidas y
representativas para los calculos y medidas conocidos por los expertos en la materia sin recurrir a experimentacion
innecesaria.

Se entendera que los compuestos de la invencién pueden marcarse con un is6topo de cualquier atomo o combinacion
de atomos en la estructura. Aunque que se hace hincapié en que F' 18 e 1'® en el presente documento son
particularmente Utiles para PET, SPECT y el analisis de trazadores, se contemplan otros usos que incluyen los que se
derivan de propiedades fisioldgicas o farmacoldgicas de homoélogos de isétopos estables y seran evidentes a los
expertos en la materia.

Esta divulgacion proporciona también el marcado con tecnecio (Tc) mediante aductos de Tc. Se han usado is6topos de
Tc, de forma notable Tc*™, para la obtencidén de imagenes del cerebro. Esta divulgacion proporciona aductos
complejados con Tc de los compuestos descritos, que son Utiles para la obtencion de imagenes del cerebro; Los
aductos son complejos de coordinacion con Tc unidos al aminoacido ciclico mediante una cadena de 4-6 atomos de
carbono que puede estar saturada o poseer un doble o triple enlace. Cuando esta presente un doble enlace, se pueden
sintetizar isomeros tanto E (trans) como Z (cis), y se puede emplear cualquier ismero. Se describe la sintesis para
incorporar el is6topo *™Tc como Ultima etapa, para maximizar la vida Gtil del is6topo.

Se emplearon los siguientes métodos en los procedimientos notificados en el presente documento. El '®F-fluoruro se
produjo a partir de un ciclotrén Siemens utilizando la reaccion '®O(p,n) '®F con 11 MeV de protones en agua
enriquecida con un 95 % de '®0. Todos los disolventes y compuestos quimicos eran de calidad analitica y se utilizaron
sin purificacion adicional. Se determinaron los puntos de fusién en tubos capilares utilizando un equipo Buchi SP. Se
realizé el andlisis cromatografico en capa fina (TLC) utilizando capas de un espesor de 250-mm de gel de silice G
PF-254 revestidas con aluminio (obtenido de Analtech, Inc.). Se realiz6 la cromatografia en columna utilizando un gel
de silice de malla 60-200 um (Aldrich Co.). Se registro el espectro de infrarrojos (IR) en un espectrofotémetro Beckman
18A con placas de NaCl. Se obtuvieron espectros de resonancia magnética nuclear de protones (RMN 1H) a 300 MHz
con un instrumento de alta resolucion.
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En otro aspecto, la presente divulgacion se dirige a un método para usar un compuesto para la fabricacion de un
agente radiofarmacéutico para el diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer en un ser humano. Otro aspecto se dirige
a un método para preparar los compuestos de esta divulgacion.

Los compuestos que se describen en el presente documento son analogos de las hormonas tiroideas u otros ligandos
de unién a TTR, que se unen a TTR y tienen la capacidad de pasar a través de la barrera hematoencefalica. Los
compuestos son por tanto adecuados como agentes diagnésticos in vivo para la obtencién de imagenes de la
enfermedad de Alzheimer. La deteccidén de la radioactividad se realiza con procedimientos bien conocidos en la
materia, utilizando cualquiera de una camara de rayos gamma o mediante tomografia de emisién de positrones (PET).

Preferentemente, la forma de base libre o una forma de sal farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, una sal de
monocloruro o de dicloruro, de un compuesto de la divulgacion se utiliza en una formulacién galénica como agente
diagnéstico. La formulacién galénica que contiene el compuesto de la invencidon contiene opcionalmente adyuvantes
conocidos en la materia, por ejemplo, tampones, cloruro sédico, acido lactico, tensioactivos, etc. Es posible una
esterilizacion mediante filtracién de la formulacién galénica en condiciones estériles antes de la utilizacion.

La dosis radioactiva debe estar en el intervalo de 1 a 100 mCi, preferentemente 5 a 30 mCi, y de forma mas preferente
5 a 20 mCi por aplicacién.

De los diversos aspectos de la divulgacién, se prefieren determinados compuestos (por ejemplo, los compuestos
descritos en los Ejemplos 16-20). Se prefieren especialmente dichos compuestos para su uso como agentes
diagnosticos en tomografia de emisién de positrones (PET).

Los compuestos se pueden administrar mediante cualquier ruta adecuada, preferentemente en la forma de una
composicion farmacéutica adaptada a la mencionada ruta, y en una dosis eficaz para unirse a TTR en el cerebro y por
tanto detectarse mediante una camara de rayos gamma o PET. Normalmente, la administracion es parenteral, por
ejemplo, intravenosa, intraperitoneal, subcutdnea, intradérmica, o intramuscular. Se prefiere la administracién
intravenosa. Por tanto, por ejemplo, la presente divulgacién proporciona composiciones para la administracion
parenteral que comprenden una solucién de medios de contraste disuelta o suspendida en un transportador aceptable,
por ejemplo, suero o una solucion fisiolégica de cloruro de sodio.

Los transportadores acuosos incluyen agua, soluciones alcohdlicas/acuosas, suero salino, vehiculos parenterales
tales como cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, etc. Los ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol,
polietilenglicol, aceite vegetal y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Se describen otros
transportadores farmacéuticamente aceptables, excipientes no téxicos incluyendo sales, conservantes, tampones y
similares, por ejemplo, en REMMINGTON’S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 152 Ed. Easton: Mack Publishing Co.,
pp. 1405-1412 y 1461-1487 (1975) y THE NATIONAL FORMULARY XIV., 14* Ed. Washington: American
Pharmaceutical Association (1975). Se prefieren transportadores acuosos.

Se produjeron composiciones farmacéuticas de una manera conocida per se suspendiendo o disolviendo los
compuestos de la presente invencién -combinados opcionalmente con los aditivos individualizados en la farmacopea
galénica- en un medio acuoso y a continuacion esterilizando opcionalmente la suspension o solucion. Los aditivos
adecuados son, por ejemplo, tampones fisioldgicamente aceptables (tales como, por ejemplo, trometamina), adiciones
de agentes complejantes (por ejemplo, acido dietilentriamina pentaacético) o -si se requiere- electrolitos, por ejemplo,
cloruro de sodio o--si es necesario--antioxidantes, tales como acido ascorbico, por ejemplo.

Si las suspensiones o soluciones de los compuestos en agua o solucién salina fisiolégica son deseables para la
administracion entérica u otros fines, se mezclan con uno o varios agentes auxiliares (por ejemplo, metilcelulosa,
lactosa, manitol) y/o tensioactivos (por ejemplo, lecitinas, "Tween", "Myrj") y/o agentes aromatizantes para mejorar el
sabor (por ejemplo, éteres de petrdleo), como es habitual en la farmacopea galénica.

Las composiciones pueden esterilizarse mediante técnicas de esterilizacion convencionales bien conocidas, o pueden
filtrarse para esterilizarlas. Las soluciones acuosas resultantes pueden envasarse para su uso como tales, o
liofilizarse, combindndose la preparacion liofilizada con una soluciéon acuosa estéril antes de la administracion. Las
composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables tal como se requiere para
aproximarse a las condiciones fisiolégicas, tales como agentes para ajustar el pH y agentes tamponantes, agentes de
ajuste de la tonicidad, agentes humectantes y similares, por ejemplo, acetato de sodio, lactato de sodio, cloruro sédico,
cloruro de potasio, cloruro de calcio, monolaurato de sorbitan, oleato de trietanolamina, etc.

Para los compuestos descritos en el presente documento que tienen halégenos radioactivos, estos compuestos
pueden enviarse como compuestos "calientes”, es decir, con el halégeno radioactivo en el compuesto y administrarse
en, por ejemplo, una solucién salina fisiolégicamente aceptable. En el caso de los complejos metalicos, estos
compuestos pueden enviarse como compuestos "frios", es decir, sin el ion radioactivo, y a continuacién mezclarse con
el eluato generador de Tc o el eluato generador de Re.
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El papel de la hormona tiroidea, los andlogos, y las conjugaciones poliméricas en la modulacién de las acciones de los
polipéptidos cuyos receptores de la superficie celular se agrupan alrededor de la integrina o33, u otros compuestos
que contienen RGD

La integrina aV33 es una proteina heterodimérica de la membrana plasmatica con algunos ligandos de proteinas de la
matriz extracelular y una secuencia de aminoacidos Arg-Gly-Asp ("RGD"). Utilizando la integrina purificada, los
inventores han descubierto que la integrina aVB3 se une a T4 y que esta interaccion esta perturbada por los
antagonistas de aV33. Los estudios de union a radioligando han desvelado que aVB3 purificada se une a T4 con
elevada afinidad (CE50, 371 pM), y parece unirse a T4 preferentemente sobre T3. Esto es consistente con los informes
previos que muestran la activacion de MAPK y la translocacion nuclear, asi como la angiogénesis inducida por
hormonas, por T4, en comparacion con T3. Los antagonistas de la integrina aVB3 inhiben la unién de T4 a la integrina
y, de forma importante, evitan la activacion por T4 de la cascada de sefalizacién de MAPK. Esta consecuencia
funcional -activacion de MAPK- de la unién de la hormona a la integrina, junto con la inhibicion de la accion
proangiogénica dependiente de MAPK de la hormona tiroidea por los antagonistas de la integrina aV33, permite a los
inventores describir el sitio de unién a la yodotironina en la integrina como un receptor. Debe indicarse que la
3-yodotironamina, un derivado de hormona tiroidea, se une a trazas de un receptor de amina (TAR I) segun han
indicado Scanlan et al., pero de forma interesante, las acciones de este analogo son antitéticas de las de T4 y T3.

Los ligandos tradicionales de las integrinas son proteinas. Que una molécula pequefa, una hormona tiroidea, sea
también un ligando de una integrina es un hallazgo novedoso. Se describe también que resveratrol, un polifenol con
cierta actividad estrogénica, se une a la integrina aVB3 con una consecuencia funcional celular, la apoptosis, diferente
del que resulta de la unién de la hormona tiroidea. El sitio de la integrina al cual se une T4 esta en o préximo a la ranura
de unién de RGD de la integrina heterodimérica. Es posible, sin embargo, que aVp3 se una a T4 en otra parte de la
proteina y que la ocupacion del sitio de reconocimiento de RGD por tetrac o por los péptidos que contienen RGD
bloquee alostéricamente el sitio de unién a T4 o produzca un cambio conformacional en la integrina que convierta el
sitio T4 en no disponible. Por consiguiente, la modulacion por T4 de la interaccion laminina-integrina de los astrocitos
puede ser una consecuencia de la unién de la hormona a la integrina. Existe por tanto la posibilidad de que las
hormonas tiroideas en el exterior de las células puedan afectar la unién mediante la integrina aVB3 de las proteinas de
la matriz extracelular ademas de la laminina.

En los ultimos afios se han documentado bien las acciones de T4 que no tienen un mecanismo genémico. Numerosas
de estas actividades estdn mediadas por MAPK. Los inventores han demostrado que las etapas iniciales de la
activacion de la cascada de MAPK por las hormonas tiroideas, incluyendo la activacion de la proteina quinasa C, son
sensibles a GTPYS y a la toxina de la tosferina, indicando que el receptor de la membrana plasmatica para la hormona
tiroidea es sensible a la proteina G. Debe sefalarse que otros autores han demostrado que determinadas funciones
celulares mediadas por la integrina aVp3 estan moduladas por la proteina G. Por ejemplo, la mutagénesis dirigida al
sitio del dominio de unién a RGD anula la capacidad del receptor de nucleétidos P2Y2 de activar Go, aunque no se
haya visto afectada la activacion de Gq. Wang et al. han demostrado que una proteina asociada a la integrina,
IAP/CDA47, indujo la migracién de células del muasculo liso mediante la inhibicion mediada por la activacion de MAPK.

Ademas de vincular la unién de T4 y otros analogos mediante la integrina aV33 a la activacion de una ruta especifica
de transduccion de la sefal intracelular, se describe que la ligadura de la hormona por la integrina es fundamental para
la induccion mediante T4 de la angiogénesis dependiente de MAPK. En el modelo CAM se produce un crecimiento
significativo de vasos después de 48-72 h de tratamiento con T4, indicando que el efecto de T4 sobre la membrana
plasmatica puede dar como resultado cambios transcripcionales complejos. Por tanto, o que se inicié como una accion
no gendmica de la hormona -transduccién de la sefial de T4 en la superficie celular- interacciona con los efectos
gendmicos de la hormona que culminan en la neovascularizacion. Se han descrito anteriormente interfases de
acciones no genémicas y gendémicas de las hormonas tiroideas, por ejemplo, la fosforilacién dependiente de MAPK en
Ser-142 de TRB1 que inicia T4 en la superficie celular y que da como resultado la replicacion de las proteinas r por TR
y el reclutamiento de coactivadores.

Se ha descrito también que T4 estimula el crecimiento de células gliales C-6 mediante un mecanismos dependiente de
MAPK que se inhibe mediante el péptido RGD, y que la hormona tiroidea produce la fosforilacién de la serina mediada
por MAPK del receptor de estrégenos nucleares (ERa) en células MCF-7 mediante un proceso que los inventores
saben ahora que se inhibe mediante un péptido RGD. Estos hallazgos en algunas lineas de células respaldan la
participacion de la integrina en las respuestas funcionales de las células a las hormonas tiroideas.

La identificacién de aVB3 como un receptor de membrana para las hormonas tiroideas indica una significancia clinica
de la interaccién entre la integrina y la hormona y la consecuencia en la direccion descendente de la angiogénesis. Por
ejemplo, aVB3 se expresa en exceso en muchos tumores y esta expresion en exceso parece jugar un papel en la
invasion y el crecimiento tumoral. Niveles en circulacion relativamente constantes de la hormona tiroidea pueden
facilitar la angiogénesis asociada a tumor. Ademas de demostrar la accién proangiogénica de T4 en el modelo CAM en
la presente memoria y en otros sitios, se describe también que las células endoteliales microvasculares dérmicas
humanas forman también nuevos vasos sanguineos cuando se exponen a hormonas tiroideas. La administracién local
de antagonistas de aVB3 o tetrac alrededor de células tumorales puede inhibir la angiogénesis estimulada por
hormonas tiroideas. Aunque tetrac carece de muchas de las actividades bioldgicas de las hormonas tiroideas,
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consigue acceder al interior de determinadas células. El anclado de tetrac, o de antagonistas especificos de RGD, a
sustratos no inmundgenos (agarosa o polimeros) excluiria la posibilidad de que los compuestos pudieran cruzar la
membrana plasmatica, pero que retengan, como se muestra en la presente memoria descriptiva, la capacidad de
prevenir la angiogénesis inducida por T4. La agarosa-T4 utilizada en los presentes estudios es de esta manera un
prototipo de una nueva familia de analogos de hormonas tiroideas que tienen efectos celulares especificos, pero que
no pueden acceder al interior de la célula.

Por consiguiente, los Ejemplos del presente documento identifican la integrina aVB3 como un receptor de la superficie
celular para las hormonas tiroideas (L-tiroxina, T4) y como sitio de inicio para la activacion inducida por T4 de las
cascadas de sefalizacion intracelular. aVB3 se une de manera disociable a T4 con elevada afinidad; la uniéon al
radioligando esta desplazada por el acido tetrayodotiroacético (tetrac), los anticuerpos aVp3 y por un péptido del sitio
de reconocimiento de la integrina RGD. Las células CV-1 carecen de receptores nucleares de hormonas tiroideas pero
la membrana plasmatica soporta el tratamiento de estas células con aVB3 a concentraciones fisioldégicas de T4 que
activan la ruta de MAPK, un efecto inhibido por tetrac, el péptido RGD vy los anticuerpos aVp3. Los inhibidores de la
unién de T4 a la integrina bloguean también la accién proangiogénica de T4 mediada por MAPK. La fosforilacién de
MAPK inducida por T4 queda bloqueada por la inactivacién de aV y B3 mediante el ARNip. Estos hallazgos indican de
T4 se une a aV33 cerca del sitio de reconocimiento de RGD y demuestran que la unién de la hormona con aVf33 tiene
consecuencias fisiologicas.

El papel de la hormona tiroidea, los analogos, y las conjugaciones poliméricas en la inhibicién de la angiogénesis

La divulgacién proporciona composiciones y métodos para inhibir la angiogénesis en un sujeto que lo necesita. Las
condiciones sensibles al tratamiento por inhibicién de la angiogénesis incluyen, por ejemplo, tumores primarios o
metastésicos y retinopatia diabética. Las composiciones pueden incluir una cantidad eficaz de TETRAC, TRIAC o del
mAb LM609. La composiciéon puede estar en la forma de o una formulaciéon farmacéutica inyectable estéril, la
formulacion farmacéutica incluye una cantidad antiangiogénicamente eficaz de una sustancia antiangiogénica en un
transportador fisioldgica y farmacéuticamente aceptable, opcionalmente con uno 0 mas excipientes.

En un aspecto adicional, la divulgacion proporciona métodos para tratar una dolencia susceptible de tratamiento
inhibiendo la angiogénesis en un sujeto que lo necesita una cantidad de un agente antiangiogénesis eficaz para inhibir
la angiogénesis.

Se proporcionan también en la invencion ejemplos de los agentes antiangiogénicos utilizados para inhibir la
angiogénesis entre los que se incluyen, pero sin limitacion, &cido tetrayodotiroacético (TETRAC), &cido
triyodotiroacético (TRIAC), anticuerpo LM609 monoclonal, o una de sus combinaciones. Dichos agentes
antiangiogénesis pueden actuar en la superficie celular para inhibir los agentes pro-angiogénesis.

Crecimiento de nuevos vasos sanguineos relacionados con el cancer

Los ejemplos de las dolencias susceptibles de tratamiento que inhiben la angiogénesis incluyen tumores primarios o
metastésicos, incluyendo, glioma y cancer de mama. En dicho método se usan compuestos que inhiben el efecto
angiogénico inducido por la hormona tiroidea para inhibir la angiogénesis. Se ilustran detalles de dicho método en el
Ejemplo 12.

Retinopatia diabética

Los ejemplos de las dolencias susceptibles de tratamiento que inhiben la angiogénesis incluyen la retinopatia diabética
y dolencias relacionadas. En dicho método se usan compuestos que inhiben el efecto angiogénico inducido por la
hormona tiroidea para inhibir la angiogénesis. Se ilustran los detalles de dicho método en los Ejemplos 8A y B.

Se sabe que la retinopatia proliferativa inducida por hipoxia (mas que por diabetes) depende de la expresion de la
integrina alfaV (aV) (E Chavakis et al., Diabetologia 45:262-267, 2002). Se propone en el presente documento que la
accién de la hormona tiroidea sobre una integrina alfa Vbeta-3 (aVB3) especifica sea permisiva del desarrollo de la
retinopatia diabética. La integrina aVB3 se identifica en el presente documento como el receptor de la superficie celular
de la hormona tiroidea. Las hormonas tiroideas, sus analogos, y las conjugaciones poliméricas, actian mediante este
receptor para inducir la angiogénesis.

Métodos de tratamiento y formulaciones

Los analogos de las hormonas tiroideas, las formas poliméricas, y los derivados se pueden usar en un método para
promover la angiogénesis en un paciente que lo necesita. EI método implica la administraciéon simultdnea de una
cantidad eficaz de analogos de hormonas tiroideas, formas poliméricas y derivados en dosificaciones diarias bajas,
durante una semana o mas. El método se puede usar como tratamiento para restaurar la funcién cardiaca tras un
infarto de miocardio. El método se puede usar también para mejorar el flujo sanguineo en pacientes con enfermedad
de la arteria coronaria que padecen de isquemia de miocardio o de flujo sanguineo inadecuado en areas diferentes que
el corazon, por ejemplo, enfermedad vascular periférica, por ejemplo, enfermedad oclusiva de las arterias periféricas,
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en la que un flujo sanguineo disminuido es un problema.

Los compuestos se pueden administrar mediante cualquier medio médicamente aceptable que sea adecuado para el
compuesto que se va a administrar, incluyendo la administracion oral, rectal, tépica o parenteral (incluyendo
subcutanea, intramuscular e intravenosa). Por ejemplo, la adenosina tiene una vida media muy corta. Por este motivo,
es preferible administrar por via intravenosa. Sin embargo, se han desarrollado agonistas de adenosina Az que tienen
vidas medias mucho mas largas, y que se pueden administrar mediante otros medios. Se pueden administrar los
andlogos de las hormonas tiroideas, formas poliméricas y derivados, por ejemplo, mediante administracién
intravenosa, oral, topica, e intranasal.

En algunas realizaciones, los analogos de las hormonas tiroideas, formas poliméricas y sus derivados se administran
mediante diferentes medios.

La cantidades de las hormonas tiroideas, sus analogos, formas poliméricas y derivados necesarias para ser eficaces
en la estimulacion de la angiogénesis, variaran, por supuesto, con el individuo que se esta tratando y en ultima
instancia a la discrecién del médico a cargo del tratamiento. Los factores que se van a considerar incluyen el estado del
paciente que se esta tratando, la eficacia del agonista del receptor Az de adenosina concreto que se esta utilizando, la
naturaleza de la formulacién, y el peso corporal del paciente. Las dosificaciones de los analogos de hormonas tiroideas
o sus formas poliméricas, y sus derivados para tratar oclusiones cualquier dosificacién que proporcione el efecto
deseado.

Los compuestos descritos anteriormente se administran preferentemente en una formulacion que incluye analogos de
hormonas tiroideas o sus formas poliméricas, y sus derivados junto con un transportador aceptable para el modo de
administracion. Se puede utilizar cualquier formulacion o sistema de administracién de farmacos que contenga los
principios activos, que sea adecuada para el uso previsto, como saben generalmente los expertos en la técnica. Los
expertos en la técnica conocen los vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados para la administracion oral,
rectal, topica o parenteral (incluyendo subcutanea, intraperitoneal, intramuscular e intravenosa). El transportador debe
ser farmacéuticamente aceptable en el sentido de ser compatible con el resto de ingredientes de la formulacién y no
ser perjudicial para el receptor de los mismos.

Las formulaciones adecuadas para la administracién parenteral incluyen convenientemente preparaciones acuosas
estériles del compuesto activo, que es preferentemente isotonico con la sangre del receptor. Por tanto, dichas
formulaciones pueden contener convenientemente agua destilada, dextrosa al 5 % en agua destilada o solucién
salina. Las formulaciones utiles incluyen también soluciones concentradas o solidos que contienen el compuesto de
formula (I), que tras dilucion con un disolvente adecuado proporciona una solucion adecuada para la anterior
administracién parenteral.

Para la administracién entérica, se puede incorporar un compuesto en un transportador inerte en unidades discretas
tales como capsulas, sellos, comprimidos o pastillas para chupar, conteniendo cada uno de ellos una cantidad
predeterminada del principio activo; en forma de polvo o granulos; o una solucién o suspension en un liquido acuoso o
liquido no acuoso, por ejemplo, un jarabe, un elixir, una emulsién o una dosis. Los vehiculos adecuados pueden ser
almidones o azucares e incluyen lubricantes, aromatizantes, aglutinantes, y otros materiales de la misma naturaleza.

Puede prepararse un comprimido mediante compresion o moldeo, de manera opcional con uno o mas ingredientes
auxiliares. Se pueden preparar comprimidos preparados mediante compresién del principio activo en una maquina
adecuada en forma de flujo libre, por ejemplo, un polvo o granulos, mezclados opcionalmente con los ingredientes
auxiliares, por ejemplo, aglutinantes, lubricantes, diluyentes inertes, tensioactivos o agentes dispersantes. Pueden
prepararse comprimidos moldeados mediante moldeo en una maquina adecuada, una mezcla del compuesto activo en
polvo con un transportador adecuado.

Se puede preparar un jarabe o suspensién afadiendo el compuesto activo a una solucién acuosa concentrada de un
azucar, por ejemplo, sacarosa, al cual se pueden afadir también ingredientes auxiliares. Dichos ingredientes auxiliares
pueden incluir aromatizantes, un agente para retrasar la cristalizacién del azGcar o un agente para aumentar la
solubilidad de cualquier otro ingrediente, por ejemplo, como un alcohol polihidrico, por ejemplo, glicerol o sorbitol.

Las formulaciones para administracion rectal se pueden presentar como un supositorio con un transportador
convencional, por ejemplo, manteca de cacao o Witepsol S55 (marca comercial de Dynamite Nobel Chemical,
Alemania), para una base de supositorio.

Como alternativa, el compuesto se puede administrar en liposomas o microesferas (0 microparticulas). Los métodos
para preparar liposomas y microesferas para su administracion a un paciente son bien conocidos por los expertos en la
materia. La Patente de los Estados Unidos N° 4.789.734, describe métodos para encapsular materiales bioldgicos en
liposomas. Esencialmente, el material se disuelve en una solucién acuosa, se afiaden los fosfolipidos y lipidos
adecuados, junto con los tensioactivos si se requiere, y el material se somete a dialisis o sonicacion, segun sea
necesario. Se proporciona una revision de los métodos conocidos por G.Gregoriadis, Capitulo 14, "Liposomes," Drug
Carriers in Biology and Medicine, pp. 287-341 (Academic Press, 1979).
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Son bien conocidas de los expertos en la materia las microesferas formadas de polimeros o proteinas, y se pueden
acondicionar para su paso a través del tracto gastrointestinal directamente al torrente sanguineo. Como alternativa, el
compuesto puede incorporarse y las microesferas, o materiales compuestos de microesferas, implantarse para una
liberacion lenta durante un periodo de tiempo que varia de dias a meses. Véanse, por ejemplo, las patentes Patente de
los Estados Unidos N° 4.906.474,4.925.673 y 3.625.214, y Jein, TIPS 19:155-157 (1998), los analogos de las
hormonas tiroideas o sus formas poliméricas, y los derivados de adenosina se pueden formular en un liposoma o
microparticula que esta dimensionado de manera adecuada para alojarse en lechos capilares tras su administracion
intravenosa. Cuando el liposoma o la microparticula se alojan en los lechos capilares que rodean el tejido isquémico,
los agentes se pueden administrar localmente en el sitio en el cual pueden ser mas eficaces. Los liposomas adecuados
para dirigirse al tejido isquémico tienen generalmente menos de aproximadamente 200 nandmetros y son también
normalmente vesiculas unilamelares, segin se describe, por ejemplo, en la patente de los Estados Unidos N©
5.593.688 de Baldeschweiler, titulada "Liposomal targeting of ischemic tissue".

Las microparticulas preferidas son las preparadas a partir de polimeros biodegradables, tales como poliglicolidas,
polilactidas y sus copolimeros. Los expertos en la materia pueden determinar facilmente un sistema de vehiculo
adecuado dependiendo de diversos factores, que incluyen la velocidad deseada de liberacion del farmaco y la
dosificacién deseada.

Las formulaciones se administran mediante catéter directamente al interior de los vasos sanguineos. Se puede
producir la administracion, por ejemplo, a través de agujeros en el catéter. En aquellas realizaciones donde los
compuestos activos tienen una vida media relativamente larga (del orden de 1 dia a una semana o0 mas), se pueden
incluir las formulaciones en hidrogeles poliméricos biodegradables, tales como los descritos en la Patente de los
Estados Unidos N° 5.410.016 de Hubbell et al. Estos hidrogeles poliméricos se pueden administrar al interior de la luz
del tejido y los compuestos activos liberarse en el tiempo a medida que el polimero se degrada. Si es deseable, los
hidrogeles poliméricos pueden tener microparticulas o liposomas que incluyen el compuesto activo dispersado en el
anterior, lo que proporciona otro mecanismo para la liberacion controlada de los compuestos activos.

Las formulaciones se pueden presentar de forma cémoda en forma farmacéutica unitaria y se pueden preparar por
cualquiera de los métodos bien conocidos en la farmacopea. Todos los métodos incluyen la etapa de asociar
compuesto activo con un transportador, que constituye uno o mas ingredientes auxiliares. En general, las
formulaciones se preparan asociando de forma uniforme e intima el compuesto activo con un transportador liquido o
un transportador sélido finamente dividido y a continuacion, si es necesario, conformar el producto en una forma
farmacéutica unitaria deseada.

Las formulaciones pueden incluir opcionalmente componentes adicionales, tales como diversas sustancias
biol6gicamente activas como factores de crecimiento (que incluyen TGF-.beta., factor basico de crecimiento de
fibroblastos (FGF2), factores de crecimiento epitelial(EGF), factores alfa y beta de crecimiento transformante, (TGF
alfa. y beta.), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), y factor de
crecimiento endotelial vascular/factor de permeabilidad vascular (VEGF/VPF)), antiviricos, antibacterianos,
antiinflamatorios, inmunosupresores, analgésico, agentes de vascularizacion, y moléculas de adhesion celular.

Ademas de los ingredientes anteriormente mencionados, las formulaciones pueden incluir ademas uno o mas
ingrediente(s) accesorios opcionales utilizados en la técnica de las formulaciones farmacéuticas, por ejemplo,
diluyentes, tampones, agentes aromatizantes, aglutinantes, agentes tensioactivos, espesantes, lubricantes, agentes
suspensores, conservantes (incluyendo antioxidantes) y similares.

Formulaciones y métodos de tratamiento

Los andlogos poliméricos de la hormona tiroidea solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros inductores
de factores neurogénicos, o los agonistas de analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de
crecimiento nervioso u otros receptores de factores neurogénicos de la presente invencién se pueden administrar
mediante cualquier ruta que sea compatible con el analogo concreto de la hormona tiroidea polimérica solo o junto con
factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos, inductores, o agonistas empleados. Por tanto, segln
sea apropiado, la administracion puede ser oral o parenteral, incluyendo rutas de administracién intravenosa e
intraperitoneal. Ademas, la administracion puede ser mediante inyecciones periddicas de un bolo del analogo
polimérico de la hormona tiroidea solo o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos,
inductores o agonistas, o se pueden preparar de una forma méas continua mediante la administracién intravenosa o
intraperitoneal desde un depoésito que es externo (por ejemplo, una bolsa i.v.) o interno (por ejemplo, un implante
bioerosionable, o una colonia de analogos tiroideos poliméricos implantados solos o junto con factores de crecimiento
nervioso u otras células productoras de factores neurogénicos).

Los agentes terapéuticos de la divulgacion (es decir, los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con
factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos, los inductores o agonistas de analogos poliméricos de
hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos) se pueden
proporcionar a un individuo mediante cualquier medio adecuado, de forma directa (por ejemplo, local, como mediante
inyeccion, implante o administracion tépica a un locus de tejido) o sistémicamente (por ejemplo, de forma parenteral u
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oral). Cuando el agente se va a proporcionar parenteralmente, tal como mediante administracion intravenosa,
subcutanea, intramolecular, oftdlmica, intraperitoneal, intramuscular, bucal, rectal, vaginal, intraorbital, intracerebral,
intracraneal, intraespinal, intraventricular, intratecal, intracisternal, intracapsular, intranasal o en aerosol, el agente
comprende preferentemente parte de una suspension o solucion acuosa de fluido fisiolégicamente compatible. Por
tanto, los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros
transportadores o vehiculos de factores neurogénicos son fisiolégicamente aceptables de tal manera que ademas de
administrar el agente deseado al paciente, no afectan sin embargo de forma adversa a los electrolitos y/o al equilibrio
volumétrico del paciente. El medio fluido para el agente puede comprender por tanto solucién salina fisiolégica normal
(por ejemplo, una solucién acuosa al 9,85 % de NaCl, 0,15 M, pH 7-7,4).

La asociacién del dimero con un prodominio de analogo polimérico de la hormona tiroidea da como resultado la
proforma del analogo polimérico de la hormona tiroidea que es normalmente mas soluble en soluciones fisiologicas
que la forma madura correspondiente.

Se pueden preparar soluciones Utiles para la administracion parenteral mediante cualquiera de los métodos bien
conocidos en la técnica farmacéutica, como se ha descrito, por ejemplo, en REMINGTON'S PHARMACEUTICAL
SCIENCES (Gennaro, A., ed.), Mack Pub., 1990. Las formulaciones de los agentes terapéuticos de la invencién
pueden incluir, por ejemplo, polialquiilenglicoles tales como polietilenglicol, aceites de origen vegetal, naftalenos
hidrogenados, y similares. Las formulaciones para la administraciéon directa, en particular, pueden incluir glicerol y
otras composiciones de elevada viscosidad para ayudar a mantener el agente en el locus deseado. Los polimeros
biocompatibles, preferentemente bioresorbibles, incluyendo, por ejemplo, polimeros de acido hialurénico, colageno,
fosfato tricalcico, polibutirato, lactida, y glicolida y copolimeros de lactida/glicolida, pueden ser excipientes Utiles para
controlar la liberacion de agente in vivo. Otros sistemas de administracién parenteral potencialmente Utiles para estos
agentes incluyen particulas de copolimero de acetato de etilenvinilo, bombas osmédticas, sistemas de infusién
implantables, y liposomas. Las formulaciones para su administracion mediante inhalacidén contienen como excipientes,
por ejemplo, lactosa, o pueden ser soluciones acuosas que contienen, por ejemplo, lauril éter-9-polioxietilenado,
glicocolato y desoxicolato, o soluciones oleosas para su administracién en la forma de gotas nasales, o como un gel
que se va a aplicar intranasalmente. Las formulaciones para la administracién parenteral pueden incluir también
glicocolato para la administracion bucal, metoxisalicilato para la administracién rectal, o &cido citrico para la
administracién vaginal. Pueden prepararse también supositorios para la administracion rectal mezclando los anélogos
poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos,
inductores o agonistas con un excipiente no irritante tal como manteca de cacao u otras composiciones que son
sélidas a temperatura ambiente y liquidas a temperaturas corporales.

Se pueden preparar formulaciones para su administracion tépica a la superficie de la piel dispersando los analogos
poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos,
inductores o agonistas con un vehiculo dermatolégicamente aceptable tal como una locién, crema, pomada o jabén.
Particularmente Utiles son los transportadores capaces de formar una pelicula o capa sobre la piel para localizar la
aplicacién e inhibir la eliminacién. Para la administracion tdpica a las superficies internas de tejidos, el agente se puede
dispersar en un tejido liquido adhesivo u otra sustancia conocida para potenciar la adsorcion de una superficie de
tejido. Por ejemplo, se pueden usar de forma ventajosa hidroxipropilcelulosa o soluciones de fibrinégeno/trombina.
Como alternativa, se pueden usar soluciones para revestir tejidos, tales como formulaciones que contienen pectina.

Como alternativa, los agentes descritos en el presente documento se pueden administrar por via oral. No se practica
generalmente la administracién oral de proteinas como agentes terapéuticos, dado que la mayoria de proteinas se
degradan facilmente por enzimas y acidos digestivos en el sistema digestivo de mamiferos antes de que se puedan
absorber en el torrente sanguineo. Sin embargo, los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con
factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos descritos en el presente documento son normalmente
estables a acidos y resistentes a la proteasa (véase, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos N°® 4.968.590).
Ademas, se ha identificado OP-1 en el extracto de glandulas de mamiferos, calostro y leche de 57 dias. Ademas, OP-1
purificada de extractos de glandulas mamarias es morfogenéticamente activo y se detecta también en el torrente
sanguineo. La administracion maternal, mediante leche ingerida, puede ser una ruta de administracién natural de
proteinas de la superfamilia TGF-{. Letterio, et al., Science 264: 1936-1938 (1994), informan que TGF-{3 esta presente
en leche de murino, y que TGF-B radiomarcado se absorbe por la mucosa gastrointestinal de lactantes juveniles.
TGF-B marcada, ingerida, aparece rapidamente en forma intacta en tejidos corporales juveniles, incluyendo pulmon,
corazon e higado. Finalmente, las formas solubles de analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con
factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos, por ejemplo, maduran analogos poliméricos de
hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos con o sin agentes
antioxidantes o antiinflamatorios. Estos hallazgos, asi como los descritos en los ejemplos siguientes, indican que la
administracion oral y parenteral son medios viables para administrar proteinas de la superfamilia TGF-8, incluyendo
analogos poliméricos tiroideos solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos, a un
individuo. Ademas, aunque las formas maduras de algunos analogos tiroideos poliméricos solos o junto con factores
de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos descritos en el presente documento son normalmente rara vez
solubles, el analogo tiroideo polimérico solo o junto con factores de crecimiento nervioso u otras formas de factores
neurogénicos que se encuentran en la leche (y en extractos de glandulas mamarias y calostro) es facilmente soluble,
probablemente por asociacion de la forma activa morfolégicamente madura con parte o todo el prodominio de la
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secuencia polipeptidica de longitud completa expresada y/o por asociacién con uno o mas componentes de la leche.
Por consiguiente, los compuestos proporcionados en el presente documento pueden también asociarse con moléculas
capaces de potenciar su solubilidad in vitro o in vivo.

Cuando los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros
factores neurogénicos estan previstos para su uso como agente terapéutico para los trastornos del SNC, debe
resolverse un problema adicional: superar la barrera hematoencefélica, la estructura de paredes capilares del cerebro
que filtran eficazmente todas las categorias seleccionadas de sustancias presentes en la sangre, evitando su paso al
cerebro. La barrera hematoencefalica puede derivarse eficazmente mediante la infusion directa de analogos
poliméricos de hormonas tiroideas en el cerebro, 0 mediante la administracién intranasal o inhalacién de formulaciones
adecuadas para la captacion y el transporte retrégrado por neuronas olfatorias. Como alternativa, los analogos
poliméricos de hormonas tiroideas se pueden modificar para potenciar su transporte a través de la barrera
hematoencefalica. Por ejemplo, las formas truncadas de analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con
factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos o un analogo polimérico de hormonas tiroideas solo o
junto con factores de crecimiento nervioso u otro agente estimulador de factores neurogénicos pueden ser mas
satisfactorias. Como alternativa, los anélogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de
crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos, inductores o agonistas proporcionados en el presente documento
se pueden derivatizar o conjugar a un resto lip6filo a una sustancia que se transporta activamente a través de la
barrera hematoencefalica, utilizando medios normalizados conocidos por los expertos en la materia. Véase, por
ejemplo, Pardridge, Endocrine Reviews 7: 314-330 (1986) y la patente de los Estados Unidos N© 4.801.575.

Los compuestos proporcionados en el presente documento pueden también asociarse con moléculas capaces de
dirigirse a los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros
factores neurogénicos, inductores o agonistas del tejido deseado. Por ejemplo, se puede usar un anticuerpo,
fragmento de anticuerpo, u otra proteina de unién que interactia especificamente con una molécula superficial en las
células del tejido deseado. Se pueden disefiar moléculas directoras utiles, por ejemplo, utilizando la tecnologia del sitio
de unién de cadena Unica descrita en la patente de los Estados Unidos N°® 5.091.513. Las moléculas directoras se
pueden asociar de forma covalente o no covalente con analogos poliméricos de las hormonas tiroideas solos o junto
con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos, inductores o agonistas.

Como apreciaran los expertos en la materia, las composiciones formuladas contienen cantidades terapéuticamente
eficaces de analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros
factores neurogénicos, sus inductores o agonistas. Esto es, contienen una cantidad que proporciona concentraciones
adecuadas del agente al tejido afectado del sistema nervioso durante un tiempo suficiente para estimular una
restauracion detectable de la funcién afectada del sistema nervioso central o periférico, hasta e incluir una restauracion
completa del mismo. Como apreciaran los expertos en la materia, estas concentraciones variaran dependiendo de
numerosos factores, incluyendo la eficacia biolégica del agente seleccionado, las caracteristicas quimicas (por
ejemplo, la hidrofobicidad) del agente especifico, la formulacién del mismo, incluyendo una mezcla con uno o mas
excipientes, la via de administracién, y el tratamiento abarcado, incluyendo cualquier principio activo que se
administrara directamente en un sitio del tejido, o cualquiera que se administre sistémicamente. La dosificacion
preferida que se va a administrar es también probable que dependa de variables tales como el estado de los tejidos
enfermos o dafnados, y el estado global de salud del mamifero concreto. De forma general, son suficientes dosis
Unicas, diarias, dos veces a la semana o semanales de 0,00001-1000 mg de un analogo tiroideo polimérico solo o
junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos en presencia de agentes antioxidantes y / o
antiinflamatorios, siendo preferible 0,0001-100 mg, y siendo incluso mas preferible 0,001 a 10 mg. Como alternativa,
se pueden emplear de forma ventajosa dosis Unicas, diarias, dos veces a la semana o semanales de 0,01-1000 pg/kg
de peso corporal, de forma mas preferente 0,01-10 mg/kg de peso corporal. Se puede administrar la dosis eficaz
presente en una dosis Unica o en una pluralidad (dos o mas) de dosis aplazadas, segin se desee o se considere
adecuado en las circunstancias especificas. Se puede usar una inyeccién en bolo de una formulacién para infusion
difundible. Si se desea facilitar infusiones repetidas o frecuentes, el implante de una prétesis endovascular
semipermanente (por ejemplo, intravenosa, intraperitoneal, intracisternal o intracapsular) puede ser aconsejable.

Los anédlogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores
neurogénicos, inductores o agonistas de la invencion pueden, por supuesto, administrarse solos o junto con otras
moléculas conocidas por ser beneficiosas en el tratamiento de las dolencias descritas en el presente documento. Por
ejemplo, se pueden administrar diversos factores de crecimiento bien conocidos, hormonas, enzimas, composiciones
terapéuticas, antibiéticos, u otros agentes bioactivos con los analogos poliméricos de hormonas tiroideas solos o junto
con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos. Por tanto, se pueden incluir diversos factores de
crecimiento conocidos tales como NGF, EGF, PDGF, IGF, FGF, TGF-a, y TGF-B, asi como enzimas, inhibidores
enzimaticos, antioxidantes, agentes antiinflamatorios, agentes secuestrantes con radicales libres, antibiéticos y/o
factores quimioatractivos/quimiotacticos, en los analogos poliméricos de hormonas tiroideas presentes solos o junto
con factores de crecimiento nervioso u otras formulaciones de factores neurogénicos.
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Materiales y métodos

Reactivos: Todos los reactivos eran de calidad quimica y se adquirieron de Sigma Chemical Co. (San Luis, MO) o a
través de VWR Scientific (Bridgeport, NJ). Se adquirieron acetato de cortisona, albumina de suero bovino (BSA) y
solucion de gelatina (2 % de tipo B procedente de piel de bovino) de Sigma Chemical Co. Se adquirieron huevos de
pollo fertilizados de Charles River Laboratories, SPAFAS Avian Products & Services (North Franklin, CT).
T4,3,5,3'-triyodo-L-tironina (T3), acido tetrayodotiroacético (tetrac), T4-agarosa, 6-N-propil-2-tiouracilo (PTU), péptidos
que contienen RGE, y péptidos que contienen RGE se obtuvieron de Sigma; PD 98059 de Calbiochem; y CGP41251
fue un regalo de Novartis Pharma (Basel, Suiza). Se obtuvieron anticuerpos policlonales dirigidos contra FGF2 y
anticuerpos monoclonales dirigidos contra la B-actina de Santa Cruz Biotechnology y FGF2 y VEGF recombinantes
humanos de Invitrogen. Los anticuerpos policlonales contra ERK1/2 fosforilada eran de New England Biolabs y el
anticuerpo de cabra dirigido contra IgG de conejo, de DAKO. Se adquirieron anticuerpos monoclonales dirigidos contra
aVB3 (SC73 12) y a-tubulina (E9) de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Se adquirieron IgG de ratén normal
y anticuerpo de cabra dirigido contra Ig de conejo de Dako Cytomation (Carpinteria, CA). Se adquirieron anticuerpos
monoclonales diri%idos contra aVB3 (LM609) y aVB3 (P1F6), asi como aVR3 purificado, de Chemicon (Temecula, CA).
Se obtuvieron L-['*°I]-T4(actividad especifica, 1250 pCi/pg) de Perkin Elmer Life Sciences (Boston, MA).

Modelo de Angiogenesis en la membrana corioalantoidea (CAM): Se examind la neovascularizacion in vivo mediante
los métodos descritos previamente. 9-12 Embriones de pollo de diez dias de edad se adquirieron de SPAFAS
(Preston, CT) y se incubaron a 37 °C con una humedad relativa del 55 %. Se utilizé6 una aguja hipodérmica para
practicar un pequefio orificio en el extremo romo del huevo implicando el saco aéreo, y se practicé un segundo orificio
en el lado ancho del huevo, directamente sobre una parte avascular de la membrana embriénica que se identifico a la
luz de una vela. Se cred un falso saco de aire bajo el segundo orifico mediante la aplicaciéon de presion negativa al
primer orificio, haciendo que CAM se separara de la cascara. Se recorté una ventana de aproximadamente 1,0 cm? en
la cascara sobre CAM caido con una rueda amoladora de marqueteria (Dremel, divisién de Emerson Electric Co.),
permitiendo el acceso directo a la CAM subyacente. FGF2 (1 pg/ml) se utiliz6 como agente proangiogénico
normalizado para inducir nuevas ramas de vasos sanguineos en la CAM de los embriones de 10 dias de edad. Se
pretrataron discos estériles de papel de filtro n® 1 (Whatman International) con 3 mg/ml de acetato de cortisona y 1
mM/l de PTU y se secaron al aire en condiciones de esterilidad. La hormona tiroidea, los anédlogos de hormona, FGF2
o disolventes de control y los inhibidores se aplicaron a continuacién a los discos, que se dejaron secar. Después, los
discos se suspendieron en PBS y se colocaron sobre CAM en crecimiento. Los filtros tratados con T4 o FGF2 se
colocaron el primer dia en una incubacion de 3 dias, con adicién del anticuerpo de FGF2 30 minutos después a las
muestras seleccionadas, tal como se indica. A las 24 horas, el inhibidor de la cascada de MAPK, PD 98059, también se
anadio a los CAM de forma tdpica mediante los discos filtrantes.

Analisis microscopico de secciones de CAM: Tras incubacién a 37 °C con una humedad relativa del 55 % durante
3 dias, se extirpé el tejido de CAM directamente por debajo de cada disco de filtro a partir del control y se trataron las
muestras de CAM. Se lavaron los tejidos 3X con PBS, se colocaron en placas Petri de 35-mm (Nalge Nunc), y se
examinaron bajo un estereomicroscopio SV6 (Zeiss) a un aumento de X50. Se recogieron imagenes digitales de
secciones de CAM expuestas a filtros utilizando un sistema de videocamara de color con un dispositivo acoplado de 3
cargas (Toshiba) y se analizaron con el software Image-Pro (media Cybernetics). Se contaron el nimero de puntos de
ramificacion de los vasos incluidos en una region circular igual al area del disco filtrante. Se conté una imagen en cada
preparacién de CAM, y se analizaron los hallazgos de 8 a 10 preparaciones de CAM para cada estado de tratamiento
(hormona o andlogos tiroideos, FGF2, anticuerpo de FGF2, PD 98059). Ademas, se realizé cada experimento 3 veces.
El indice de angiogénesis resultante es el promedio +SEM de nuevos puntos de ramificacion en cada conjunto de
muestras.

Ensayos FGF2: Se cultivaron células endoteliales ECV304 en medio M199 suplementado con suero de feto bovino al
10 %. Se sembraron en placas células ECV304 (10° células) en placas de 24 pocillos revestidas con gel al 0,2 % en
medio completo durante la noche, y a continuacién se lavaron las células con medio libre de suero y se trataron con T4
o T3 como se ha indicado. Después de 72 horas, Se recogieron los sobrenadantes y se realizaron los ensayos de FGF
sin dilucién utilizando un sistema ELISA comercial (R&D Systems).

Activacion de MAPK: Se cultivaron células ECV304 endoteliales en medio M199 con un 0,25 % de suero 13 con
hormonas agotadas durante 2 dias. A continuacion las células se trataron con T4 (10'7 mol/l) durante 15 minutos a 6
horas. En experimentos adicionales, se trataron las células con T4 o FGF2 o con T4 en presencia de PD 98059 o
CGP41251. Se prepararon fracciones nucleares de todas las muestras mediante un método de los inventores
notificado anteriormente, se separaron las proteinas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida, y se transfirieron
a membranas para la inmunotransferencia con anticuerpos dirigidos a ERK 1/2 fosforilado. La apariencia de ERK1/2
nuclear fosforilado significa la activacion de estas isoformas de MAPK mediante T4.

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa: Se trataron células ECV304 confluentes en
placas de 10-cm con T4 (1 0’ mol/l) durante 6 a 48 horas y se extrajo el ARN total utilizando isotiocianato de guanidino
(Biotecx Laboratories). Se sometié el ARN (1 pg) a reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa
(RT-PCR) utilizando el sistema Access RT-PCR (Promega). Se transcribié de manera inversa el ARN total en ADNc a
48 °C durante 45 minutos, a continuacién se desnaturalizé a 94 2C durante 2 minutos. Se realiz6 la sintesis de la
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segunda hebra y la amplificacion mediante la PCR durante 40 ciclos con desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s,
hibridacion a 60 °C durante 60 s, y extension a 68 °C durante 120 s, con una extension final durante 7 minutos a 68 °C
tras el agotamiento de todos los ciclos. Los cebadores de la PCR para FGF2 fueron como sigue: FGF2, hebra de
sentido directo 5-TGGTATGTGGCACTGAAACG-3 (SEC ID N2%1), hebra de sentido contrario 5
CTCAATGACCTGGCGAAGAC-3’ (SEC ID N2:2); la longitud del producto de la PCR fue de 734 pb. Los cebadores de
GAPDH incluian la hebra de sentido directo 5-AAGGTCATCCCTGAGCTGAACG-3’ (SEC ID N%3), y la hebra de
sentido contrario 5-GGGTGTCGCTGTTGAAGTCAGA-3’ (SEC ID N2:4); la longitud del producto de la PCR fue de 218
pb. Se separaron los productos de la RT-PCR mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5 % y se visualizaron
con bromuro de etidio. Se cuantificaron las bandas diana del gel utilizando el software Lablmage (Kapelan), y se
calculd el valor de [FGF2/GAPDH]X10 para cada punto temporal.

Andlisis estadistico: Se realiz6 el analisis estadistico mediante el andlisis de varianza monolateral (ANOVA)
comparando el grupos experimental con el grupo control respectivo y se calculd la significancia estadistica basandose
en P <0,05.

Angiogénesis in vivo en Matrigel FGF2 o en implantes de lineas de células cancerosas en ratones: Modelo in
vivo de angiogénesis en murino: Se realizé el modelo matrigel de murino de acuerdo con los métodos anteriormente
descritos (Grant el al., 1991; Okada et al., 1995) y que se implement6 en el laboratorio de los inventores (Powel et al.,
2000). En resumen, matrigel exenta de factor de crecimiento (Becton Dickinson, Bedford MA) se descongelara durante
la noche a 4 °C y se coloco en hielo. Se colocaron alicuotas de matrigel en tubos de polipropileno frio y FGF2, se
afadiran analogos de hormonas tiroideas o células cancerosas (1 x 10° células) al matrigel. Matrigel con solucién
salina, FGF2, los analogos de hormonas tiroideas o las células cancerosas se inyectaran por via subcutanea en la
linea media ventral de los ratones. En el dia 14, los ratones se sacrificaran y los geles solidificados se retiraran y se
analizaran para determinar la presencia de nuevos vasos. Se inyectaran los compuestos A-D por via subcutanea a
diferentes dosis. El control y los implantes de geles experimentales se colocaran en un tubo de microcentrifuga que
contiene 0,5 ml de solucion de lisis celular (Sigma, San Luis, MO) y se aplastaron con una mano de mortero.
Posteriormente, se dejé incubar los tubos durante la noche a 4 °C y se centrifugaron a 1.500 x g durante 15 minutos al
dia siguiente. Se afadira una alicuota de 200 pl de lisado celular a 1,3 ml de una solucién de reactivo de Drabkin
(Sigma, San Luis, MO) para cada muestra. La solucion se analizara en un espectrofotémetro a 540 nm. La absorcion
de la luz es proporcional a la cantidad de hemoglobina contenida en la muestra.

Crecimiento y metastasis tumoral - Modelo de membrana corioalantoidea de pollo (CAM) de implante tumoral:
El protocolo es tal como se ha descrito anteriormente (Kim et al., 2001). En resumen, se colocaron 1 x 10’ células
tumorales sobre la superficie de cada CAM (embriones de 7 dias de edad) y se incubaron durante una semana. Los
tumores resultantes se escindieron y se cortaron en fragmentos de 50 mg. Estos fragmentos se colocaran en 10 CAM
por grupo adicionales y se trataron topicamente el siguiente dia con 25 ul de compuestos (A-D) disueltos en PBS. Siete
dias después, los tumores se escindiran a continuacion a partir de los pesos de los huevos y tumorales para cada
CAM. La Figura 8 es un bosquejo diagramatico que muestra las etapas implicadas en el modelo de crecimiento tumoral
in vivo en el CAM.

Los efectos de TETRAC, TRIAC, y los antagonistas de las hormonas tiroideas en la velocidad de crecimiento tumoral,
la angiogénesis tumoral, y se puede determinar la metastasis tumoral de lineas de células cancerosas.

Crecimiento y metastasis tumoral -Modelo de xenoinjerto tumoral en ratones: El modelo es tal como se describe
en las publicaciones de los inventores por Kerr et al., 2000; Van Waes et al., 2000; Ali et al., 2001; y Ali et al., 2001,
cada una de ellas incorporada en el presente documento por referencia en su totalidad). Puede determinarse y
compararse la eficacia anticancerosa de TETRAC, TRIAGC, y otros antagonistas de hormonas tiroideas a diferentes
dosis y contra diferentes tipos de tumores.

Crecimiento y metastasis tumoral - Modelo experimental de metastasis: El modelo es tal como se describe en las
publicaciones recientes de los inventores (Mousa, 2002; Amirkhosravi et al., 2003 a y 2003b, cada una de las cuales se
ha incorporado en su totalidad en el presente documento). En resumen, células B16 de melanoma maligno de murino
(ATCC, Rockville, MD) y otras lineas cancerosas se cultivaran en medio RPMI 1640 (Invitrogen, Carlsbad, CA),
suplementado con suero fetal bovino al 10 %, penicilina y estreptomicina (Sigma, San Luis, MO). Se cultivaran las
células hasta una confluencia del 70 % y se cosecharan con tripsina-EDTA (Sigma) y se lavaran dos veces con
solucioén salina tamponada con fosfato (PBS). Se volveran a suspender las células en PBS a una concentracion de
cualquiera de 2.0 x 10° células/ml para la metastasis experimental. Animales: se utilizaran ratones C57/BL6 (Harlan,
Indianapolis, Indiana) que pesaban 18-21 gramos para este estudio. Todos los procedimientos estan de acuerdo con la
IACUC vy las directrices institucionales. Puede determinarse y compararse la eficacia anticancerosa de TETRAC,
TRIAC, y otros antagonistas de hormonas tiroideas a diferentes dosis y contra diferentes tipos de tumores.

Efecto de analogos de hormonas tiroideas sobre la angiogénesis.
T4 indujo un aumento significativo en el indice de la angiogénesis (aumento de veces por encima del inicial) en el

modelo CAM. T3 a 0,001-1,0 uyM 0 T4 a 0,1-1.0 uM alcanzé el efecto maximo en la produccién de un aumento de 2-2,5
veces en el indice de angiogénesis en comparacion con 2-3 veces de aumento en el indice de angiogénesis por 1 ug
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de FGF2 (Tabla 1y Figura 1ay 1b). El efecto de T4 en la promocién de la angiogénesis (2-2,5 veces de aumento en el
indice de la angiogénesis) se alcanz6 en presencia o ausencia de PTU, que inhibe la conversién de T4 a T3. La propia
T3 a 91-100 nM) indujo un potente efecto proangiogénico en el modelo CAM. La T4 agarosa produjo un efecto
proangiogénico similar al alcanzado por T4. El efecto proangiogénico tanto de T4 como de T4-agarosa se bloqueé en
un 100 % por TETRAC o TRIAC.

Potenciacion o mejora de la actividad proangiogénica de FGF2 mediante concentraciones submaximas de Ta.

La combinacién de T4 y FGF2 en concentraciones submaximas dio como resultado un aumento aditivo en el indice de
angiogénesis hasta un nivel similar al efecto pro-angiogénesis maximo de cualquiera de FGF2 o T4 (Figura 2).

Efectos de los inhibidores de la cascada MAPK sobre las acciones pro-angiogénicas de T4 y FGf2 en el
modelo CAM. El efecto pro-angiogénesis de cualquiera de FGF2 o T4 qued6 completamente bloqueado por PD
98059 a 0,8 - 8 ug (Figura 3).

Efectos de los antagonistas especificas de la integrina aV(33 sobre las acciones pro-angiogénicas de Ts y FGf2
en el modelo CAM. El efecto pro-angiogénesis de cualquiera de FGF2 o T4 quedd completamente bloqueado por el
anticuerpo monoclonal especifico LM609 a 10 ug (Figura 4a y 4b).

El ensayo CAM se ha utilizado para validar la actividad angiogénica de varios factores de crecimiento y otros
promotores o inhibidores de la angiogénesis. En los presentes estudios, se ha demostrado que T4 en concentraciones
fisiolégicas era pro-angiogénico, con actividad comparable a la de FGF2. La presencia de PTU no redujo el efecto de
Ts, lo que indica que la desyodacién de T4 para generar T3z no era un requisito previo de este modelo. Puesto que la
aparicién de crecimiento de nuevos vasos sanguineos en este modelo necesita varios dias, los autores asumen que el
efecto de la hormona tiroidea fue completamente dependiente de la interaccion del receptor nuclear de la hormona
tiroidea (TR). Las acciones de las yodotironinas que requieren la complejacién intranuclear de TR con su ligando
natural, Ts, son, por definicién, gendmicas, y culminan en la expresion génica. Por otra parte, la respuesta preferente
de este sistema modelo a T4 en lugar de a T3, el ligando natural de TR, suscita la posibilidad de que la angiogénesis
pudiera iniciarse de forma no genémica en la membrana plasmatica mediante T4 y culminar con efectos que requieren
la transcripcion génica. Las acciones no genoémicas de T4 se han descrito ampliamente, se suelen iniciar en la
membrana plasmatica y se pueden mediar mediante rutas de transduccién de la sefial. No necesitan la unién del
ligando intranuclear de yodotironina y TR, pero pueden intervenir o modular la transcripcién génica. Las acciones no
gendmicas de los esteroides también se han descrito correctamente, y se sabe que intervienen en las acciones
gendmicas de los esteroides o de otros compuestos. Los experimentos realizados con T4 y tetrac o con agarosa-Ts
indicaron que el efecto proangiogénico de T4, muy probablemente, se iniciaba en la membrana plasmatica. Los
autores han demostrado en otra parte que el tetrac bloquea los efectos de T4 iniciados por la membrana, pero no activa
por si mismo la transduccion de la seial. Por tanto, es una prueba de las acciones no genémicas de la hormona
tiroidea. Se cree que agarosa-T4 no consigue penetrar en el interior celular, y los autores y otros investigadores la han
utilizado para examinar posibles acciones de la hormona iniciadas en la superficie celular.

Estos resultados sugieren que otra consecuencia de la activacion de MAPK por la hormona tiroidea es el crecimiento
de nuevos vasos sanguineos. Esto ultimo se inicia de forma no genémica, pero por supuesto requiere un complejo
programa de transcripcion génica consecuente.

Las concentraciones ambientales de la hormona tiroidea son relativamente estables. EIl modelo CAM, en el momento
en que lo ensayaron los autores, era tiroprivador y, por tanto, se puede considerar como un sistema que no reproduce
el organismo intacto. Los inventores proponen que los niveles de T4 en circulaciéon sirven, con varios otros
reguladores, para modular la sensibilidad de los vasos a los factores angiogénicos enddgenos, tales como VEGF y
FGF2.

Ensayo de angiogénesis tridimensional

Brotes de angiogénesis tridimensional in vitro de células endoteliales microvasculares dérmicas humanas (HDMEC)
cultivadas sobre microperlas portadores recubiertas de fibrina:

HDMEC confluentes (pasos 5-10) se mezclaron con perlas Cytodex-3 recubiertas de gelatina con una relaciéon de 40
células por perla. Células y perlas (150-200 perlas por pocillos y placa de 24 pocillos) se suspendieron en 5 ml de EBM
+ suero humano normal al 15 %, se mezclaron suavemente cada hora durante las primeras 4 horas, después se
dejaron en cultivo en una incubadora con CO- durante la noche. Al dia siguiente, se afadieron 10 ml de EBM + SH al
5 % reciente, y la mezcla se cultivé durante 3 horas mas. Antes de los experimentos, se comprobd el cultivo de
EC-perlas; a continuacién se anadieron 500 u de PBS a un pocillo de la placa de 24 pocillos, t se afiadieron al PBS 100
u del cultivo de EC-perlas. Se contd el niUmero de perlas, y se calculé la concentracién de EC/perlas.

Se prepar6 una solucion de fibrinégeno (1 mg/ml) en medio EBM con o sin factores de angiogénesis o factores de
ensayo. Para el control positivo, se utilizaron 50 ng/ml de VEGF + 25 ng/ml de FGF2. Las EC-perlas se lavaron dos
veces con medio EBM, y las EC-perlas se afiadieron a la soluciéon de fibrindgeno. El experimento se realiz6 por
triplicado para cada condicion. Las EC-perlas se mezclaron suavemente en la solucion de fibrindgeno, y se afadieron
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2,5 ul de trombina humana (0,05 U/ul) a 1 ml de solucién de fibrinégeno; 300 ul se transfirieron inmediatamente a cada
pocillo de una placa de 24 pocillos. La solucion de fibrin6geno polimeriza en 5-10 minutos; transcurridos 20 minutos,
los inventores afiadieron EBM + suero humano normal al 20 % + 10 ug/ml de aprotinina. La placa se incub6 en una
incubadora de CO.. Las HDMEC tardaron aproximadamente 24-48 horas en invadir el gel de fibrina y formar tubos.

Un ensayo de angiogénesis in vitro con microportadores previamente disefiado para investigar el comportamiento
angiogénico de las células endoteliales de la arteria pulmonar bovina en geles de fibrina bovina [Nehls y Drenckhahn,
1995 a, b] se modifico para el estudio de la angiogénesis de células endoteliales microvasculares humanas en
entornos ECM tridimensionales (Figuras 1 y 2). En resumen, fibrinbgeno humano, aislado tal como se ha descrito
anteriormente [Feng et al, 1999], se disolvié en medio M199 a una concentracion de 1 mg/ml (pH 7,4) y se esterilizd por
filtracion a través de un filtro de 0,22 microémetros. Se prepar6é una solucién isoténica de colageno 1,5 mg/ml por
mezcla de Vitrogen 100 estéril en medio 5X M199 y agua destilada. El pH se ajusté a 7,4 mediante NaOH 1 N. En
algunos experimentos, se afadieron factores de crecimiento y proteinas ECM (tales como VEGF, bFGF, PDGF-BB,
suero, gelatina, y fibronectina) a las soluciones de fibrinégeno o colageno. A continuacion se afiadieron
aproximadamente 500 EC-perlas a las soluciones de fibrinégeno 1 mg/ml o colageno 1,5 mg/ml. Posteriormente, la
suspension de EC-perlas-colageno o EC-perlas-fibrindgeno (500 EC-perlas/ml) se sembr6 en placa de 24 pocillos a
300 ul/pocillo. Los cultivos EC-perla-colageno se incubaron a 37 °C para formar un gel. La gelificacion de los cultivos
de EC-perla-fibrina se produjo en menos de 5 minutos a temperatura ambiente después de la adicién de trombina a
una concentracion final de 0,5 U/ml. Tras la gelificacion, se afadié a cada pocillo 1 ml de medio de ensayo reciente
(EBM suplementado con suero humano normal al 20 % para HDMEC o EBM suplementado con suero de feto de
ternera al 10 %). La respuesta angiogénica se controld visualmente y se registr6 mediante captura de imagen de video.
Especificamente, se observé la formacion de brotes de capilares, que se registré con un microscopio invertido Nikon
Diaphot-TMD (Nikon Inc.; Melville, NY), provisto de un alojamiento de incubadora con un termostato Nikon NP-2 y un
mezclador de flujo de diéxido de carbono Sheldon n® 2004. El microscopio estaba conectado directamente a un
sistema de video compuesto por una camara de video Dage-MTI CCD-72S y un monitor de video Sony 12" PVM-122
conectado a un ordenador Macintosh G3. Las imagenes se capturaron a diferentes aumentos mediante Adobe
Photoshop. El efecto de los factores angiogénicos sobre la angiogénesis de los brotes se cuantificé visualmente
mediante la determinacién del nimero y porcentaje de EC-perlas en los brotes capilares. Se contaron cien perlas (de
cinco a seis campos aleatorios de baja potencia) en cada uno de los pozos triplicados para cada condicién
experimental. Todos los experimentos se repitieron al menos tres veces.

Cultivo celular.

La linea celular de fibroblastos de mono verde africano, CV-1 (ATCC, Manassas, VA), que carece del receptor nuclear
de la hormona tiroidea, se sembrd a 5000 células/cm? y se mantuvo en DMEM, suplementado con FBS térmicamente
inactivado al 10 % (v/v), 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, y L-glutamina 2 mM. Todos los reactivos
de cultivo se obtuvieron de Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA). Los cultivos se mantuvieron en una camara
humidificada a 37 °C con CO; al 5 %. El medio se cambi6 cada tres dias y las lineas celulares se pasaron a una
confluencia del 80 %. Para el tratamiento experimental, las células se sembraron en placas de cultivo celular de 10 cm
(Coming Incorporated, Coming, NY) y se dejaron crecer durante 24 h en medio que contiene FBS al 10 %. A
continuacion las células se lavaron dos veces con suero salino tamponado con fosfato (PBS) y se alimentaron con
DMEM exento de suero suplementado con penicilina, estreptomicina, y HEPES. Después de 48 h de incubacion en
medio exento de suero, las células se trataron con un vehiculo de control (concentracion final de KOH 0,004 N KOH
con polietilenglicol al 0,4 % [v/v]) o T4 (concentracién final 107 M) durante 30 min; a continuacion se recogieron los
medios, y se determinaron los niveles de T4 libre mediante inmunoensayo enzimatico. Los cultivos incubados con una
concentracion total de 107 M de T4 tienen 10° a 107'° M de T4 libre. Tras el tratamiento, las células se recogieron y las
proteinas nucleares se prepararon tal como se ha descrito anteriormente.

Transfecciones transitorias con ARNip.

Células -1 se sembraron en placas de 10 cm (150.000 células/placa) y se incubaron durante 24 h en DMEM
suplementado con FBS al 10 %. Las células se lavaron con OPTI-MEM (Ambion, Austin, TX) y se transfectaron con
ARNip (concentracién final 100 nM) hasta aV, B3, o aV y B3 juntos usando siPORT (Ambion) de acuerdo con las
directrices del fabricante. Se transfectaron conjuntos adicionales de células CV-1 con un ARNip codificado para servir
como control negativo. Cuatro horas después de la transfeccién, se afiadieron a las placas 7 ml de medio que contenia
FBS al 10 % y se dejé incubar los cultivos durante la noche. A continuacion, las células se lavaron con PBS y se
colocaron en DMEM exento de suero durante 48 antes de su tratamiento con T4.

Aislamiento del ARN y RT-PCR.

El ARN total se extrajo de los cultivos 72 h después de la transfeccion usando el kit RNeasy de Qiagen (Valencia, CA)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Doscientos nanogramos del ARN total se sometieron a transcripcion
inversa con el sistema Access RT-PCR (Promega, Madison, WI) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los
cebadores se basaban en secuencias publicadas especificas de la especie: aV (nimero de acceso NM-002210)
F-5-TGGGATTGTGGAAGGAG y R-5-AAATC-CCTGTCCATCAGCAT (producto de 319 pb), B3 (NM000212)
F-5-GTGTGAGTGCTCAGAGGAG y R-5-CTGACT- CAATCTCGTCACGG (producto de 515 pb), y GAPDH
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(AF261085) F-5-GTCAGTGGTGGACCTGACCT y R-5- TGAGCTTGACMGTGGTCG (producto de 212 pb). La
RT-PCR se realizé en el ciclador término Flexigene eom TECHNE (Burlington, NJ). Después de una incubacion de 2
minutos a 95 °C, se realizaron 25 ciclos de las siguientes etapas: desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min, hibridacion
a 57 °C durante 1 min, y extensién durante 1 min a 68 °C durante 25 ciclos. Los productos de la PCR se visualizaron en
un gel de agarosa al 1,8 % (p/v) tefido con bromuro de etidio.

Transferencia Western.

Alicuotas de proteinas nucleares (10 pg/banda) se mezclaron con el tampdn de muestra Laemmli y se separaron
mediante SDS-PAGE (gel de resolucion al 10 %) y después se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Tras
bloquear con leche desnatada al 5 % en suero salino tamponado con Tris que contenia Tween 20 al 1 % (TBST)
durante 30 min, las membranas se incubaron con una dilucién 1:1000 de un anticuerpo monoclonal dirigido a la
quinasa MAP p44/42 fosforilada (Cell Signaling Technology, Beverly, MA) en TBST con leche al 5 % durante la noche
a 4 °C. Después de 3 lavados de 10 min con TBST, las membranas se incubaron con anticuerpo de cabra dirigido
contra Ig de conejo conjugado con HRP (dilucién 1:1000) de DakoCytomation (Carpinteria, CA) en TBST con leche al
5 % durante 1 h a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron 3 veces durante 5 min con TBST y las proteinas
inmunorreactivas se detectaron mediante quimioluminiscencia (ECL, Amersham). La intensidad de la banda se
determiné usando el sistema de captura de imagen VersaDoc 5000 (Bio-Rad, Hercules, CA).

Ensayo de unién a radioligando.

Dos pg de aVB3 purificado se mezcl6 con las concentraciones indicadas de compuestos de ensayo y se dejaron
incubar durante 30 min a temperatura ambiente. Se afiadi6 a continuacion ['?°1]-T4 (2 uCi) y la mezcla se dejoé incubar
durante 30 min méas a 20 °C. Las muestras se mezclaron con tampé6n de muestra (glicerol al 50 %, Tris-HCI 0,1 M, pH
6,8, y azul de bromofenol) y se analizaron en gel nativo béasico al 5 % durante 24 h a 45 mA en frio. El equipo se
desmontd, y los geles se colocaron sobre el papel filirante, se envolvieron con una envoltura de plastico, y se
expusieron a la pelicula. La intensidad de la banda se determiné usando el sistema de captura de imagen VersaDoc
5000.

Ensayo en la membrana corioalantoidea de pollito (CAM) (estudios con aVf33).

Embriones de pollo de diez dias de edad se adquirieron de SPAFAS (Preston, CT) y se incubaron a 37 °C con una
humedad relativa del 55 %. Se utiliz6 una aguja hipodérmica para practicar un pequeno orificio en el extremo romo del
huevo, y se practic6 un segundo orificio en el lado ancho del huevo, directamente sobre una parte avascular de la
membrana embridnica. Se aplicd una succion suave al primer orificio para desplazar el saco de aire y sacar la CAM de
la cascara. Con un perfilador modelo Dremel (Dremel, Racine, WI), se recorté una ventana de aproximadamente 1,0
cm? en la cascara sobre el falso saco de aire, permitiendo el acceso a la CAM. Se pretrataron discos estériles de papel
de filtro n® 1 (Whatman, Clifton, NJ) con 3 mg/ml de acetato de cortisona y propiltiouracilo 1 mM y se secaron al aire en
condiciones de esterilidad. Se aplicaron la hormona tiroidea, los disolventes de control y el mAb LM609 a los discos
que se secaron a continuacion. Después, los discos se suspendieron en PBS y se colocaron sobre CAM en
crecimiento. Después de incubar durante 3 dias, la CAM bajo el disco filtrante se resecé y se lavo con PBS. Cada
membrana se colocé en una placa Petri de 35 mm y se examind con un estereomicroscopio SV6 con un aumento de
50X. Las iméagenes digitales se capturaron y se analizaron con el programa informatico Image-Pro (Mediacybemetics).
Se contaron el nimero de puntos de ramificacion de los vasos incluidos en una regién circular igual a la del disco
filtrante. Se contd una imagen de cada una de las preparaciones de 8-10 CAM para cada condicion de tratamiento, y
ademas, cada experimento se realizd 3 veces.

La invencion se ilustrara adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.
Ejemplos

Ejemplo 1. Efecto de la hormona tiroidea sobre la angiogénesis: Tal como se observa en la Figura 1Ay se resume
en la Figura 1B, tanto L-T4 como L-T3 potenciaron la angiogénesis en el ensayo CAM. T4, a una concentracién
fisiolégica total en el medio de 0,1 umol/l, aumenté la formacion de ramificaciones en los vasos sanguineo en 2,5 veces
(P<0,001). T3 (1 nmol/l) también estimul6 la angiogénesis en 2 veces. La posibilidad de que T4 solamente fuera eficaz
debido a la conversién de T4 en T3 mediante la 5’-monodeyodinasa celular se descarté por el hallazgo de que el
inhibidor de la deyodinasa PTU no tenia efecto inhibidor sobre la angiogénesis producida mediante T4. PTU se aplico
a todos los discos filtrantes en el modelo CAM. Por tanto, T4 y T3 estimulan la formacién de nuevas ramas en los vasos
sanguineos en un modelo CAM normalizado anteriormente para el ensayo de factores de crecimiento.

Ejemplo 2. Efectos de T4-agarosa y Tetrac: Los inventores habian demostrado anteriormente que T4-agarosa
estimula las rutas celulares de transduccién de la sefal iniciadas en la membrana plasmatica de la misma manera que
T4, y que las acciones de T4 y T4-agarosa quedan bloqueadas mediante el analogo de yodotironina desaminado,
tetrac, que se sabe que inhibe la unién de T4 a las membranas plasmaticas. En el modelo CAM la adicion de tetrac
(0,1 umol/l) inhibid la accidon de T4 (Figura 2A), pero el tetrac en solitario no tuvo efectos sobre la angiogénesis (Figura
2C). La accion de T4-agarosa, afiadido a una concentracién de hormona de 0,1 pmol/l, fue comparable a la de T4 en el

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2535134713

modelo CAM (Figura 2B), y el efecto de T4-agarosa también quedd inhibido por la accién del tetrac (Figura 2B;
resumido en 2C).

Ejemplo 3. Potenciacion de la actividad proangiogénica de FGF2 mediante una concentracion submaxima de
T4:

La angiogénesis es un proceso complejo que habitualmente requiere la participacion de factores de crecimiento
polipeptidicos. El ensayo CAM requiere al menos 48 horas para que se manifieste el crecimiento de vasos; por lo tanto,
es probable que los efectos aparentes sobre la membrana plasmatica de la hormona tiroidea en este modelo sean
resultado de una respuesta transcripcional compleja a la hormona. Por tanto, los inventores determinaron si FGF2
estaba implicado en la respuesta a la hormona y si la hormona podria potenciar el efecto de niveles subfisiolégicos de
este factor de crecimiento. T4 (0,05 umol/l) y FGF2 (0,5 ug/ml) estimularon individualmente la angiogénesis en un
grado modesto (Figura 3). El efecto angiogénico de esta concentracion submaxima de FGF2 quedé potenciado
mediante una concentracion subfisiolégica de T4 hasta el nivel producido por 1,0 ug de FGF2 en solitario. Por tanto, los
efectos de las concentraciones submaximas de la hormona y del factor de crecimiento parecen ser aditivos. Para
definir con mas precision el papel de FGF2 en la estimulacién de la angiogénesis por la hormona tiroidea, se afiadié un
anticuerpo policlonal dirigido contra FGF2 a los filtros tratados con FGF2 o T4, y se midi6 la angiogénesis después de
72 horas. La Figura 4 demuestra que el anticuerpo de FGF2 inhibié la angiogénesis estimulada bien por FGF2 o por T4
en ausencia de FGF2 exdgeno, lo que sugiere que el efecto de T4 en el ensayo CAM estuvo mediado por una mayor
expresion de FGF2. El anticuerpo IgG de control no tuvo efecto estimulador o inhibidor en el ensayo CAM.

Ejemplo 4. Estimulacion de la liberacion de FGF2 desde las células endoteliales mediante la hormona tiroidea:
Los niveles de FGF2 se midieron en el medio de células endoteliales ECV304 tratadas bien con T4 (0,1 umol/l) o T3
(0,01 umol/l) durante 3 dias. Como puede observarse en la Tabla 2, T3 estimul6 la concentracion de FGF2 3,6 veces
en el medio, mientras que T4 caus6 un aumento de 1,4 veces. Este hallazgo indica que la hormona tiroidea puede
potenciar el efecto angiogénico de FGF2, al menos en parte, mediante un aumento en la concentracion de factor de
crecimiento disponible para las células endoteliales.

Tabla 2. Efecto de T4 y T3 sobre la liberacion de FGF2 desde las células endoteliales ECV304

Tratamiento de la célula FGF2 (pg/ml/10° células)

Control 27,7 + 3,1

T3 (0,01 pmol/l) 98.8 + 0,5*

T3 + PD 98059 (2 umol/l) 28,4+3,2

T3 + PD 98059 (20 umol/l) 21,7+3,5

T4 (0,1 pmol/l) 39,2 +2,8t

T4 +PD 98059 (2 pmol/l) 26,5+45

T4 + PD 98059 (20 ymol/) 23,2+4,8
*P<0,001, comparacion de las muestras tratadas con T3 con las muestras de control mediante ANOVA,;
tP<0,05, comparacién de las muestras tratadas con T4 con las muestras de control mediante ANOVA.

Ejemplo 5. Papel de la ruta de transduccion de la sefial ERK1/2 en la estimulacion de la angiogénesis
mediante la hormona tiroidea y FGF2: Una ruta mediante la cual T4 ejerce un efecto no genémico sobre las células
es la cascada de transduccion de la sefial MAPK, especificamente la de la activacién de ERK1/2. Se sabe que T4
potencia la activacion de ERK1/2 mediante el factor de crecimiento epidérmico. El papel de la ruta MAPK en la
estimulacion de la expresién de FGF2 mediante la hormona tiroidea se examind mediante el uso de PD 98059 (2 a
20 umol/l), un inhibidor de la activacion de ERK1/2 mediante las tirosina-treonina quinasas MAPK quinasa-1 (MEK1) y
MEK2. Los datos de la tabla demuestran que PD 98059 bloquea eficazmente el aumento de la liberacién de FGF2
desde las células endoteliales ECV304 tratadas con cualquiera de T4 o T3. Se realizaron estudios paralelos sobre la
inhibicion de ERK1/2 en los ensayos CAM, y los resultados representativos se muestran en la Figura 5. Una
combinacion de T3 y T4, cada uno en concentraciones fisiolégicas, produjo un aumento de 2,4 veces en la ramificacion
de los vasos sanguineos, un efecto que quedd completamente bloqueado mediante 3 pmol/l de PD 98059 (Figura 5A).
La estimulacién mediante FGF2 de la formacion de ramificaciones (2,2 veces) también quedé bloqueada de forma
eficaz mediante este inhibidor de la activacion de ERK1/2 (Figura 5B). Por tanto, el efecto proangiogénico de la
hormona tiroidea se inicia en la membrana plasmatica e implica la activacién de la ruta ERK1/2 para estimular la
liberacion de FGF2 desde las células endoteliales. La activacion de ERK1/2 se requiere de nuevo para transducir la
sefal FGF2 y ocasionar la formacién de nuevos vasos sanguineos.

Ejemplo 6. Accion de la hormona tiroidea y FGF2 sobre la activacion de MAPK La estimulacion de la fosforilacion
y la translocacion nuclear de los MAPK de ERK1/2 se estudiaron en células ECV304 tratadas con T4 (107 mol/l)
durante 15 minutos a 6 horas. La aparicion del ERK1/2 fosforilado en los nucleos celulares se produjo a los 15 minutos
del tratamiento con T4, alcanzd un nivel maxima a los 30 minutos, y sigui6 siendo evidente a las 6 horas (Figura 6A).
Este efecto de la hormona quedo6 inhibido por PD 98059 (Figura 6B), un resultado a esperar porque este compuesto
bloquea la fosforilacién de ERK1/2 mediante la quinasa MAPK. El inhibidor tradicional de la proteina quinasa C
(PKC)-a, PKC-B, y PKC-y, CGP41251, también bloqued el efecto de la hormona sobre la activacion de MAPK en estas
células, como los inventores han observado con T4 en otras lineas celulares. La hormona tiroidea potencia la accion
de varias citoquinas y factores de crecimiento, tal como el interferén-y13 y el factor de crecimiento epidérmico. En las
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células ECV304, T4 potencid la activacién de MAPK causada por FGF2 tras una incubacion simultanea de 15 minutos
(Figura 6C). Aplicando las observaciones realizadas con las células ECV304 al modelo CAM, los inventores proponen
que el complejo mecanismo mediante el cual la hormona induce la angiogénesis incluye la liberacién de FGF2 por las
células endoteliales y la potenciacién del efecto autocrino del FGF2 liberado sobre la angiogénesis.

Ejemplo 7. RT-PCR en células ECV304 tratadas con la hormona tiroidea: La cuestion final abordada en los estudio
s del mecanismo de la accién proangiogénica de T4 fue si la hormona puede inducir la expresion génica de FGF2. Las
células endoteliales se trataron con T4 (1 0’ mol/l) de 6 a 48 horas, y realiz6 la estimacion del ARN de FGF2y GAPDH
segun la RT-PCR (inferido a partir de las medidas de ADNc, Figura 7). Fue evidente un aumento en el ADNc de FGF2,
corregido para el contenido de GAPDH, a las 6 horas del tratamiento con la hormona que se potenci6 adicionalmente
a las 48 horas.

Ejemplo 8A. Modelo de neovascularizacion retinal en ratones (diabéticos y no diabéticos): Para evaluar la
actividad farmacoldgica de un articulo de ensayo sobre la neovascularizacion retinal, se expusieron crias de ratén a un
entorno con alto contenido en oxigeno durante 7 dias y se dejaron recuperar, estimulando de esta manera la formacién
de nuevos vasos en la retina. Se evaluaron los articulos de ensayo para determinar si la neovascularizacién retinal
quedaba suprimida. Las retinas se examinaron con tincién de hematoxilina-eosina y con al menos un tinte, lo que
demuestra la neovascularizacion (normalmente un tinte de Selectin). Otros tintes (tal como PCNA, PAS, GFAP,
marcadores de la angiogénesis, etc.). Se indica a continuacién un resumen del modelo:

Modelo animal

» Crias de raton (P7) y sus madres se colocaron en un entorno hiperoxigenado (70-80 %) durante 7 dias.

« En P12, los ratones se retiraron del entorno oxigenado y se colocaron en un entorno normal

« Se dej6 durante 5-7 dias que los ratones se recuperaran.

« Después, los ratones se sacrificaron y se recogieron los ojos.

« Los ojos bien se congelaron o se fijaron segun fue adecuado

- Los ojos se tifieron con tintes histoquimicos adecuados

- Los ojos se tifieron con tintes inmunohistoquimicos adecuados

« Se pueden recoger la sangre, el suero u otros tejidos

« Los ojos, con referencia especial a las alteraciones microvasculares, se examinaron para descubrir todos y cada
uno de los hallazgos. El crecimiento neovascular se puntu6 de forma semicuantitativa. El andlisis por imagenes
también esta disponible.

Ejemplo 8B: Hormona tiroidea y retinopatia diabética

Se uso6 un protocolo descrito en J de la Cruz et al., J Pharmacol Exp Ther 280:454-459, 1997, para la administracion de
Tetrac a ratas que tenian diabetes inducida por estreptozotocina (STZ) y retinopatia diabética. El criterio de valoracion
es la inhibicién mediante Tetrac de la aparicion de la retinopatia proliferativa (angiogénesis).

Ejemplo 9 A. Cicatrizacion de heridas y tratamiento hemostatico usando la formulacion farmacéutica
polimérica novedosa de hormona tiroidea y sus analogos

La divulgacion incluye también un tratamiento hemostatico y de cicatrizacion de heridas novedoso que incluye un
analogo de hormona tiroidea inmovilizado, preferentemente analogos de T4, cloruro de calcio, y colageno. Esta
formulacion novedosas controla de forma significativa las hemorragias tanto venosas como arteriales, reduce el tiempo
de sangrado, genera un tapo6n de fibrina/plaquetas, libera factores de cicatrizacién de heridas derivados de plaquetas
de manera sostenida en presencia de un bajo nivel de colageno, y seguro. El desarrollo de dicho apésito hemostatico
y de cicatrizacion de heridas puede ser muy valioso para uso a corto y largo plazo en la atencién sanitaria de bajas en
combate. Se puede optimizar la formulacion farmacéutica de la L-tiroxina inmovilizada (T4) y el hexasacarido globular
en un hidrogel o apdsito que contiene colageno y cloruro de calcio. Este tratamiento hemostatico y de cicatrizacién de
heridas (formulacion WH) en hidrogel o ap6sito también puede incluir la adicion de un microbicida.

La L-tiroxina conjugada con un polimero o inmovilizada sobre agarosa ha demostrado una estimulacién potente de la
angiogénesis mediante la activacion de los receptores de adhesién en la superficie celular (integrina avB3) que
conduce a la activacién de un evento de sefalizacién intracelular, que a su vez conduce a una regulacién en exceso de
varias producciones de factor de crecimiento. Ademas, el T4 inmovilizado induce la migracién celular epitelial de
fibroblastos y de queratinocitos. El T4 inmovilizado, pero no el T3 u otros analogos, potencian la agregacién y
secrecion de plaquetas inducidas por colageno, que estimularia la formacion del tapdn plaquetario del propio sujeto.
Ademas, el T4 inmovilizado también estimula la migracion de células sanguineas, lo que podria ser fundamental para
luchar contra las infecciones. De este modo, el T4 inmovilizado puede ayudar al organismo a fabricar mas de un
compuesto utilizado para regenerar los vasos sanguineos dafados, y también aumenta la cantidad de leucocitos que
producen radicales libres en el sitio de la herida. Los radicales libres ayudan a eliminar las bacterias potencialmente
patégenas de una herida.
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Por tanto, T4 o T4-agarosa (10-100 nM), pero no T3, DIPTA, o GC-1, es eficaz para potenciar la agregacion y la
secrecion de plaquetas (desgranulacién). Por consiguiente, T4 (o sus analogos y conjugaciones poliméricas, por
ejemplo, T4-agarosa), junto con cloruro de calcio 10 mM, y con o sin colageno, se prefiere para la cicatrizacién de
heridas. Véanse las Figs. 23A-E.

TROMBOELASTOGRAFIA:

La tromboelastografia (TEG) se ha utilizado en varios escenarios hospitalarios desde su desarrollo por Hartert en
1948. El principio de la TEG se basa en la medicion de la propiedad fisica viscoelasticidad del codgulo sanguineo. La
formulacion del coagulo se sigue a 37 °C en una cubeta cilindrica oscilante de plastico ("copa") y un pistén estacionario
suspendido de forma estacionaria ("pua") con 1 mm de separacion entre las superficies, usando un tromboelastografo
informatizado (TEG Modelo 3000, Haemoscope, Skokie, IL). La copa oscila en cualquier direccion cada 4,5 segundos,
con un periodo estacionario en la parte intermedia del ciclo de 1 segundo; que da como resultado una frecuencia de 0,1
Hz y una velocidad de cizalla maxima de 0,1 por segundo. La pua esta suspendida mediante un alambre de torsién que
actla como transduccion del par de giro. Cuando se forma el coagulo, las fibrillas de fibrina unen fisicamente la copa a
la puay la rotacion de la copa se ve afectada por la viscoelasticidad del coagulo (que se transmite a la pua), lo que se
visualiza en linea mediante un ordenador personal IBM compatible y un programa informético personalizado
(Haemoscope Corp., Skokie, IL). El par de giro que experimenta la pua (con respecto a la oscilacion de la copa) se
representa graficamente en funcién del tiempo.

TEG evalla la coagulacion midiendo varios parametros tales como la latencia de tiempo para la iniciacion inicial del
coagulo (R), el tiempo hasta la iniciacién de un coagulo de firmeza fija (k) de aproximadamente 20 mm de amplitud, la
cinética del desarrollo del coagulo medida a partir del angulo (a), y la amplitud maxima del coagulo (MA). El parametro
A mide la anchura de la trazada en cualquier punto del MA. La amplitud A en mm es funcién de la resistencia o
elasticidad del coagulo. La amplitud de la trazada del TEG es una medida de la rigidez del coagulo; la resistencia
maxima o el modulo eléstico de cizalla que alcanza el coagulo, G, es funcién de la rigidez del coagulo y se puede
calcular a partir de la amplitud maxima (MA) de la trazada del TEG.

Se midieron los siguientes parametros a partir de la trazada del TEG:

» R, el tiempo de reaccion (tiempo de gelificacién) representa el periodo latente antes del establecimiento de una red
tridimensional de gel de fibrina (con una rigidez mensurable de aproximadamente 2 mm de amplitud).

«  Amplitud maxima (MA, en mm), es la rigidez maxima manifestada por el coagulo.

« Modulo elastico de cizalla o resistencia del codgulo (G, dinas/cm?) esta definido por: G = (5000A) / (100-A).

La firmeza del coagulo es un parametro importante de la trombosis y hemostasia in vivo ya que el coagulo debe
soportar la tension de cizalla en el punto de la lesién vascular. El TEG puede evaluar la eficacia de diferentes
intervenciones farmacolégicas sobre diferentes factores (activacion de la coagulacién, generacion de trombina,
formacion de fibrina, activacién de plaquetas, interaccién plaquetas-fibrina, y polimerizacion de la fibrina) implicados en
la formacion y retraccion del coagulo. El efecto de la endotoxina (0,63 ug), Xa (0,25 nM), trombina (0,3 mU), y TF (25
ng) sobre los diferentes parametros del coagulo medidos mediante TEG informatizado sobre sangre humana completa
se muestra en la Tabla 3.

Extraccion de muestras de sangre: Se extrajo sangre de voluntarios que otorgaron su consentimiento segun un
protocolo aprobado por el Human Investigations Committee del William Beaumont Hospital. Usando el método de las
dos jeringas, se extrajeron las muestras mediante una aguja de mariposa calibre 21, y se descartaron los primeros 3 ml
de sangre. La sangre completa (WB) se recogi en tubos Vacutainer siliconados (Becton Dickinson, Rutherford, NJ que
contenian citrato trisédico al 3,8 % de tal forma que se mantuvo la relacién de citrato a sangre completa de 1:9 (v/v). El
TEG se realizé en las 3 horas posteriores a la extraccion de sangre. Se volvi6 a anadir calcio a 1-2,5 mM seguido por
la adicion de diferentes estimulos. El cloruro de calcio por si mismo a la concentracion utilizada demostrd solamente un
efecto minimo sobre la formacion del codgulo y la resistencia del coagulo.

La formacion de coagulo se inicié mediante escisién del Fibrinopéptido A a partir de fibrindgeno. Los monémeros de
fibrina resultantes polimerizan espontaneamente para formar hebras de fibrillas que experimentan extension lineal,
ramificacion, y asociacion lateral que conduce a la formacion de una red tridimensional de fibras de fibrina. Una
propiedad Unica de las estructuras reticulares es que se comportan como sélidos elasticos sélidos, que pueden resistir
esfuerzos de corte deformantes. Esta resistencia a la deformacion se puede medir mediante el médulo elastico, un
indice de la resistencia del coagulo. A diferencia de los ensayos de coagulacion convencionales (como el tiempo de
protrombina y el tiempo de tromboplastina parcial) que estan basados solamente en el tiempo hasta el principio de la
formacion del coagulo, el TEG permite la adquisicion de informacién cuantitativa que permite la medida de la
resistencia maxima alcanzada por los coagulos. Mediante el receptor GPIIb/llla, las plaguetas se unen a fibrina
(fibrinbgeno) y modulan las propiedades viscoelasticas de los codgulos. Los resultados de los inventores demuestran
que la resistencia del coagulo en TF-TEG es claramente una funcién de la concentracién de plaquetas y las plaquetas
aumentaron la resistencia del coagulo ~8 veces bajo cizalla. Diferentes antagonistas plaquetarios de GPIIb/llla (clase
| comparada con la clase Il) se comportan con diferente eficacia en la inhibicion de la resistencia del coagulo mediada
profibrina usando TF-TEG bajo cizalla.
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Los datos se expresaron como promedio + SEM. Los datos se analizaron mediante parejas o analisis de grupo con el
test de la t de Student o ANOVA cuando fue aplicable; se consideraron diferencias significativas a P <0,05.

Tabla 3: Efecto del cloruro de calcio comparado con el factor tisular sobre la dinamica del coagulo en sangre

completa humana citrﬂizaj usando TEG
Parametros de TEG 25 ?Igr:;; d(i:c? . g,Ezla)mM Ca®* 10 mM (Promedio + SEM)
r (min) 29,7+23 14,5 +2,5*
K (min) 58+1,0 7,0+0,7
a (angulo) 450+ 2,6 47327
MA (mm) 58,2+1,7 56,5+2.2

Los datos representan promedio + SEM, n = 4, *P<0,01.

Agregacion plaquetaria y desgranulacion en sangre completa usando la técnica de la impedancia: Se usaron en el
estudio el agregometro de sangre completa Modelo 560 y el programa informatico asociado Aggro-Link de Chrono-Log
Corporation. Se colocaron dos electrodos en sangre diluida y se envié un impulso eléctrico de uno al otro. A medida
que las plaquetas se agregan alrededor de los electrodos, el Chrono-Log mide la impedancia de la sefal eléctrica en
ohmios de resistencia *.

Extraccion de muestras de sangre:

Se extrajo diariamente sangre completa de donantes sanos con edades comprendidas entre 17 y 21 en viales
Vacutainer de 4,5 mililitros con citrato de sodio tamponado al 3,8 % (Becton Dickinson, Rutherford, Nueva Jersey). La
sangre se mantuvo en un agitador oscilante para aumentar la vida de las plaquetas, y los experimentos se realizaron
en las 5 horas posteriores a la flebotomia. Procedimiento: Para el control, 500 microlitros de sangre completa, 500
microlitros de suero salino al 0,9 %, y una barrita agitadora magnética se mezclaron en una cubeta, y se calentaron
durante cinco minutos a 37 grados centigrados. Se indujo la agregacion sub-umbral con 5 microlitros de colageno 1-2
pg/ml, con medidas de 6-7 minutos del agregémetro. Los efectos de T4, T4-agarosa comparado con T3 y otros
analogos de la hormona tiroidea sobre la agregacion y secrecién inducidas por colageno. Ingerman-Wojenski C, Smith
JB, Silver MJ. Evaluation of electrical aggregometry: comparison with optical aggregometry, secretion of ATP, and
accumulation of radiolabeled platelets. J Lab Clin Med. 1983 Jan;101(1):44-52.

Ensayo de migracion celular.

Los granulocitos humanos se aislaron de sangre de oveja por el método de Mousa et al., y los ensayos de migracion
celular se realizaron como se ha descrito anteriormente (Methods In Cell Science, 19 (3): 179-187, 1997, y Methods In
Cell Science 19 (3): 189-195, 1997). En resumen, se usara una camara de quimiotaxia desechable de 96 pocillos
Neuroprobe con un tamafo de poro de 8 um. Esta camara permite la cuantificacion de la migracién celular hacia un
gradiente de quimioquina, citoquina o proteinas de la matriz extracelular. Se afiadié la suspensién celular (45 ul de 2 x
106) a una placa de polipropileno que contiene 5 pl de agentes de ensayo tales como flavonoides o derivados de la
hormona tiroidea y se incub6 durante 10 minutos a 22 °C. Se afiadi6 IL8 (0,1 -100 ng) con o sin T3/ T4 (33 pl) a 0,001
- 0,1 uM a los pocillos inferiores de una camara de quimiotaxia desechable, y después se ensambla la cadmara con el
filtro previamente incluido en la carcasa. Se afiaden 25 ul de suspension de células/agente de ensayo a los pocillos
superiores del filtro, a continuacién se incub6 durante la noche (22 horas a 37 °C, CO2 al 5 %) en una incubadora de
cultivo celular humidificada. Tras la incubacién durante la noche, las células no migradas y el exceso de medio se
eliminaron suavemente usando una pipeta de 12 canales y un rascador celular. A continuacién, los filtros se lavaron
dos veces con suero salino tamponado con fosfato (PBS) y se fijaron con formaldehido al 1 % en tampoén PBS. Las
membranas de las células migradas se permearon con Triton X-100 (0,2 %) y a continuacioén se lavaron 2-3 veces con
PBS. Los filamentos de actina de las células migradas se tifieron con rodamina faloidina (12,8 IU/ml) durante 30
minutos (22 °C). La rodamina faloidina se preparé nueva cada semana y se reutiliz6 un maximo de 3 dias, y se
almacené protegida de la luz a 4 °C. La quimiotaxia se determind cuantitativamente mediante deteccion de
fluorescencia usando un fluorimetro Cytofluor Il con microfiliro (530 excitacidon / 590 emision). Todos los tratamientos
celulares y los lavados posteriores se realizaron usado una estacion de tratamiento/lavado disefiada de forma Unica
(Methods In Cell Science, 19 (3): 179-187, 1997). Esta técnica permite la cuantificacién precisa de la migracién celular
y proporciona resultados reproducibles con una variabilidad minima inter e intraensayo.

Ensayos de migracion celular:

Estos ensayos se realizaron usando una camara de quimiotaxia desechable de 96 pocillos Neuroprobe con un tamano
de poro de 8 pm. Esta camara permite la cuantificacion de la migracion celular hacia un gradiente de vitronectina u
osteopontina. Las células cultivadas se retiraron siguiendo un método normalizado usando EDTA / Tripsina (0,01 % /
0,025 %). Tras la retirada, las células se lavaron dos veces y se resuspendieron (2x1 06/ml) en EBM (medio basocelular
endotelila, Clonetics Inc.). Se afadio vitronectina u osteopontina (33 ul) a 0.0125 -100 pg/ml a los pocillos inferiores de
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una camara de quimiotaxia desechable, ay después se ensambla la camara con el filtro previamente incluido en la
carcasa. Se anadio la suspension celular (45 pl) a una placa de polipropileno que contiene 5 pl de agente de ensayo a
diferentes concentraciones y se incubd durante 10 minutos a 22 °C. Se afiaden 25 pl de suspension de células/agente
de ensayo a los pocillos superiores del filtro, a continuacion se incubd durante la noche (22 horas a 37 °C) en una
incubadora de cultivo celular humidificada. Tras la incubacién durante la noche, las células no migradas y el exceso de
medio se eliminaron suavemente usando una pipeta de 12 canales y un rascador celular. Los filtros se lavaron dos
veces en PBS (sin Ca™ o Mg*?) y se fijaron con formaldehido al 1 %. Las membranas de las células migradas se
permearon con Triton X-100 (0,2 %) y a continuacion se lavaron 2-3 veces con PBS. Los filamentos de actina de las
células migradas se tifieron con rodamina faloidina (12,8 1U/ml) durante 30 minutos (22 °C). La rodamina faloidina se
prepard nueva cada semana y se reutiliz6 un maximo de 3 dias, y se almacend protegida de la luz a 4 °C. La
quimiotaxia se determiné cuantitativamente mediante deteccion de fluorescencia usando un equipo Cytofluor Il (530
excitacion / 590 emisién). Todos los tratamientos celulares y los lavados posteriores se realizaron usado una estacién
de tratamiento/lavado disefiada de forma Unica. Esta estacién estaba compuesta de seis unidades de reactivo
independientes, cada una de ellas con una capacidad de 30 ml de volumen. Las unidades individuales se llenaron con
uno de los siguientes reactivos: PBS, formaldehido, Triton X-100, o rodamina-faloidina. Usando esta técnica, los filtros
se sumergieron suavemente en la solucion adecuada, minimizando de esta forma la pérdida de células. Esta técnica
permitié la cuantificacion maxima de la migracion celular y proporciona resultados reproducibles con una variabilidad
minima inter e intraensayo (1,2).

Migracion hacia la vitronectina de la proteina de la matriz extracelular

Tratamientos (Unidades de fluorescencia) + SD Migracion EC promedio
A. Migracion no especifica Sin matrizen LC 270 £ 20

B. Vitronectina (25 ug) en LC 6.116 £ 185

C. T3 (0,1 uM) UC / Vitronectina (25 ug) en LC 22.016 + 385

D. T4 (0,1 uM) UC / Vitronectina (25 ug) en LC 13.083 £ 276

C + XT199 (10 uM) 4.550 % 225

D + XT199 (10 uM) 3.890 % 420

C + PD (0,8 ug) 7.555 1 320

D + PD (0,8 ug) 6.965 * 390

LC = camara inferior, UC = camara superior

Se obtuvieron datos similares con otros antagonistas potentes y especificos de avb3 tales como LM609 y
SM256

Ejemplo 9B. Cicatrizacion de heridas in vitro en epitelio y fibroblastos humanos: El método bidimensional de
cicatrizacion de heridas in vitro es como se ha descrito en Mohamed S, Nadijcka D, Hanson, V. Wound healing
properties of cimetidine in vitro. Drug Intell Clin Pharm 20: 973-975; 1986. Adicionalmente, se utilizara un método
tridimensional de cicatrizacion de heridas ya establecido en el laboratorio de los inventores (véase mas adelante). Los
datos muestran una potente estimulacion de la cicatrizacion de heridas mediante la hormona tiroidea.

Ensayo tridimensional in vitro de cicatrizacion de heridas en células de fibroblastos dérmicos humanos:

Etapa 1: Preparar geles de colageno contraidos:

1) Revestir una placa de 24 pocillos con 350 ul de BSA al 2 % a TA durante 2 h,

2) NHDF confluentes al 80 % (células de fibroblastos dérmicos normales humanos, Paso 5-9) se tripsinizaron y
neutralizaron con medio de crecimiento, se centrifugaron y lavaron una vez con PBS

3) Preparar una mezcla de colageno-célula, mezclar suavemente y siempre sobre hielo:

Solucién madre Concentracion final
5xDMEC 1xDMEM

3 mg/ml de vitrogén 2 mg/ml

ddH20 6ptimo

NHDF 2x10-5 células/ml
FBS 1%

4) Aspirar BSA al 2 % de la placa de 24 pocillos, afiadir la mezcla de colageno-célula 350 ul/pocillo, e incubar la placa
en una incubadora a 372 C con CO2.

5) Después de 1 h, afadir medio DMEM+FBS al 5 %, 0,5 ml/pocillo, con una punta de 10 ul. Despegar el gel de
colageno del borde de cada pocillo, incubar después durante 2 dias. Las células de fibroblastos contraeran el gel de
colageno

Etapa 2: Preparar el coagulo tridimensional de fibrina de la herida, y embeberlo en el cultivo de colageno dafado

1) Preparar la solucion de fibrindgeno (1 mg/ml) con o sin reactivos de ensayo. 350 ul de solucién de fibrindgeno para
cada pocillo en un tubo eppendorf.
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Soluciéon madre Concentracién final
5xDMEC 1xDMEM
Fibrinbgeno 1 mg/mi

ddH20 optimo

reactivos de ensayo concentracion 6ptima
FBS 1%05%

2) Recortar cada gel ge colageno contraido en su parte central con unas tijeras. Lavar el gel con PBS y transferir el gel
al centro de cada pocillo de la placa de 24 pocillos

3) Anadir 1,5 ul de trombina humana (0,25 U/ul) a cada tubo, mezclar bien y después afnadir la solucion alrededor del
gel de colageno, la solucién polimerizara en 10 min.

Después de 20 min, afiadir DMEM+FBS al 1 % (0 5 %) con o sin agente de ensayo, 450 ul/pocillo e incubar la placa en
una incubadora a 37° C con CO2 durante un maximo de 5 dias. Tomas fotografias cada dia.

Cicatrizacion de heridas in vivo en ratas diabéticas:

Los efectos de los analogos de la hormona tiroidea y sus formas conjugadas se ensayaron usando un modelo de
herida aguda mediante incision en ratas diabéticas. La tasa de cierre de heridas, andlisis de resistencia a la rotura e
histologia se realizaron de forma periddica en los dias 3-21.

Métodos:

Los animales (ratones y ratas) del estudio recibieron dos heridas punzantes pequenas - se aplic6 WH a una de las
heridas, y la otra se cubrid con un suero salino como control. Por otra parte, las heridas se dejaron cicatrizar de forma
natural.

Los animales se sometieron a eutanasia cinco dias después de resultar heridos. Se extirpd una pequefa area de la piel
-de 1 a 1,5 milimetros- de los bordes de las heridas tratadas y no tratadas.

Se determind el cierre de la herida y el tiempo hasta el cierre de la herida. Adicionalmente, se determinaron los niveles
de tenascina, una proteina que ayuda a construir tejido conectivo, en el tejido de granulacion de las heridas. También
se determind la calidad del tejido de granulacién (es decir, tejido rugoso de color rosado que normalmente se forma a
medida que cicatrizan las heridas, nuevos capilares y tejido conectivo).

Materiales y métodos

Se prepararon heridas en granulacién cronica por métodos bien conocidos en la técnica. Ratas Sprague Dawley
macho que pesaban de 300 a 350 gramos se aclimataron durante una semana en la instalacién de los inventores antes
de su uso. Mediante anestesia intraperitoneal con Nembutal (35 mg/kg), el dorso de la rata se afeitd y se depil6. Los
animales se enjaularon individualmente y se recibieron alimento y agua ad libitum. Todos los experimentos se
realizaron de acuerdo con las directrices del Animal Care and Use Committee del Department of Veterans Affairs
Medical Center, Albany, NY.

Se habia realizado anteriormente la caracterizacion histolégica de esta herida, en comparacién con una herida
humana en granulacién crénica. A continuacién, sesenta y cuatro ratas se dividieron en ocho grupos de tratamiento
(n=8 / grupo). Los animales se trataron con aplicacion tépica de vehiculo (controles de vehiculo) en los dias 5, 9, 12,
15, y 18. El control de vehiculo puede ser bien agarosa (Grupo 1) o la forma polimérica (Grupo 2) que se usara en la
conjugacioén de L-tiroxina. Las heridas tratadas con T4-agarosa (Grupos 3-5) o T4-polimero (Grupos 6-8) a 1, 10, 100
pHg/cm? en presencia de 10 pg de hexasacarido globular, 10 pg de colageno, y cloruro de calcio 10 mM a aplicar por via
topica en los dias 5, 9, 12, 15, y 18. Todas las heridas se dejaron expuestas. Cada 48 se trazé sobre laminas de
acetato el perfil de las heridas, y se pueden realizar célculos de area con planimetria digital informatizada.

Tres tiras transversales de espesor completo de tejido de granulacion se recogieron a continuacién de los extremos
cefalico, intermedio y caudal de las heridas en el dia 19 y se fijaron en formalina tamponada al 10 por ciento. Se
tomaron secciones transversales (5 um) de cada espécimen, que se tifieron con hematoxilina y eosina. El espesor del
tejido de granulacién se puede estimar con un micrometro 6ptico a bajo aumento. Los campos a aumento elevado se
examinaron inmediatamente por debajo de la capa inflamatoria superficial del tejido de granulacion. En cada tira de
tejido de granulacion, cinco campos adyacentes de alto aumento se pueden fotografiar y codificar. Copias ampliadas
de estas exposiciones se utilizaron a continuacién para el analisis histométrico de forma enmascarada. Los
fibroblastos, células "redondas" (macro6fagos, linfocitos, y neutréfilos), y capilares se contaron. Ademas, la celularidad
de cada seccién se puntud segun la celularidad en una escala de 1 (recuento celular bajo) a 5 (muy celular).
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Analisis estadistico:

Las medidas seriadas del area se representaron graficamente frente al tiempo. Con los datos de cada animal se ajusto
una ecuacion de Gompertz (r2 tipico = 0,85). Usando esta curva se puede estimar la semivida de la herida. La
comparacioén entre grupos se realiza usando las tablas de analisis del ciclo de vida y la prueba de rango de Wilcoxon.
Estos andlisis estadisticos se realizaron usando los paquetes informaticos SAS (SAS/STAT Guide for Personal
Computers, Versién 6 Edicién, Cary, Carolina del Norte, 1987, p 1028) y BMDP (BMDP Statistical Software Manual,
Los Angeles, BMDP Statistical Software, Inc. 1988) en un ordenador personal.

Los recuentos celulares de los diferentes grupos de tratamiento se combinaron y se analizaron usando un analisis
monolateral de la varianza. Los andlisis post-hoc de las diferencias entre grupo se pueden llevar a cabo con la prueba
de Tukey (ensayo de comparaciéon multiple completamente emparejado) donde p <0,05 se considera significativo. El
programa informatico de estadistica Sigma Stat (Jandel Scientific, Corte Madera, California) se utilizara para el analisis
de los datos.

Ejemplo 10. Modelo de infarto de miocardio en roedores: El modelo de ligadura de la arteria coronaria del infarto
de miocardio se utilizé para investigar la funciéon cardiaca en ratas. La rata se anestesio inicialmente con xilazina y
ketamina, y después de obtenerse la anestesia adecuada, la traquea se intub6 y se inicié la ventilacién con presion
positiva. El animal se coloc6 en posicion supina con sus extremidades ligeramente sujeto con cinta adhesiva y se
practicé una esternotomia mediana. El corazén se extrajo del cuerpo suavemente y se até firmemente una sutura 6-O
alrededor de la arteria coronaria descendente izquierda anterior. El corazon se sustituyo rapidamente en el pecho y se
cerro la incision de la toracotomia con una sutura en forma de bolsa 3-O seguido por el cierre de la piel con suturas
interrumpidas o clips quirdrgicos. Los animales se colocaron sobre una manta calefactora con temperatura regulada y
se observaron estrechamente durante la recuperacion. Se administraron en caso necesario oxigeno suplementario y
resucitacion cardiopulmonar. Tras la recuperacion, la rata se devolvié a la instalacion de cuidado animal. Dicha
ligadura de la arteria coronaria produce infartos de miocardio importantes en la pared anterior. La mortalidad a las 48 h
de dicho procedimiento puede ser incluso del 50 %, y existe cierta variabilidad en el tamano del infarto producido
mediante este procedimiento. Basandose en estas consideraciones, y en la experiencia anterior, para obtener 16-20
ratas con infartos importantes de forma que se puedan comparar los dos modelos de administracion de la hormona
tiroidea se necesitan aproximadamente 400 ratas.

Estos experimentos se disefiaron para mostrar que la administracion sistémica de hormona tiroidea bien antes o
después de la ligadura de la arteria coronaria conduce a efectos beneficiosos en animales intactos, incluyendo la
extensién de anomalias hemodindmicas evaluadas mediante ecocardiografia y mediciones hemodinamicas, y
reduccion en el tamano del infarto. Se proponen medidas de los resultados a las tres semanas del infarto. Aunque
algunas ratas puede que no hayan tenido infartos, o solamente se producen infartos pequerios, estas ratas se pueden
identificar mediante ecocardiogramas normales y hemodinamicas normales (presion diastolica fina LV < 8 mm Hg).

Administracion de la hormona tiroidea

Existen dos enfoques para administracion. En el primero, la hormona tiroidea se inyect6 directamente en el peri-infarto
de miocardio. Como la demarcacion entre el miocardio normal e isquémico se identifica facilmente durante la oclusion
aguda del térax abierto, este enfoque proporciona suficiente administracion de la hormona para detectar los efectos
angiogénicos.

Aunque el primer modelo es Util en pacientes que se han sometido a cirugia de derivacion de la arteria coronaria, y
constituye la prueba de principio de que una inyeccion local induce la angiogénesis, también se puede usar un enfoque
mas amplio usando un segundo modelo. En el segundo modelo, se coloc6 un catéter retrégrado en el ventriculo
izquierdo via una arteria carétida en la rata anestesiada antes de inducir el infarto de miocardio. Como alternativa, se
realiza una puncion directa de la aorta con aguja, justo por encima de la valvula aértica. La inyeccion intracoronaria de
la hormona tiroidea se simulé a continuacion por oclusion abrupta de la aorta por encima del origen de los vasos
coronario durante varios segundos, produciendo de esta forma contracciones isovolimicas. A continuacion se inyecto
la hormona tiroidea en el interior del ventriculo izquierdo o la aorta inmediatamente después de la constriccion aértica.
Las contracciones isovolumicas resultantes impulsan la sangre a lo largo de los vasos coronarios perfundiendo la
totalidad del miocardio con la hormona tiroidea. Este procedimiento se puede realizar tantas veces como sea
necesario para conseguir la eficacia. EI nUmero de inyecciones depende de la dosis usada y la formacién de nuevos
vasos sanguineos.

Ecocardiografia:

Se ha desarrollado un método para obtener ecocardiogramas bidimensionales y multimodales en ratas no
anestesiadas. Las dimensiones del ventriculo izquierdo, funcién, espesor de la pared y movimiento de la pared se
pueden medir de forma reproducible y fiable. La medicion se realiza de forma enmascarada para eliminar el sesgo con
respecto a la administracion de la hormona tiroidea.
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Hemodinamica:

Las mediciones hemodinamicas se utilizan para determinar el grado de afectacién del ventriculo izquierdo. Las ratas
se anestesiaron con isoflurano. Mediante una incisién a través del lado derecho anterior del cuello, la arteria carotida
derecha y la vena yugular izquierda se aislaron y se canularon con un catéter transductor de presion (Millar, SPR-612,
1.2 Fr). A continuacion se realizaron las siguientes medidas: frecuencia cardiaca, PA sistélica y diastélica, presién
arterial media, presién sistélica y diastélica final del ventriculo izquierdo, y + y -dP/dt. Son de especial utilizad las
mediciones de la presion sistdlica y diastdlica final del ventriculo izquierdo, cuya elevacién progresiva se correlaciona
con el grado de dafo del miocardio.

Tamano del infarto:
Las ratas se sacrificaron para medir el tamafio del infarto usando la metodologia TTC.
Morfometria

La densidad de microvasos [microvasos/mm?] se medira en la zona infartada, zona peri-infartada, y en el miocardio no
afectado opuesto al infarto, normalmente la pared posterior. De cada rata se registraron digitalmente 7-10 imagenes
microscopicas de alto campo [x400] con miocitos seccionados de forma transversal usando un programa informatico
de analisis de imagen. Un investigador enmascarado cuenta los microvasos. La microcirculacion se definira como los
vasos mas alla de las arteriolas de tercer orden con un didmetro de 150 micrometros o0 menos, que alimentan al tejido
comprendido entre las arteriolas y las vénulas. Para corregir las diferencias debidas a la hipertrofia ventricular
izquierda, la densidad de microvasos se dividira por el peso de LV corregido segun el peso corporal. El miocardio de
ratas sometidas a una operacion quirtrgica simulada se utilizar4 como control.

Ejemplo 11: Efectos de los antagonistas de aV33 sobre el efecto proangiogénico de T4 o FGF2: El inhibidor de
aVB3, LM609, inhibié completamente los efectos proangiogénicos inducidos por FGF2 o T4 en el modelo CAM a 10
microgramos (Figura 16).

Ejemplo 12: Inhibicion del crecimiento de nuevos vasos sanguineos relacionados con el cancer.

Un protocolo descrito en J. Bennett, Proc Natl Acad Sci USA 99:2211-2215, 2002, se utiliz6 para la administraciéon de
acido tetrayodotiroacético (Tetrac) a ratones SCID que habian recibido implantes de células de cancer de mama
humano (MCF-7). El tetrac se proporcioné en agua potable para aumentar el nivel en circulaciéon del analogo de la
hormona en el modelo de raton hasta 10° M. El criterio de valoracion es la accion inhibidora del tetrac sobre la
angiogénesis alrededor de los tumores implantados.

Ejemplo 13: Efecto estimulante de la proangiogénesis de la hormona tiroidea y sus analogos en niveles
subumbral de VEGF y FGF2 en un modelo de brotes tridimensional in vitro de tejido endotelial microvascular

Tanto Ts, Ts4, Ts-agarosa, como el factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2) junto con el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) produjeron un efecto pro-angiogénesis comparable en el modelo de brotes tridimensional
in vitro de tejido endotelial microvascular. El efecto pro-angiogénesis de los analogos de la hormona tiroidea quedaron
blogueados por PD 98059, un inhibidor de la cascada de transduccion de la sefial de la proteina quinasa activada por
mitégeno (MAPK; ERK1/2). Adicionalmente, un antagonista (XT199) especifico de la integrina avf3 inhibié el efecto
pro-angiogénesis de cualquiera de los analogos de la hormona tiroidea o de Ts-agarosa. Los datos también
demuestran que el antagonista de la hormona tiroidea Tetrac inhibe la respuesta pro-angiogénesis del analogo del
tiroides. Por tanto, estos analogos de la hormona tiroidea ensayados son pro-angiogénicos, una accién que se inicia en
la membrana plasmatica y que implica a los receptores de la integrina av33, y es dependiente de MAPK.

Esta divulgacion describe un efecto estimulante de la pro-angiogénesis de Ts, T4, 0 T4-agarosa en niveles subumbral
de VEGF y FGF2 en un modelo de brotes tridimensional in vitro de tejido endotelial microvascular. Esta divulgacion
también proporciona evidencia de que el efecto de la hormona se inicia en la membrana plasmatica de la celular
endotelial y que estda mediada por la activacién de la integrina avf3 y la ruta de transduccion de la sefial ERK1/2.

Se demostré la potenciacion mediante T3, T4 0 T4-agarosa de la actividad de angiogénesis de bajas concentraciones
de VEGF y FGF2 en el modelo de ensayo de brote tridimensional. Tanto Ts, Tsa 107-10° M, o0 T4-agarosa a 107 M de
concentraciébn de hormona total fue comparable, en su actividad pro-angiogénesis, con el efecto de las
concentraciones maximas de VEGF y FGF2 en este modelo in vitro. Aunque se ha notificado que el crecimiento de
nuevos vasos sanguineos en el corazon de la rata se produce en paralelo con la induccién de la hipertrofia del
miocardio mediante una dosis alta de T4, no se ha considerado a la hormona tiroidea como un factor angiogénico. El
presente ejemplo establece que la hormona en concentraciones fisiolégicas es pro-angiogénica en un escenario
diferente al corazon.

Ts-agarosa reprodujo los efectos de T4, y se cree que este derivado de la hormona tiroidea no consigue acceder al
interior de la célula; se ha utilizado en el laboratorio de los inventores para examinar modelos de accion de la hormona

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2535134713

para determinar posibles acciones de las yodotironinas iniciadas en la superficie celular. Ademas, los experimentos
realizados con T4 y tetrac también respaldan la conclusion de que la accién de la T4 en este modelo se inicié en la
membrana plasmatica. Tetrac bloquea los efectos de T4 iniciados en la membrana.

Como la hormona tiroidea activa de forma no gendmica la ruta de transduccion de la sefial MAPK (ERK1/2), la accién
de la hormona sobre la angiogénesis puede estar mediada por MAPK. Cuando se afiade al modelo CAM un inhibidor
de la cascada MAPK, PD 98059, inhibié la accién pro-angiogénica de la T4. Aunque este resultado es consistente con
una accién sobre la transduccion de la sefial de la hormona tiroidea corriente arriba de un efecto de T4 sobre la
elaboracion de FGF2, se sabe que FGF2 también actia mediante un mecanismo dependiente de MAPK. T4 y FGF2
ocasionan individualmente la fosforilacion y la translocacion nuclear de ERK1/2 en células endoteliales y, cuando se
utiliza en dosis submaximas, se combina para potenciar ain mas la activacién de ERK1/2. Para examinar la posibilidad
de que solamente el componente dependiente de MAPK de la estimulacion hormonal de la angiogénesis esté
relacionado exclusivamente con la accién de FGF2 sobre el crecimiento de los vasos, se midio la liberacién celular de
FGF2 en respuesta a T4 en presencia de PD 98059. El ultimo agente bloqueé el aumento inducido por la hormona en
la concentracién del factor de crecimiento e indic6 que la activacién de MAPK esta implicada en la accion de la T4 sobre
la liberacion de FGF2 desde las células endoteliales, asi como el consiguiente efecto de FGF2 sobre la angiogénesis.

Efecto de la hormona tiroidea sobre la angiogénesis

Tanto T4, T3, 0 T4-agarosa a 0,01-0,1 uM dieron como resultado una estimulacién significativa (P < 0,01) de la
angiogénesis (Tabla 4). Se demuestra que esto es comparable a la eficacia pro-angiogénesis de FGF2 (50 ng/ml) mas
VEGF (25 ng/ml).

Tabla 4. Efecto de los factores de crecimiento, hormona tiroidea, y sus analogos sobre la pro-angiogénesis en el
ensayo de brotes tridimensional in vitro de tejido endotelial microvascular

Grupos de tratamiento Longitud media del tubo del vaso (mm) * SD
Control 0,76 + 0,08
FGF2 (25 ng) + VEGF (50 ng) 2,34 +0,25*
T3 (20 ng) 1,88 £0,21*
T4 (23 ng) 1,65 +0,15*
T4-agarosa (23 ng) 1,78 + 0,20

Los datos (promedio £SD) se obtuvieron de 3 experimentos. Las células se pretrataron con un nivel subumbral de
FGF2 (1,25 ng/ml) + VEGF (2,5 ng/ml).

Los datos representan promedio + SEM, n = 3, *P <0,01 mediante ANOVA, comparacion del tratado con e
control.

Efectos del Tetrac sobre la accidn pro-angiogénesis del tiroides:

Ts estimula las rutas de transduccion de la sefal celular iniciadas en la membrana plasmatica. Estas acciones
pro-angiogénesis quedan bloqueadas por un analogo desaminado de la yodotironina, tetrac, que se sabe que inhibe la
unién de T4 a las membranas plasmaticas. La adicion de tetrac (0,1 uM) inhibi6é la accién pro-angiogénesis de
cualquiera de T3, T4, 0 Ts-agarosa (Tablas 5-7). Esto se demuestra por la inhibicién del nimero de células del tejido
endotelial microvascular que migran y la longitud de los vasos (Tabla 5-7).

Papel de la ruta de transduccion de la sefnal ERK1/2 en la estimulacion de la angiogénesis mediante la
hormona tiroidea:

Se realizaron en paralelo estudios sobre la inhibicion de ERK1/2 en los ensayos de formacion de brotes
microvasculares tridimensionales. La hormona tiroidea y su andlogo a 0,01-0,1 puM ocasionaron un aumento
significativo en la longitud del tubo y el nimero de células que migran, un efecto que quedé significativamente
bloqueado (P < 0,01) mediante PD 98059 (Tablas 5-7). Esto se demuestra por la inhibicion del nimero de células del
tejido endotelial microvascular que migran y la longitud de los vasos (Tabla 5-7).

Papel de la integrina avB3 en la estimulacion de la angiogénesis mediante la hormona tiroidea:

La pro-angiogénesis mediada por cualquiera de Ts, T4 0 Ts-agarosa a 0,01-0,1 uM en presencia de niveles sub-umbral
de VEGF y FGF2 quedd bloqueada (P < 0,01) significativamente mediante el antagonista de la integrina av3, XT199
(Tablas 5-7). Esto se demuestra por la inhibicion del nimero de células del tejido endotelial microvascular que migran
y la longitud de los vasos (Tabla 5-7).

Por tanto, el efecto pro-angiogénesis de la hormona tiroidea y sus analogos comienza en la membrana plasmatica con
la integrina avB3 e implica la activacion de ERK1/2.
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Tabla 5: Mecanismo de la pro-angiogénesis de la hormona tiroidea T3 en el ensayo de brotes tridimensional in vitro de
tejido endotelial microvascular

Tratamiento con HDMEC Numero medio de células migradas + SD Lonmtu(?nrr:?(ilasgel YASO
Control 88+ 14 0,47 + 0,06
Ts (0,1 uM) 188 + 15* 0,91 +0,04*
Ts (0,1 uM) + PD98059 (3 ug) 124 + 29 0,48 + 0,09
Ts (0,1 uM) + XT199 (2 ug) 118 £ 18 0,47 + 0,04
T3 (0,1 uM) + tetrac (0,15 ug) 104 + 15 0,58 + 0,07

Se utilizaron células endoteliales microvasculares dérmicas humanas (HDMEC). Las células se pretrataron con
FGF2 (1,25 ng/ml) + VEGF (2,5 ng/ml). Se obtuvieron imagenes a 4 y 10X, dia 3. Los datos representan promedio +
SD,n=3*P<0,01.

Tabla 6: Mecanismo de la pro-angiogénesis de la hormona tiroidea T4 en el ensayo de brotes tridimensional in vitro de
tejido endotelial microvascular

Tratamiento con HDMEC Numero medio de células migradas + SD Lonmtu(?nrr:?(ilasgel YASO
Control 88+ 14 0,47 + 0,06
T4 (0,1 uM) 182 £ 11* 1,16 £ 0,21*
T4 (0,1 uM) + PD98059 (3 ug) 110 = 21 0,53+0,13
T4 (0,1 uM) + XT199 (2 ug) 102 £ 13 0,53 + 0,05
T4 (0,1 uM) + Tetrac (0,15 ug) 85 + 28 0,47 +0,11

Se utilizaron células endoteliales microvasculares dérmicas humanas (HDMEC). Las células se pretrataron con
FGF2 (1,25 ng/ml) + VEGF (2,5 ng/ml). Se obtuvieron imagenes a 4 y 10X, dia 3. Los datos representan promedio +
SD,n=3*P<0,01.

Tabla 7:Mecanismo de la pro-angiogénesis de la hormona tiroidea Ts-agarosa en el ensayo de brotes tridimensional in
vitro de tejido endotelial microvascular

NUmero medio de células migradas +

Tratamiento con HDMEC

Longitud media del vaso (mm) £ SD

SD
Control 88+ 14 0,47 + 0,06
Ts-agarosa (0,1 uM) 191 £13* 0,97 £ 0,08"
T4-agarosa (0,1 uM) + PD98059 (3ug) | 111 £8 0,56 + 0,03
Ts-agarosa (0,1 uM) + XT199 (2 ug) 106 £5 0,54 £ 0,03
Ts-agarosa (0,1 uM) + Tetrac (0,15ug) | 87 £ 14 0,45 £ 0,09

Se utilizaron células endoteliales microvasculares dérmicas humanas (HDMEC). Las células se pretrataron con
FGF2 (1,25 ng/ml) + VEGF (2,5 ng/ml). Se obtuvieron imagenes a 4 y 10X, dia 3. Los datos representan promedio +
SD,n=3,* P<0,01.

Ejemplo 14: Modelo in vitro para evaluar el transporte de los analogos poliméricos tiroideos a través de la
barrera hematoencefalica

Se describe a continuacion un método in vitro para evaluar la facilidad con la que un analogo polimérico tiroideo, solo o
junto con factor de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos pueden atravesar la barrera hematoencefalica.
Se proporciona una descripcién detallada del modelo y el protocolo en Audus, et al., Ann. N.Y. Acad. Sci 507: 9-18
(1987).

En resumen, las células endoteliales de los microvasos se aislaron de la materia gris cerebral de cerebros de bovino
frescos. Los cerebros se obtuvieron de un matadero local y se transportaron hasta el laboratorio en medio minimo
esencial ("MEM") con antibiéticos y hielo. En condiciones de esterilidad se retiraron los vasos sanguineos superficiales
grandes y las meninges usando procedimientos de diseccidon convencionales. La materia gris cortical se elimin6
mediante aspiracion, y después se trituré en cubos de aproximadamente 1 mm. La materia gris triturada se incubd con
dispasa al 0,5 % (BMB, Indianapolis, Ind.) durante 3 horas a 37 °C en un bafo de agua con agitacion. Después de la
digestion de 3 horas, la mezcla se concentré por centrifugacién (1000x g durante 10 min.), se resuspendi6 a
continuacion en dextrano al 13 % y se centrifugd durante 10 min. a 5800x g. La grasa sobrenadante, residuos celulares
y mielina se descartaron, y el aglomerado bruto de microvasos se resuspendi6é en colagenasa/dispasa 1 mg/ml y se
incubd en un bafo de agua con agitacion a 37 °C durante 5 h. Después de la digestion de 5 horas, la suspension de
microvasos se aplicé a un gradiente de Percoll al 50 % ya establecido y se centrifugd durante 10 min a 1000x g. La
banda que contenia las células endoteliales purificadas (segunda banda desde la parte superior del gradiente) se retird
y se lavo dos veces con medio de cultivo (por ejemplo, 50 % MEM/50 % mezcla nutriente F-12). Las células se
congelaron (-80° C) en medio que contenia DMSO al 20 % y suero de caballo al 10 % para uso posterior.
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Tras el aislamiento, aproximadamente 5x10° células/cm?® se sembraron en placas de cultivo o filtros de policarbonato
con un tamarfo de poro de 5-12 mm que estaban recubiertos con colageno de rata y fibronectina. 10-12 dias tras la
siembra de las células, se inspeccionaron las monocapas de células al microscopio para determinar la confluencia.

La caracterizacién de las propiedades morfolégicas, histoquimicas y bioquimicas de estas células ha demostrado que
estas células tienen muchos de los rasgos mas importantes de la barrera hematoencefalica. Estos rasgos incluyen:
uniones intercelulares estancas, falta de aperturas en las membranas, bajos niveles de actividad pinocitica, y la
presencia de gamma-glutamil transpeptidasa, fosfatasa alcalina, y actividades del antigeno del Factor VIIl.

Las células cultivadas se pueden usar en una amplia variedad de experimentos en los que se necesita un modelo de
unién o transporte polarizado. Al sembrar las células en placas multipocillos, se puede realizar la unién al receptor y al
no receptor de moléculas tanto grandes como pequefas. Para realizar las medidas del flujo celular transendotelial, las
células se hicieron crecer sobre filtros de membrana de policarbonato poroso (por ejemplo, de Nucleopore,
Pleasanton, Calif.). Se usaron filtros de tamafio de poro grande (5-12 mm) para evitar la posibilidad de que el filtro se
convierta en una barrera limitante de la velocidad para el flujo molecular. El uso de estos filtros de tamafo de poro
grande no permite el crecimiento celular bajo el filtro y permite la inspeccidn visual de la monocapa de células.

Cuando las células alcanzaron la confluencia, se colocan en un equipo de difusion celular en paralelo (por ejemplo, de
Crown Glass, Sommerville, N.J.). Para las medidas de flujo, la camara donante de la celdilla de difusion se pulsa con
una sustancia de ensayo, a continuacion en varios momentos posteriores al pulso, se toma una alicuota de la camara
receptora para su andlisis. Las sustancias marcadas de forma radioactiva o fluorescente permite la cuantificacion
fiable del flujo molecular. La integridad de la monocapa se mide simultaneamente por la adicién de una sustancia de
ensayo no trasportable tal como sacarosa o inulina y se midieron réplicas de al menos 4 determinaciones con el fin de
garantizar la significancia estadistica.

Ejemplo 15: Modelo de lesion traumatica

El modelo de lesion cerebral por percusion de fluido se utilizd para evaluar la capacidad de los analogos poliméricos de
la hormona tiroidea solos o junto con factores de crecimiento nervioso u otros factores neurogénicos para restaurar las
funciones del sistema nervioso central después de una lesién cerebral traumatica significativa.

1. Procedimiento de lesion cerebral por percusion de fluido

Los animales usados en este estudio fueron ratas Sprague-Dawley macho que pesaban 250-300 gramos (Charles
River). La preparacién quirurgica basica para la lesién cerebral por percusion de fluido ya se ha descrito. Dietrich, et al.,
Acta Neuropathol. 87: 250-258 (1994) que se incorpora al presente documento por referencia. En resumen, las ratas
se anestesiaron con halotano al 3 %, oxigeno al 30 %, y resto de 6xido de nitroso. Se realiz6 la intubacién traqueal, y
las ratas se colocaron en bastidor esterotactico. A continuacion se realizé una craneotomia de 4,8 mm en el la corteza
parietal derecha, 3,8 mm posterior respecto a la bregma y 2,5 mm lateral respecto a la linea central. Se instalé un tubo
de lesién sobre la dura expuesta y se pegd con adhesivo. Se vertié acrilico dental alrededor del tubo de lesién, y el tubo
de lesién de obturé a continuacién con una esponja de espuma de gel. El cuero cabelludo se cerrd mediante sutura y el
animal volvié a su jaula y se dej6 recuperar durante la noche.

Al dia siguiente, la lesion cerebral por percusion de fluido se realizé esencialmente como se ha descrito en Dixon, et al.,
J. Neurosurg. 67: 110-119 (1987) y Clifton, et al., J. Cereb. Blood Flow Metab. 11: 114-121 (1991). El dispositivo de
percusion de fluido consisti6 en un cilindro de plexigas lleno de suero salino provisto de un alojamiento para
transductor y un tornillo de lesién adaptado para el craneo de la rata. El tornillo de metal se conect6 firmemente al tubo
de lesion de plastico de la rata intubada anestesiada (6xido de nitroso al 70 %, halotano al 1,5 %, y oxigeno al 30 %), y
la lesion se indujo mediante el descenso de un péndulo que golpea el pistdn. Las ratas experimentaron una lesion leve
a moderada en la cabeza, en el intervalo de 1,6 a 1,9 atm (162,3 a 192,5 kPa). La temperatura cerebral se control6
indirectamente mediante una sonda termistor insertada en el musculo temporal derecho y que se mantuvo a
37-37.5°C. También se midi6 la temperatura rectal, que se mantuvo a 37 °C antes y durante el periodo de
monitorizacién.

Ensayo conductual:

Se utilizaron tres ensayos funcionales/conductuales normalizados para evaluar la funcién sensorimotora y de reflejos
después de la lesion cerebral. Los ensayos se han descrito completamente en la bibliografia, incluyendo Bederson, et
al., (1986) Stroke 17: 472-476; DeRyck, et al., (1992) Brain Res. 573: 44-60; Markgraf, et al., (1992) Brain Res. 575:
238-246; y Alexis, et al., (1995) Stroke 26: 2338-2346.

A. Ensayo de colocacion de la extremidad anterior

La colocacion de la extremidad anterior frente a tres estimulos separados (visual, tactil, y propioceptivo) se midié para

evaluar la integracion sensorimotora. DeRyck, et al., Brain Res. 573:44-60 (1992). Para el subensayo de colocacién
visual, el investigador sostuvo al animal en posicion vertical y se puso cerca de la superficie de una mesa. La
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colocacion normal de la extremidad sobre la mesa recibi6é una puntuacién de "0," la colocacion retrasada (<2 s) recibié
una puntuacion de "1," y la no colocacién o la colocacién muy retrasada (>2 s) recibié una puntuacion de "2". Se
obtuvieron puntuaciones separadas en primer lugar cuando el animal se acerca y de nuevo cuando el animal se acerca
de forma lateral a la tabla (puntuacion méxima por extremidad =4; en cada caso, los nimeros mds altos denotan
mayores déficits.). Para el subensayo de colocacion tactil, el animal se sujeté de forma que no pudiera ver o tocar la
parte superior de la mesa con sus bigotes. La pata delantera dorsal toca ligeramente la parte superior de la mesa
cuando el animal se acerca y después y después se acerca de forma lateral a la mesa. Cada tiempo de colocacion se
puntué como anteriormente (puntuacion maxima por extremidad =4). Para el subensayo de colocacion propioceptiva,
el animal solamente se acerc6 a la mesa y se aplicé mayor presion a la pata delantera dorsal; la colocacion se puntu6
como anteriormente (puntuacion maxima por extremidad =2). Finalmente, se ensay6 la capacidad de los animales
para colocar la extremidad anterior en respuesta a la estimulacion del bigote con la parte superior de la mesa
(puntuacion maxima por extremidad =2). Después se sumaron las subpuntuaciones para obtener la puntuacion total de
colocacion de la extremidad anterior para cada extremidad (intervalo 0-12).

B. El ensayo de equilibrio sobre una viga

El equilibrio en viga es sensible a los ataques a la corteza motora. Esta tarea se utilizé para evaluar la funcion
vestibulomotora grosera y requirié que una rata se balanceara de forma estacionaria sobre una viga estrecha. Feeney,
et al., Science, 217: 855-857 (1982); Goldstein, et al., Behav. Neurosci. 104: 318-325 (1990). El ensayo implico tres
ensayos de prueba de 60 segundos 24 horas antes de la cirugia para adquirir los datos iniciales. El aparato consistio
en una viga de 3/4 de pulgada (1,91 cm, 10 pulgadas (25,4 cm) de longitud, suspendida 1 pie (0,31 cm) por encima de
la parte superior de una mesa. La rata se coloco sobre la viga y tuvo que mantener una postura estacionaria con todas
las extremidades sobre la parte superior de la viga durante 60 segundos. El comportamiento del animal se puntué con
la escala de Clifton, et al., J. Cereb Blood Flow Metab. 11:1114-121 (1991), con un intervalo de 1 a 6, donde una
puntuacién de 1 es normal y una puntuacion de 6 indica que el animal fue incapaz de sostenerse sobre la viga.

B. El ensayo de deambulacion sobre una viga

Se trata de un ensayo de integracién sensorimotora que examina especificamente la funcién de la extremidad anterior.
El equipo de ensayo y los procedimientos de puntuacion se adaptaron de Feeney, et al., Science, 217: 855-857 (1982).
Una viga de 1 cm de longitud, 4 pies (124 cm) de longitud, se suspendié 3 pies (93 cm) por encima del suelo en una
habitacion iluminada por una luz tenue. En el extremo mas alejado de la viga se colocd una caja meta oscurecida con
una entrada estrecha. Equidistantes a lo largo de la viga se colocaron cuatro tornillos de metal de 3 pulgadas (7,62
cm), en angulacion desde el centro de la viga. Un generador de ruido blanco y una fuente de luz brillante al inicio de la
viga motivaron al animal a atravesar la viga y entrar en la caja meta. Una vez en el interior de la caja meta, los
estimulos finalizaron. La latencia de la rata hasta alcanzar la caja meta (en segundos) y el comportamiento de la
extremidad anterior a medida que atraviesa la viga (basandose en una escala de puntuacién de 1 a 7). Una puntuacion
de 7 indica una deambulacién normal con menos de dos resbalones, y una puntuacién de 1 indica que la rata fue
incapaz de atravesar la viga en menos de 80 segundos. Cada rata se entrené durante tres dias antes de la cirugia para
adquirir la tarea y conseguir un comportamiento normal (una puntuacion de 7) sobre tres ensayos consecutivos. Se
realizaron tres ensayos iniciales 24 horas antes de la cirugia, y se realizaron tres ensayos de prueba el dia posterior.
Se calcularon los valores de la latencia y la puntuacién de cada dia.

Ejemplo 16: Analogos de la hormona tiroidea
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Ejemplo 17: Analogos de acido retinoico
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Ejemplo 18: Analogo de la hormona tiroidea conjugado con acido retinoico
10
|
O
HoN
OH
T4-acido retinoico
|
X
o) |
O
HNT N
HO
T3-acido retinoico
{
L
0] |
-0
15 HO

DITPA-acido retinoico

51



10

15

20

25

ES 2535134713

TETRAC-acido retinoico

Ejemplo 19: Analogos de estibestrol halogenados

Dietil estibestrol

Ejemplo 20: Composiciones de analogos de T4, Estilbesteroles halogenados, y acido retinoico

Acido retinoico-Dietilestilbestrol-acido retinoico

Ejemplo 21: Preparaciones de compuestos para obtencion de imagenes PET

En general, los agentes radiactivos para obtencion de imagenes (Ejemplos 16-20) se preparan haciendo reaccionar
derivados de 4-halobencilo radiactivos con derivados de piperazina. Los preferidos son los derivados de
4-fluorobencilo marcados con F-18 para obtencion de imagenes PET. Un método general para la preparacion de
haluros de 4-fluoro-'® F-bencilo se describe en Iwata et al., Applied Radiation and Isotopes (2000), Vol. 52, pags.
87-92.

52



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2535134713

Ejemplo 22: Preparacion de compuestos para obtencion de imagenes SPECT

Para la tomografia de emision de fotén tnico (SPECT), se prefieren los compuestos marcados con *™Tc. Una ruta
sintética general para este tipo de compuestos comienza con analogos no radiactivos de los compuestos de acuerdo
con los Ejemplos 16-20 que se hacen reaccionar con quelantes de unién a 9mre, por ejemplo quelantes Nz S». La
sintesis de quelantes sigue procedimientos normalizados, por ejemplo, los procedimientos descritos en Mahmood et
al., A N2 S2 - Tetradentate Chelate for Solid-Phase Synthesis: Technetium, Rhenium in Chemistry and Nuclear
Medicine (1999), Vol. 5, p. 71, 0 en Z. P. Zhuang et al., Bioconjugate Chemistry (1999), Vol. 10, p. 159.

Uno de los quelantes se bien se une directamente al nitrégeno del grupo --N(R*)R® de los compuestos no radioactivos
de acuerdo con los Ejemplos 16-20, o mediante un resto enlazador que comprende un radical alquilo que tiene de uno
a diez atomos de carbono, en el que el radical alquilo contiene opcionalmente de uno a diez grupos -C(O)-, uno a diez
grupos -C(O)N(R)-, uno a diez grupos -N(R)C(O)-, uno a diez grupos -N(R)-, uno a diez grupos -N(R)2, uno a diez
grupos hidroxi, uno a diez grupos -G(O)OR-, uno a diez &tomos de oxigeno, uno a diez atomos de azufre, uno a diez
atomos de nitrégeno, uno a diez atomos de halégeno, uno a diez grupos arilo, y uno a diez anillos heterociclicos
saturados o insaturados en el que R es hidrégeno o alquilo. Un resto enlazador preferido es -C(O)--CHz-N(H)-.

Ejemplo 23: T4 es un ligando de la integrina aV33

Para determinar si T4 es un ligando de la integrina aVB3, 2 ug de proteina purificada comercialmente disponible se
incubd con ['®°IT4, y la mezcla se analizé en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante. aVB3 se une a T4
radiomarcado y esta interaccion es perturbada de forma competitiva por T4, que se afnadié a aVB3 antes de la
incubacion con ['#1]T4, de una forma dependiente de la concentracion (Fig. 24). La adicién de T4 no mercado redu!o la
unién de la integrina al ligando radiomarcado en un 13 % para una concentracion total de T4 de 10”7 M total (3x107'° M
de T4 libre), 58 % a 10° M total (1,6x10™° M libre), y la inhibicion de la unién fue maxima para 10° M de T4 no marcado.
Mediante una regresion no lineal se determind la interaccion de la aVB3 con T4 libre para tener un valor de Kd de 333
pM y un valor de CEsy de 371 pM. T3 no marcado fue menos eficaz para desplazar la unién de ["*°I]T4 a aVB3,
reduciendo la sefial en un 28 % a 10 M total de T3.

Ejemplo 24: La unidon de T4 a aV(33 queda bloqueada mediante tetrac, el péptido RGD vy el anticuerpo de la
integrina

Los inventores habian demostrado anteriormente que las rutas de sefalizacion estimuladas por T4 que se activan en
la superficie celular se pueden inhibir mediante el analogo de la yodotironina tetrac, que es la forma de evitar la unién
de T4 a la membrana plasmatica. En el ensayo de unién de radioligando, aunque tetrac 10 M no tuvo efecto sobre la
unién de [‘25I]T4 a aVB3 purificada, la asociacién de T4 y aV33 se redujo en un 38 % en presencia de tetrac 107 M yen
90 % con tetrac 10° M (Fig. 25). Para determinar la especificidad de la interaccién, un péptido RGD, que se une al sitio
de union de la matriz extracelular de aV33, y un péptido RGE, que tiene un resto acido glutamico en lugar de un resto
acido aspartico y por lo tanto no se une a aV3, se anadieron a lo anterior en un intento de desplazar T4 de su unién
con la integrina. La aplicacién de un péptido RGD, pero no de un péptido RGE, reduijo la interaccion de [*°I]T4 con
aVB3 de una forma dependiente de la dosis (Fig. 25).

Para caracterizar adicionalmente la interaccion de T4 con aVB3, se afadieron anticuerpos dirigidos contra aV33 o
aVB5 a aVB3 purificado antes de la adicién de [‘25I]T4. La adiciéon de 1 ug/ml del anticuerpo monoclonal de aV3,
LM609, redujo la formacion del complejo entre la integrina y T4 en 52 %, en comparacion con las muestras de control
no tratadas. El aumento de la cantidad de LM609 a 2 ug, 4 ug, y 8 ug/ml disminuy®6 la intensidad de la banda en 64 %,
63 % y 81 %, respectivamente (Fig. 26). Se observaron resultados similares cuando un anticuerpo monoclonal de
aVB3 diferente, SC7312, se incub6 con la integrina. SC7312 redujo la capacidad de T4 para unirse a aVB3 en 20 %
con 1 pg/ml del anticuerpo presente, 46 % con 2 ug, 47 % con 4 ug, y en 59 % cuando estuvieron presentes 8 ug/ml de
anticuerpo. La incubacion con anticuerpos monoclonales de aV y 33, independientemente, no afect6é a la union de
['®I]T4 a aVB3, lo que sugiere que la asociacién requiere que el bolsillo de unién generado a partir del complejo
heterodimérico de aVB3 y no necesariamente una region especifica de cualquiera de los mondémeros. Para verificar
que la reduccién en la intensidad de la banda se debia al reconocimiento especifico de aVB3 por los anticuerpos, se
incub6 aVB3 purificado con un anticuerpo monoclonal de aVR5 (P1F6) o IgG de raton antes de la adicion de [**°1]T4,
ninguno de los cuales tuvo influencia sobre la formacién del complejo entre la integrina y el radioligando (Fig. 26).

Ejemplo 25: La activacion de MAPK estimulada por T4 esta bloqueada por inhibidores de la union de
hormonas y de la integrina aV33

Se estudio la translocacion nuclear de MAPK fosforilado (pERK1/2) en células CV-1 tratadas con niveles fisioldgicos
de una concentracion total de hormonas de 107 M de T4, 10"° M de hormonas libres) durante 30 min. Consistente con
los resultados que los inventores habian notificado previamente, T4 indujo la acumulacion nuclear de MAPK fosforilado
en células CV-1 en 30 min (Fig. 27). La preincubacion de células CV-1 con las concentraciones indicadas de
antagonistas de aVB3 durante 16 h redujo la capacidad de T4 de inducir la activacién y la translocacién de MAPK. La
aplicacién de un Eéptido RGD a 10® y 10”7 M tuvo un efecto minimo sobre la activacion de MAPK. Sin embargo, el
péptido RGD 10™ M inhibi6 la fosforilacion de MAPK en un 62 % en comparacién con los cultivos del control y la
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activacion se redujo maximamente cuando estuvieron presentes 10° M de RGD (85 % de reduccion) y 10™* M de RGD
(87 % de reduccion) en el medio de cultivo. La adicion del péptido RGE no especifico al medio de cultivo no tuvo efecto
sobre la fosforilacién de MAPK y la translocacién nuclear tras el tratamiento con T4 en células CV-1.

Tetrac, que evita la unién de T4 a la membrana plasmatica, es un inhibidor eficaz de la activacion de MAPK inducida
por T4. Cuando estuvo presente a una concentracion de 10 M con T4, tetrac redujo la fosforilacion y la translocacion
de MAPK en un 86 % cuando se compard con cultivos tratados con T4 solo (Fig. 27). La inhibicién aumenté en un 97 %
cuando se afadieron 10 M de tetrac al medio de cultivo durante 16 h antes de la aplicacién de T4. La adicion del
anticuerpo monoclonal LM609 dirigido contra aVB3 al medio de cultivo 16 h antes de la estimulacion con T4 redujo
también la activacién de MAPK inducida por T4. LM609 a 0,01 y 0,001 pug/ml de medio de cultivo no afecta la activacion
de MAPK tras el tratamiento con T4. Aumentando la concentracion de anticuerpo en el medio de cultivoa 0,1, 1,y 10
pg/ml redujeron los niveles de MAPK fosforilado que se encuentran en las fracciones nucleares de las células en un
29 %, 80 %, y 88 %, respectivamente, cuando se compararon con células tratadas solo con T4.

Se transfectaron transitoriamente células CV1 con ARNip de aV, 83 o aV y B3 y se dejaron recuperar durante 16 h
antes de colocarse en medio exento de suero. Tras el tratamiento con T4 durante 30 min, Se recogieron las células y
cualquier proteina nuclear o se extrajo el ARN. La Figura 28A demuestra la especificidad de cada ARNip para la
subunidad de la integrina diana. Las células CV-1 transfectadas tanto con ARNip de aV o ARNip aV y 3 mostré una
disminucion de productos de la RT-PCR de la subunidad aV, pero no hubo diferencia en la expresién del ARNm de aV
cuando se transfectaron las células con el ARNip especifico de 33, o cuando se expone al reactivo de transfeccién en
ausencia de ARNip exdgeno. De manera similar, las células transfectadas con ARNip de 33 tienen niveles reducidos
de ARNm de B3 pero niveles relativamente inalterados de ARNip de aV. La adicién de T4 durante 30 min no altera los
niveles de ARNm tanto para aV o 33, sin tener en cuenta el ARNip transfectado en las células.

Los niveles de MAPK activados se midieron mediante transferencia western en células CV-I transfectadas con ARNip
a aV y B3, tanto individualmente como en combinacion (Fig. 28B). Células CV-I tratadas con ARNip del control
negativo codificado tuvieron niveles ligeramente elevados de MAPK activado indujeron T4 cuando se compararon con
la linea de células precursoras. Las células expuestas al reactivo de transfeccién muestran solo niveles y modelos
similares de fosforilacion de MAPK como las células CV-1 no transfectadas. Cuando cualquiera entre ARNip de aV o
ARNip de B3, solo o en combinacién, se transfect6 en células CV-1, se elevd el nivel de MAPK fosforilado en cultivos
tratados con vehiculos, pero se inhibi6 la capacidad de T4 de inducir una elevacién adicional de los niveles de MAPK.

Ejemplo 26: La angiogénesis inducida por hormonas queda bloqueada por anticuerpos dirigidos contra aV33
La angiogénesis esta estimulada en el ensayo CAM mediante la aplicacién de concentraciones fisiologicas de T4 (Fig.
29A y resumida en la Fig. 29B). T4 10" M colocado en el disco de filtro CAM indujeron la formacién de ramificaciones
en 2,3 veces (P <0,001) cuando se compararon con membranas tratadas con PBS. Propiltiouracilo, que evita la
conversion de T4 a T3, no tiene efecto sobre la angiogénesis producida por T4. La adicion de un anticuerpo
monoclonal, LM609 (10 pg/disco de filtro), dirigido contra aV3, inhibid la respuesta proangiogénica a T4.

Ejemplo 27: Conjugados de polimeros biocompatibles de analogos de hormonas tiroideas para la
administracion a corto y largo plazo

Bosquejo 1:

Andlogos de hormonas tiroideas:

Tetrac
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Bosquejo 2: Modelos moleculares que muestran la vista en 3 D de la topografia y geometria y molecular en modelos
de barras, bolas y barras, disco y espacio s6lido para su evaluacion comparativa.

5 Modelo de barra: Moléculas en dos conjuntos que muestran la densidad molecular en el conjunto inferior.

Conjunto 1: Triac y Tetrac (yodos en amarillo, oxigenos en rojo)

10

Conjunto 2

15

Modelo de bolas y barras: Triac y Tetrac -conjunto inferior que muestra la densidad molecular y la alineacion
topografica.

20 Conjunto 1

Conjunto 2
25
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Modelo de disco: Triac y Tetrac

Modelo de espacio sdlido: Triac y Tetrac

Analogos de hormonas tiroideas y actividad anticancerosa:

Los metabolitos de las hormonas tiroideas Triac y Tetrac se usan en el tratamiento del cancer de tiroides para el
enriquecimiento y como tratamiento sustituto para sus necesidades.

Hormonas tiroideas comercialmente disponibles y sus analogos:

Existen algunos nombres comerciales de hormonas tiroideas sintéticas disponibles en el mercado que incluyen
Unithroid®, Levothroid®, Synthroid® y Levoxyl®. Existen formulaciones genéricas del tipo Levo-T®, Levothyroxine
Sodium® y Novothyrox®.

Las hormonas tiroideas naturales se comercializan como suplementos alimenticios en forma seca y en polvo obtenidos
a partir de glandulas tiroideas de animales sacrificados. Esta pildora de producto desecado puede contener proteina
animal no deseada, un equilibrio inadecuado de los compuestos T3 y T4 y los aglutinantes sintéticos que es menos
recomendado para el consumo humano. La relacion de T3 a T4 puede variar entre lotes dependiendo de la glandula
del animal y no se ha encontrado que sea constante para ninguna administracion correcta en sujetos humanos. La
complicacion en la dosis, la administracién y la disponibilidad en el sistema es un argumento para una dosis
normalizada, constante, limitada y un régimen de liberacién temporal para un consumo humano seguro y otros usos
tépicos.

Sistema de liberacién regulada de hormonas tiroideas:

Hasta el momento no esta disponible un régimen especifico y normalizado de tratamiento para el tratamiento de
sustitucion de hormonas tiroideas en pacientes estadounidenses. Los inventores estan proponiendo un sistema de
liberacion lenta permanente a largo plazo de los constituyen tiroideos individuales basado en las necesidades
personalizadas preclasificadas para la dosis, el perfil de actividad y respuesta deseados en los sistemas de ensayo.
Los inventores conseguiran esto a través de la administracion de constituyentes tiroideos unidos a polimeros en el sitio
de estos productos para definir la dosis y en una distribucion limitada. Los conjugados (Fig. 3 - un bosquejo) tendran
una capacidad de liberacion a corto y largo plazo conseguida a través de caracteristicas hidrolizables y no
hidrolizables. Esto conseguira la administracién del nivel minimo de dosis para las propiedades cardiovasculares y de
cicatrizacion de heridas especificas.
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Bosquejo 3: Conjugados poliméricos ordenados y aleatorios -

(R U U U

e

2 )
EREER

iss

O = Farmaco/Compuesto organico/ Entidad que se conjuga
Plantillas poliméricas usuales para el farmaco/API del conjugado

Sistemas de Administracion de conjugados:

Entre los sistemas de administracién en desarrollo, estdn ganando terreno las entidades quimicas conjugadas a
polimeros sintéticos. Estan disponibles varios grupos secundarios de origen sintético; natural y biopolimérico con
polimeros con una estructura biodegradable eficaz y estan en uso en el mercado. Estan disponibles polialquil glicoles,
poliésteres, polianhidridos, polisacaridos, y poliaminoacidos para la conjugacion dependiendo de la caracteristica final
del producto conjugado en términos de su hidrofilicidad, naturaleza hidréfoba, hidrélisis por enzimas, cofactores y
acidos biolégicamente disponibles in vivo asi como en sistemas in vitro a tal fin.

Conjugacion Polimérica-Sintesis y Purificacion:

Los inventores estan proponiendo una biblioteca de productos conjugados (véase la Fig. 6 y la Tabla 1) para los
productos conjugados de polimeros controlados, hidrolizables asi como no hidrolizables incluyendo los biopolimeros.
Se derivara un caso de ensayo a partir de cada categoria de productos poliméricos para su estudio detallado en
términos de su administracion que cubre la farmacocinética, el transporte, la vida media y la degradacion y/o los datos
de la erosion. Se intentard también preparar la serie como un disefio simultaneo o de biblioteca de sintesis
combinatoria ajustado a la clase de reaccion quimica similar para el sustrato y los polimeros variables que utilizan
DCC, DCC/HOBt y otros reactivos solubles en agua que incluyen la colocacién de un enlazador y estrategias sintéticas
basadas en ésteres de NHS comunmente utilizados con vistas a desarrollos futuros en la conjugacion polimérica
combinatoria de sintesis paralela. Las instalaciones disponibles del sintetizador en PRI se utilizaran dirigidas hacia
este efecto y cada producto se purificara individualmente para la adecuabilidad de los sistemas de ensayos biolégicos.

Bosquejo 4: Estructuras representativas de conjugados poliméricos procedentes de cadenas de polimeros naturales,
sintéticos y polipeptidicos.
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O

ll/@\R
\B)/\o

n = longitud de la cadena
R=H, PEG bifuncional-unido a T3
R=I, PEG bifuncional unido a T4

PEG basado en compuestos tiroideos Sistemas de administracion conjugados a polimeros

o)
OH

HoN

Metoxi-PEG unido a T4 Conjugado polimérico de producto tiroideo
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R = Unidad de repeticion de cadena de HEMA

Conjugado de T4 unido a Poli (HEMA)

R

0,0
C.)OII\IH

CH,
A

Conjugado inmovilizado Poli-(anhidrido vinil-co-maleico)

A = Constituyente tiroideo (conjugado a través del extremo amina)

)

NH/U\A
O  CHg 0
(0]
R{O\)/U\O/kﬂ/ \/U\NH |
HsC o CHsz 0

R = Unidad de repeticion de cadena
A = Constituyente tiroideo (conjugado a través del extremo carboxilo)

Conjugado inmovilizado a poli-(lactida-co-lisina)

0= 0—R, OH o O=— 0—R
) O
Rl 1o 0 HO
OH NH OH

=

O"CH,3

R1 = Cadena de monémeros de sacarido
R2 = Constituyentes tiroideos

OH

Conjugados unidos a acido hialurénico
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R = Constituyentes tiroideos T3/T4/DITPA/GC-1

Constituyentes tiroideos inmovilizados en poliamidoamina multifuncional

5
OH OH OH

(0] 0] o (o)

NH NH NH l

H—rlxj NH NH NH o) A
H (o] o o n
OH OH OH OH |
A = Constituyente tiroideo seleccionado conjugado
Conjugado polipeptidico tiroideo mobilizado
10

Conjugados poliméricos- Caracterizacion fisica y quimica:

Se realizara mediante un anadlisis espectro-analitico y cromatografico de los compuestos unidos a polimero utilizando
RMN(Campo alto y bajo Protones y carbono, DEPT, HOMOCOSY & HETEROCOSY/HETCOR donde sea aplicable),

15 IR, EM, HPLC, andlisis de degradacién térmica y ambiental para la adecuabilidad de la estabilidad y perfil de la
velocidad de degradacién.
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Estudios de liberacion y estabilidad:

Se realizara un andlisis de HPLC detallado para los analisis de liberacién cuantitativos basandose en el protocolo
establecido por los inventores para los productos tiroideos individuales, es decir, GC-1, T3, T4 y DITPA asi como Triac
y Tetrac junto con el polimero individual y el perfil cromatografico y espectroanalitico del producto conjugado a
polimero.

Criterios de compatibilidad de polimeros para la conjugacion:

Se han disefiado polimeros biodegradables y biocompatibles como vehiculos probables para vehiculos de
administracion a largo plazo y corto plazo que incluyen conjugados poliméricos no hidrolizables (tabla 1). Los PEG y
PEO son los polimeros con extremos hidroxilo mas comunes con una amplia gama de pesos moleculares a
seleccionar a fines de solubilidad (modo de vehiculo facil), tiempos de degradacion y velocidad de conjugacién. Se
empleara también un extremo protegido con metoxi-PEG como un vehiculo de cadena lineal capaz de hincharse y
reducir por tanto los estimulos para obtener la proteina unida o de adherirse durante el transporte subcelular.
Determinados copolimeros de etileno y acetato de vinilo, es decir, EVAc que tienen una biocompatibilidad
excepcionalmente buena, cristalinidad baja y naturaleza hidréfoba son candidatos ideales para la encapsulacién
mediada por un vehiculo de administraciéon de farmacos.

Se utilizaran polimeros con una vida media demostrada alta y propiedades de retencién en el sistema a fines de
conjugacién. Entre los polimeros biodegradables mas comunes y recomendados se usaran polimeros procedentes de
acido lactico y glicolico. Los copolimeros de L-lactida, y L-lisina son utiles debido a su disponibilidad de grupos
funcionales amina para la formacién del enlace amida y esto sirve como un sitio de union covalente duradero del
vehiculo y el compuesto tiroideo transportable unidos juntos a través del resto carboxi en todos los constituyentes
tiroideos.

Los polisacéaridos se producen naturalmente a partir de celulosa, quitina, dextrano, ficol, pectina, carragenato (todos
los subtipos), y alginato y algunos de sus derivados semisintéticos son vehiculos ideales debido a su elevada
biocompatibilidad, biosistemas familiares de productos de degradacién (monosacaridos de glucosa y fructosa),
naturaleza hidréfila, solubilidad, inmovilizacion de proteinas/interaccion para estabilidad a largo plazo de la matriz
polimérica. Esto proporciona una cubierta para la proteccion extra de la matriz polimérica procedente de la
degradacién en el tiempo y la adicién a la vida media del conjugado.

Las proteinas y polipéptidos procedentes de albumina de suero, colageno, gelatina y poli-L-lisina, poli-L-alanina,
poli-L-serina y aminoacidos naturales basados en transportadores de farmacos con ventaja de biodegradacion,
biocompatibilidad y tiempos de liberacién moderados de la molécula transportadora. La poli-L-serina es de interés
adicional debido a sus derivados de cadena diferentes, por ejemplo, éster de poliserina, poliserina imina y estructuras
poliméricas de poliserina convencionales con sitios disponibles para la conjugacién covalente especifica.

Se han usado con frecuencia hidrogeles sintéticos procedentes de polimeros derivados de metacrilato en aplicaciones
biomédicas debido a su similitud en tejidos vivos. Los hidrogeles sintéticos mas ampliamente usados son polimeros de
acido acrilico, acrilamida y 2-hidroxietil metacrilato (HEMA). Los poli HEMA son baratos, biocompatibles, con
funcionalidad de alargamiento de la cadena secundaria del alcohol primario disponible para la conjugacién y
configurada para aplicaciones oculares, intraoculares y otras aplicaciones oftalmicas que las convierten en perfectos
materiales de administracién de farmacos. Los pHEMA son inmunes a la unién celular y proporcionan una motilidad
celular cero que los convierten en candidatos ideales para sistemas de administracion interna.

Se ha conseguido la conjugacion del analogo tiroideo sintético DITPA mediante un programa de disefio de bibliotecas
dando como resultado el desarrollo de productos conjugados de DITPA bruto. Se esté realizando en la actualidad el
acoplamiento de los polimeros hidréfilos PVA y PEG mediado por la dicicolhexil carbodiimida y por otros reactivos de
acoplamiento de naturaleza hidréfila e hidrofoba.

El disefio para la evolucién de sintesis de bibliotecas en un sintetizador en fase solida esta en sus etapas finales y se
implantara un modelo para su cribado de alto rendimiento (HTS) basandose en la coincidencia del sistema de ensayo
y en criterios paramétricos. Se acumularan los analisis estadisticos para el tiempo de administracion, la vida media y la
estabilidad concebida de los conjugados a fines del andlisis de administracion de estructuras (SDA). Lo que sigue es
una lista de conjugados poliméricos previstos para la preparacién (Tabla 8).

Tabla 8: Biblioteca de conjugados poliméricos disefiados para posibles preparaciones basandose en reactividades por
clase quimica y datos de estabilidad.

o . . Propiedades (H hidrolizable, NH no hidrolizable,
N® de serie Polimero RR Liberacién retardada)
1 PEO H
2 m-PEG H
3 PVA Hidroéfilo, H

61



ES 2535134713

4 PLLA Hidroéfilo, H
5 PGA Hidrdfilo, H
6 Poli L-Lisina NH
7 Seroalblmina humana Proteina, NH
Derivados de celulosa (Carbometoxi/ etil/ . L.
8 hidroxipropil) ( Polisacéarido, RR
9 Acido hialurénico Polisacérido, RR
10 Folato unido a ciclodextrina/dextrano RR
11 Sarcosina/ polimero separado por RR
aminodacido
12 Alginato/ carragenato Polisacéarido, RR
13 Pectina/ Quitosan Polisacérido, RR
14 Dextrano Polisacérido, RR
15 Colageno Proteina, NH
16 Poliamina Aminico, NH
17 Polianilina Aminico, NH
18 Polialanina Peptidico, RR
19 Politriptéfano Peptidico, NH/ RR
20 Politirosina Peptidico, NH/ RR
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REIVINDICACIONES

1. Un agente antiangiogénesis para su uso en el tratamiento del glioma o el cancer de mama, en donde el agente
antiangiogénesis es acido tetrayodotiroacético (TETRAC) o &cido triyodotiroacético (TRIAC), o una de sus
combinaciones, y en donde el agente antiangiogénesis actla en la superficie celular para inhibir un agente
proangiogénesis y en donde el agente antiangiogénesis se conjuga con un polimero mediante un enlace covalente.

2. Un agente antiangiogénesis para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el agente antiangiogénesis es
para su administracion por via parenteral, oral, rectal o topica, o una de sus combinaciones.

3. Un agente antiangiogénesis para el uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2 en el que el agente

antiangiogénesis se administra simultaneamente con uno o mas tratamientos antiangiogénesis o agentes
quimioterapéuticos diferentes.
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: o i
PBS T3 (1nM)  T3(01 uM) y

g
Fig. 1A

/'
T,y T5 estimulan la angiogénesis en el

modelo de membrana corioalantoidea

Tratamiento indice de angiogénesis
PBS 63 10

T3 (1 nM) 121 18**
T, (0,1 uM) 155 11%*
\ /)
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kﬂ ..
T4 + Tetrac

!!‘ i g

T4-ag + Tetrae

T,-ag

-
Fig.2B

-
Resumen de los efectosde T,y T, -
agarosa y tetrac sobre la angiogénesis
Tratamiento indice de angiogénesis
PBS 67 9
T4 (0,1 uM) 156 16%*
Tetrac (0,1 uM) 76 9
T4 + tetrac 66 6
T4 -agarosa (0,1 pM) 194 28**
L T4 -agarosa + tetrac 74 7

-
Fig. 2C
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T4(0,05 JLM) FGF2
: (0,5 pg/ml) + T4 i
N

Fig.3A

Ir‘i'_
Efectos de FGF2 y T, sobre la angiogénesis

Tratamiento indice de angiogénesis
PBS 86 11
FGF2 (0,5 pg/ml) 126 17*
FGF2 (0,1 pg/ml) 1L
T4 (0,5 pM) 115 4*
T4+ FGF2(0,5 ug/mil) 167 10**

.
Fig.38
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- PBS  FGF2(1 pg/mi).FGF2 + FGF2-ab
| —— ..._? % = . ik

T, (0,1iM) - T4+FGF2-ab

¥,
- Y_
Fig. 4A
Efectos del anticuerpo de FGF2 sobre la
angiogénesis estimulada por T,y FGF2
Tratamiento indice de angiogénesis

PBS 92 10
FGF2 (1,0 pg/ml) 187 17*
FGF2 + FGF2-ab 118 7

T4 (0,1 pM) 142 12*%
T4+ FGF2-ab 96 10

\
v
Fig.4B

67



ES 2535134 T3

PBS T Ty(InM)+  Ty4Tu+
T4(0,1uM) PD98059(3 ”M}J

o’ R E
FGF2 + PD
98059 ( 3 uM) y
~
Fig. 5B
Efectos de PD 98059 sobre la angiogénesis
estimulada por T,y FGF2
Tratamiento indice de angiogénesis
PBS 63 10
T3 (1 nM) +T4 (0,1 uM) 153 15*
T3+ T4+ PD 98059 (3 pM) 50 10
PBS 86 11
FGF2 (1 ug/ml) ' 191 15**
FGF2 + PD 98059 (3 uM) 110 16

J

38
Fig. 5C
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Células EVC304
Transferencia: antipMAPK

P ip 1-pERK1
37 kDa-| ~= & W =% TR | pERK2
T, - 15m30m 2h 6h

Fig.6A

Células EVC304

Transferencia: antipMAPK
1 2 3 4 5 6

SO w - = 4-PERK1
37 kDa-|._. :HJ:E ‘m i ‘,'_".j'pERKZ
Ti- & 5 & F F &
cGP - + - - + -
PO - - + - - +
Fig.6B

Células EVC304
Transferencia: antipMAPK

— " _." = |"PERK]
Ty = ¥ = #
FGFZ = =~

Fig.6C
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Células EVC304

Control  6h 12h 24h 48h

124
10

1| [1]]

o K B2 O O

-FGF2

o -GAPDH

Control 12h 4 48h

Tratamientocon T,

s
Fig.7
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Maodelo de crecimiento de tumor en embriones de pollo de 7 dias

Implante

Inoculacion 50-10 mg
célula turnr::-ral masa tumoral

/’_-__Q___\__
6 }. dias Tumor / Crecimiento
primario - tumor salido m
= 5 =~ himedo: p
Metastasis
distal

Fig.8

71



ES 2535134 T3

72



Células migrantes al exterior

309

25 -

20

15 -

104

ES 2535134713

B

—®— Serie 1

ctr

0,1 uM UM 3uM

Fig.10
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Intensidad de la handa

-

T, frio (en M)

ES 2535134 T3

= 10111070 109 108 107 106 105 104
+ + - -+ + + + + +

+ + + + + + + + +

= 0% 107 10% 105 104

T;(en M)
- + + + + +
o Pz + F125T, .

= 1259
p=] —a—T4
£ 100- —0-T3
=
2 7s5-
i
B 50-
g
= 254
=
E T T rry T LRI Y N N 1 (LD L U (L A ELTH O B N RN NN DAL ] rrrp 1

1w 10 0% 108 107 10% 105 104

Concentracion de tratamiento (en M)

Fig. 11B

74



Intensidad de la banda
(% de muestra no tratada)

~
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Tetrac (en M) = 108

RGD(enM) - 108

o By + 1257, -t

RGE (enM) - 1073
o B3 + I-‘.|25'r4

1257
-a-RGD
1004 -0~ Tetrac
751
501
25_
'| T Irlli'l'l'l . | llrll!ll ¥ lIIIIlIl LI 1IIIIII|__l
108 107 10 10°3 104
Concentracion de tratamiento (en M)
Fig. 12B
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Intensidad de la banda
(% de muestra no tratada)
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-~

LM609 (enpg) - 0,5 1 2 4 8
0 B3 + 15T,

Controles Ab
o B3+ 15T,

125
-&- LM609

w ] o
S & 8
A .

]
un
|

] I T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8

| Concentracion de tratamiento (en M)

Fig.13B
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Intensidad de la banda
(% de muestra no tratada)
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RGD (en M) - - 108 107 10® 10° 104

—
=
(=]
(=]
Te)

)
3

[ ]
]

o
g
=
=]
[
o
[

aa
—
o

Ta -+ + + - + 4

1254
1004
797
50+
257

T T T rifiif T T T Tl L L DR R L] | T T T TTFT

108 10°7 10°6 103 104
Concentracion de tratamiento (en M)
Fig.14B
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T410,1 uM) T4+ LM609 (10pg)
k.
Fig. 16A
Tratamiento n2 de ramas % inhibicion
CAM SEM SEM
PBS 73 8
T4 (0,1 M) 170 16 0
T4+ LM609
109 9 64 9
(10 ug)

Fig.16B
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|
Alcohol i | :
polivinilico @ Clorurode acido T,

@ Cloruro de acido GC-1

OH 4
Tabla 1 N it A
abla ——
3 @ H H NH, G
H AN H o o
0 \
H H
H
Tablas 2-4
n
T,, GC-1,
andlogos de °
. R ]
TH + éster Hidrélisi T3, GC-1, éster analogo de TH de
comoenlas o qrolists alcohol polivinilo + Et3NHCI
Tablas 1-4 - S :
in vivo Y,
Vo .

Fig.17
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T, T, GC-1,y
analogos de cloruro 7

de acido (Tablas 1-4
COOH ( )

Copolimero de acido
acrilicoy etileno T
y Trietilamina

Y

T;, T4, y @nalogos

/(/\(\/\)\ Trietilamina +
como en (Tablas 1-4) n

NPT amino HCI T,
+copolimerode « Hidrolisis COO0 T,, y andlogos
acidoacrilicoy ~ invivo 0=0C -
etileno
J
e

Fig.18
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Acido lactico poli(acidolactico) (PLA)

ES 2535134713

0]

O
HO O T31 T4J 0 _
\)‘\OH _EO__,.. j/"\)ﬂ 4+ derivados en CHxCly >

(Tablas 1-4) afiadira H,0 con
agitacion rapida

comercialmente disponible

T; 0 T, que contienen perlas PLA

Hidrolisis
in vivo
— S = . P O
T; 0 T, que contienen perlas PLA en agua HO Ty, Ty 0
\|/lkOH + derivados
(Tablas 1-4)
acido lactico
—

.
Fig. 19
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Tabla A
oH 5 R4
g GTu
H o H
HH OH
3 H
3y ¥ 3 35 R I Anﬂﬂg!
I I I 1 NH, L-T,
I H I I NH, LT,
I I I H NH, (T
H H I I NH 35.L-T,
[ | H H NHZ 3',5'-L—T1
1 H I H NH 33-L-T,
1 H H H NH 3.L-T,
Br Br Br Br NHI 3.5.3-tetra-
bromo-L-tironina
H H Br Br NH, 35,3 -dibromo-L-
tironina
lsop® H MeP Me  NH, DimI1

Isop H Me Me NH-COCH,; N-acetil DIMIT

" lsop, isopropilo

b'l"u"le, metilo
Fig. 20A
Tabla B
OH R,

H!

e,
1 NH,

fr
Hi%g OH
1 i — —

8
v

‘Analogo

R, R, Ry 5!
CHICH H CUIH | acido 3,5,.3,5r'
tetrayodotiropropionico
CH H CO.H 1 acido 3,5,3,5'-
2 Z tetrayodotiroacético
acido 3,5,3,5'-
CH, H CO,H H tetrayodotiropropionico
acido 3,5,3'-
CH,CH NH, COC.H. 1| triyodotiroacético
CHECH NHHQ (:lg 2 H L-T4 etil éster de 3,5,3'-
2 2

triyodotironamina

Fig.20B

85



ES 2

535134 T3

Tabla C
R, 5
H R H.
) HHR OH
| 3
Ry Ra Ry 3 5" 3 § Andlogo:
H OL HH I I #-desoxiT,
OH S L 1T H I I SpuenteT,
OHOD I 1 T 1 DTg
OHO D T HI I DT,
Fig. 20C
Tabla D
3 3 R, R4 ‘Analogo
}3 L Eggg II:IIH?' 3,5-diyodo-L-tirosina
r r =1 Ak .
Ve Mo CoOH N JTOMene oS
NO, NO, COOH NH, =" P
[ H COOH NH, 3,5-dinitro-L-tirosina
NO, H COOH NH, 3-yodo-L-tirosina
H H COOH NH, 3-nitro-L-tirosina
I ! H NH; | tirosina
N 5 T —
] 1 COOH H 7%
Tiramina
H H COOH H acido3-(3,5-diyodo-4-

hidroxifenil)propionico

Fig. 20D
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Ensayo in vitro tridimensional de la angiogénesis

Etapa I: cultivo de HDMEC en microperlas transportadoras (EC-perlas)
Etapa lI: cultivo de EC-perlas en gel ECM 3D +/- factor angiogénesis

T Medio

Uout 3= fibrina-3D
+ -

i /- factor

Perlas EC

Factor pro-
angiogénesis

Factor anti-
angiogénesis
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-~

Angiogénesis de brotes in vitro de HDMEC en fibrina 3D
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I(d"
T, frio (en M) - 101 1079 102 108 107 10 105 10
avp3 - - 0+ + o+ O+ o+ o+ o+ %
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o -
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Fig. 24A
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Intensidad de la banda
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f‘ 1
 Tetrac(M) - 0% 107 106 105 10%
avB3 +H125T, + 3 + + +
RGD(M) - -10%. 107 106 105 0%
avf3 + 1257, ; ¥ 4
RGEM) .. 105 104
o i h i SN et
Fig.25A
=
E 1257 —=—RGD
£ 1004
[w]
S 754
2 50
g
= 25-
=
£ T T T T riorTg T T T T TIrT] L LA LL T T T Trrmiy
108 107 10°6 10°3 1074

Concentracion de tratamiento (en M)

Fig.25B
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Intensidad de la banda
(% de muestra no tratada)
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b

'SC7312 () - '._-_.;0'_5 T
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ES 2535134 T3

LM609(1g), . =~ g5 7 2
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v :
Fig. 26A
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gl -0 5C7312
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50-
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Concentracion de tratamiento (en pg)

Fig. 26B
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_ @V B3 avy B3
Precursor ARNip . ARNip ~ ARNip

V'Te V Ta V Ts V Ta.

)  ARNip oV B3 evy B3
Precursor codificado ARNip . ARNip ARNip

PERK1/2
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o Y
Fig. 29A
Tratamiento n2 de Ramas % Inhibicion
CAM + SEM + SEM
PBS 73+ 8 -
T4 (0,1 uM) 170+ 16 0
T4 + LM609 109+ 9 64 + QF**
(10 ng)

Fig. 298
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