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DESCRIPCIÓN

Aumento de la formación de microvasos intraluminales para facilitar el cruce de sondas en las oclusiones totales 
crónicas

La presente invención se refiere a intervenciones percutáneas de vasos ocluidos, v.g., arterias por aumento de la 
formación de microvasos intraluminales mediante terapias locales pro-angiogénicas.5

Antecedentes de la invención

La enfermedad de las arterias coronarias sigue siendo la causa principal de mortalidad en el mundo occidental. Las 
oclusiones totales crónicas (CTO), definidas como oclusiones de más de un mes de antigüedad, son muy comunes 
en pacientes sometidos a cateterización diagnóstica de las arterias coronarias, habiéndose publicado que hasta 20% 
de pacientes padecen una o más CTO (1). Esto incluye un gran número de pacientes que no han sufrido realmente 10
un infarto de miocardio. La revascularización con éxito de la CTO mejora significativamente la angina en pacientes 
sintomáticos (2,3) y datos más recientes demuestran la mejora en la función ventricular izquierda (4-7), e incluso 
reducción de la mortalidad (8-10). En la actualidad existen dos estrategias terapéuticas posibles para la 
revascularización de la CTO: la cirugía de injerto con derivación de las arterias coronarias (CABG) o las 
intervenciones coronarias percutáneas (PCI) (angioplastia o colocación de stents). La angioplastia con éxito requiere 15
que el operador coloque una pequeña sonda (de 360 μm de diámetro) a través del tejido que obstruye el lumen en 
una CTO a fin de alcanzar el lumen arterial distal. La dificultad técnica de la realización de PCI en CTO, debido 
fundamentalmente a la imposibilidad de cruzar la CTO con una sonda, se refleja en las bajas tasas de PCI para CTO 
(ascienden a menos del 8% de todas las PCI), a pesar de los beneficios de un resultado positivo (11). Dado que la 
PCI tiene limitaciones severas en este subconjunto de pacientes, los clínicos deciden frecuentemente remitir estos 20
pacientes a CABG o persistir con la terapia médica (a menudo ineficaz). La presencia de una o más CTO de vasos 
que suministran miocardio viable sigue siendo una de las razones más comunes de la remisión a CABG en lugar de 
intentar una PCI (12).

La definición de una CTO está basada en una aparición angiográfica de ausencia completa de reactivo de contraste 
en un segmento de una arteria coronaria epicárdica. La arteria distal más allá de la CTO puede no ser visible o 25
puede estar perfundida por colaterales anterógradas que están fuera del lumen del vaso (denominadas “colaterales 
puente”) o por colaterales retrógradas que se originan en vasos coronarios adyacentes. Las tasas de éxito del 
procedimiento en las lesiones estenóticas (pero no ocluidas) de las arterias coronarias son mayores que 95%. Sin 
embargo, las tasas de éxito del procedimiento para CTO alcanzan sólo el intervalo de 60 a 70% (3, 13,14), con sólo 
una mejora moderada respecto a las tasas de éxito de 50-60% en los años 1980 (23,24), a pesar de ciertas mejoras 30
en la tecnología de la angioplastia (25,26). Esta tasa de éxito actual para la CTO es probablemente una 
sobreestimación, el sentido de que la mayoría de las CTO no se intentan probablemente nunca debido al fracaso 
esperado.

La incapacidad de cruzar la CTO con una sonda es responsable de más del 75% de los fallos de PCI (14,15). En 
una minoría de casos, el balón o stent no puede cruzar la lesión a pesar del cruce con éxito de la sonda. A pesar de 35
su frecuente aparición, existe sorprendentemente poca información acerca de la patofisiología de la CTO, y por qué 
algunas CTO pueden cruzarse mientras que otras son infructuosas.

El evento agudo inicial que conduce al desarrollo de una CTO es la rotura de una placa ateroesclerótica con
formación bidireccional de trombo. El trombo y los ésteres de colesterol ricos en lípidos son reemplazados 
gradualmente a lo largo del tiempo por la formación de colágeno y depósitos de calcio (16,17). Este tejido fibroso es 40
particularmente denso en los extremos proximal y distal de la lesión, que son típicamente las áreas más resistentes 
de la CTO para el cruce por la sonda. Los proteoglucanos son también componentes importantes de la CTO dentro 
del primer año (16). En las últimas etapas, la lesión se hace más calcificada (16,17). A pesar del aspecto 
angiográfico de una CTO, los microvasos son muy comunes en la CTO (>75%), con indiferencia de la duración de la 
oclusión (Figura1) (16).45

Existen tres tipos de formación de microvasos en las arterias con lesiones ateroescleróticas avanzadas. El primer 
patrón ocurre en los vasa vasorum, que son la fina red de microvasos en las adventicias y las medias exteriores. 
Estos vasos proliferan en la ateroesclerosis y en respuesta a lesiones vasculares tales como angioplastia y 
colocación de stents (18-20). La hipoxia en los niveles exteriores de la pared del vaso parece actuar como un 
estímulo importante (36). Ocasionalmente en la CTO, estos vasos sanguíneos adventicios están muy desarrollados 50
y pueden reconocerse como “colaterales puente”. En segundo lugar, la neovascularización puede desarrollarse en el 
interior de placas oclusivas de la íntima, predominantemente en respuesta a inflamación crónica (21). La 
neovascularización de la placa ha sido asociada con la progresión de ateromas experimentales en diversos modelos 
animales (22-25). La localización de vasos con placa en los denominados “puntos calientes” en los hombros de los 
ateromas puede predisponer estas placas a rotura y eventos coronarios agudos (26,27). El tercer tipo es el patrón de 55
formación de microvasos (conocido como “recanalización”) que ocurre como parte de la fase de organización en la 
CTO en la cual el trombo es reemplazado por tejido fibroso. Estos microvasos están comprendidos en tamaño 
generalmente entre 100 y 200 µm, pero pueden ser tan grandes como 500 µm (21). En contraste con los vasa 
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vasorum que corren en direcciones radiales, estos microvasos de la íntima avanzan en el interior y paralelamente al 
vaso parental trombosado (28).

El conocimiento de la organización de un trombo viene en gran parte del estudio de las venas. Este proceso se 
asemeja al patrón de curación de las heridas (29). Inicialmente, el trombo recién formado contienen plaquetas y 
eritrocitos dentro de una malla de fibrina, lo que va seguido por la invasión de células inflamatorias agudas (44). Al 5
principio predominan los neutrófilos, pero son reemplazados más tarde por células mononucleares (30,31). Las 
células endoteliales invaden también la red de fibrina y forman estructuras semejantes a tubos y microvasos en el 
interior de los trombos en organización (29,32).

Se conoce relativamente poco acerca del proceso de formación de microvasos en los trombos arteriales. No puede 
suponerse que los procesos son idénticos en venas y arterias. Los trombos arteriales se recanalizan menos 10
frecuentemente y en menor grado que los trombos venosos (33). El comportamiento de las células venosas puede 
diferir sustancialmente de sus homólogas arteriales (34,35). Se han consignado microvasos en trombos murales de 
2 semanas de antigüedad en aortas de porcino, que se atribuyeron a células sanguíneas mononucleares originadas 
dentro del trombo, sin contribución aparente alguna de células nativas de la pared del vaso (36) o de la invasión de 
los vasa vasorum de la pared del vaso (37,387). La inflamación puede jugar también un papel, dado que se han 15
detectado altas concentraciones de macrófagos en regiones de recanalización en trombos humanos espontáneos y 
en trombos arteriales de animales experimentales (31,39). El ambiente local de la ECM es probablemente un 
modificador importante adicional, ejerciendo componentes específicos de la matriz un efecto pro-angiogénico 
(hialuronano (40,41), fibronectina (42,43), perlecano (44-46), versicano (47)), o anti-angiogénico (colágeno tipo I 
(40,48), decorina (49,50)).20

Se ha observado la presencia de un número variable de microvasos en CTO. Estas observaciones preliminares 
sugieren la posibilidad de que estos microvasos contribuyan al cruce con éxito de la CTO por la sonda (véase más 
adelante). Se han observado también microvasos en un número limitado de estudios de CTO coronarias humanas 
(16), lo que ha conducido a los autores de la presente invención al concepto de que la vascularización intraluminal, y 
sus efectos sobre las propiedades estructurales y mecánicas de la lesión, pueden facilitar sustancialmente las tasas 25
de cruce de la CTO por la sonda. Esto puede estudiarse utilizando técnicas de formación de imagen que incluyen 
imágenes de resonancia magnética (MRI) y tomografía 3D micro-computarizada (micro CT).

WO 2004/043.509 da a conocer dispositivos médicos expansibles para tratar las oclusiones totales crónicas por 
suministro de una o más composiciones angiogénicas a las paredes de una arteria a fin de promover la 
angiogénesis.30

US 6.660.034 da a conocer un stent útil para aumentar el flujo sanguíneo a tejidos isquémicos localizados aguas 
abajo de una región ocluida en un vaso sanguíneo.

Nikol et al, Acta Physiologica Scandinavica, 176(2): 151-159 (2002), describen un modelo de oclusión 
intervencionista de porcino en el cual se suministra DNA codificante de VEGF a las adventicias, observándose 
angiogénesis y arteriogénesis en diversos sitios arteriales, así como la formación de nuevas colaterales alrededor de 35
las arterias coronarias y la prolongación arterial.

US 6.569.129 describe un sistema basado en catéter para tratamiento de las oclusiones totales crónicas. En el 
sistema, se suministra un agente angiogénico a la oclusión a través del catéter. De este modo se revasculariza el 
lumen.

Sumario de la invención40

Conforme a la presente invención, se proporciona un agente angiogénico para uso en la preparación de un vaso 
para cruce de una oclusión en el mismo por una sonda, por inducción de angiogénesis en el interior de la 
preparación de la oclusión de un vaso para cruce de una oclusión total crónica en el mismo por una sonda, en donde 
la preparación del vaso incluye los pasos siguientes: (1) suministrar percutáneamente una composición que 
comprende un agente angiogénico al sitio de oclusión; (2) dejar transcurrir un período de tiempo suficiente para 45
aumentar la susceptibilidad de la oclusión al cruce por angiogénesis; y (3) cruzar la oclusión. El agente angiogénico 
se selecciona de factores de crecimiento angiogénicos o pro-angiogénicos, citocinas, médula ósea de adulto o 
sangre circulante de adulto, y células endoteliales progenitoras (EPC).

Por el uso de la invención, es posible inducir angiogénesis en una oclusión de un vaso humano y mejorar la 
probabilidad actual de un cruce con éxito por la sonda de dicha oclusión de tal modo que la angioplastia tiene mayor 50
probabilidad de conducir a un resultado positivo. La oclusión es una oclusión total crónica y típicamente el vaso es 
una arteria humana, localizada frecuentemente en el corazón.

Conforme a la invención, el agente angiogénico se utiliza para preparar la oclusión para cruce por inducción de 
angiogénesis en ella.
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El uso de la invención implica (a) suministrar el agente angiogénico al sitio de oclusión; (b) dejar transcurrir un 
periodo de tiempo suficiente para aumentar la susceptibilidad de la oclusión al cruce por angiogénesis; y (c) cruzar la 
oclusión. El agente puede suministrarse sistémicamente. El agente se suministra directamente al sitio de la oclusión 
por vía percutánea.

Además de la inducción de angiogénesis en una oclusión, pueden realizarse otros pasos con la invención en la 5
preparación de una oclusión para cruce, como se ilustra a lo largo de esta memoria descriptiva.

Una ventaja potencial de la invención es un aumento eficaz en la formación de microvasos intraluminales de una 
manera que facilita el cruce por sonda y mejora las tasas de éxito del procedimiento, sin causar efectos adversos a 
la pared del vaso.

La presente invención está dirigida a un agente angiogénico para uso en el tratamiento de tubos animales ocluidos 10
crónicamente tales como tubos de Falopio, uréteres, y conductos biliares.

En una realización específica, la invención se utiliza para tratamiento de tubos y cavidades animales ocluidos 
crónicamente. Una cantidad terapéuticamente eficaz del agente angiogénico se administra a una placa 
ateroesclerótica ocluyente. El agente se suministra directamente a una localización adyacente a la placa con la que 
debe ponerse en contacto, o bien el agente se suministra por vía sistémica, para conducirse finalmente a la placa. 15
Se contempla una combinación de métodos de suministro. Ello va seguido por un periodo de espera pre-angioplastia 
antes del cruce de la placa con una sonda de angioplastia. Este periodo de espera (1 día a 8 semanas, más 
probablemente entre 2 días y 7 semanas, o 3 días y 6 semanas, o 4 días y 5 semanas, o 5 días y 4 semanas, o 
entre aproximadamente 1 y 3 semanas, a menudo aproximadamente 2 semanas) es necesario para la formación de 
nuevos microvasos. Después del periodo de espera, la placa oclusiva se cruza con una sonda de angioplastia.20

El suministro del agente angiogénico puede incluir insertar directamente un dispositivo de suministro que contiene el 
agente en el vaso para deposición en el mismo. En un aspecto particular, el dispositivo incluye un catéter, y el 
suministro del agente al sitio de oclusión incluye transportar el agente al vaso a través del catéter. El extremo distal 
del catéter puede llevarse dentro de 10 cm de la oclusión antes de transportar el agente al sitio a través del catéter. 
El extremo distal, es decir el extremo de suministro del catéter desde el cual el agente emerge en el vaso se 25
encuentra a menudo en proximidad más estrecha del sitio diana, dentro de 5 cm, o dentro de 4 cm, o dentro de 3 cm 
o incluso dentro de 2 cm del sitio. El suministro del agente a sitio de oclusión incluye a menudo poner el agente en 
contacto directo con la oclusión.

El suministro del agente angiogénico puede incluir alojar un dispositivo dentro del vaso en la proximidad de la 
oclusión, estando el dispositivo cargado con el agente. El agente se libera del dispositivo a lo largo de un periodo de 30
tiempo prolongado, por ejemplo hasta aproximadamente 2 horas, o entre 20 min y 90 min, o entre 40 min y 60 min.

Puede introducirse un segundo dispositivo en el vaso para retener el agente en contacto directo con la oclusión 
durante cierto periodo de tiempo. Dicho periodo de tiempo es preferiblemente un periodo predeterminado suficiente 
para inducir la angiogénesis en la oclusión. En caso apropiado, por supuesto, la angiogénesis en el interior de la 
oclusión se monitoriza, sea directa o indirectamente. Dicho periodo de tiempo está comprendido posiblemente entre 35
1 día y 10 semanas, o entre 2 y 50 días, o entre 3 y 40 días, o entre 7 y 30 días, o entre 14 y 28 días.

La vasculatura ocluida de primera importancia para la invención es el sistema arterial humano en general, en 
particular las arterias del corazón, una arteria periférica, una arteria femoral, una arteria poplítea, una arteria 
subclavia, o una arteria braquial.

El uso de invención puede incluir monitorizar la oclusión respecto al desarrollo de microvasos en ella subsiguiente al 40
suministro de un agente angiogénico. Dicha monitorización podría implicar obtención de imágenes de la oclusión 
utilizando resonancia magnética.

Los agentes angiogénicos la invención incluyen factores de crecimiento angiogénicos o pro-angiogénicos y/o
citocinas o combinaciones de factores de crecimiento y/o citocinas de la invención que incluyen factor de crecimiento 
endotelial vascular; angiopoyetina 1,2; PDGF, FGF-2, TGF-beta, factor de crecimiento de los hepatocitos, TNF-alfa, 45
óxido nítrico derivado de endotelio o donantes de óxido nítrico, receptores de factores de crecimiento (VEGFR-1,
VEGFR-2, PDGFR, tie2), y factor inducible por hipoxia (HIF) 1-alfa, con inclusión de combinaciones de los mismos.

Un agente angiogénico de la invención puede ser una célula madre, posiblemente una originaria de médula ósea o 
sangre circulante de adultos o células endoteliales progenitoras (EPC), y posiblemente una que tiene potencial 
angiogénico incrementado por manipulación genética de las EPC para sobreexpresar factores de crecimiento 50
angiogénico tales como eNOS o VEGF.

La invención puede incluir adicionalmente un factor de crecimiento tal como factor estimulador de colonias de 
granulocitos-macrófagos, eritropoyetina y/o estatina a fin de movilizar un factor pro-angiogénico en la circulación.

E05816353
17-07-2015ES 2 542 987 T3

 



5

Asimismo, la invención puede incluir agentes para inducir sobreexpresión de componentes de la matriz extracelular 
en la oclusión que son pro-angiogénicos tales como hialuronano, fibronectina, perlecano, y/o versicano.

La invención puede incluir además metaloproteinasas de la matriz tales como colagenasa a fin de aumentar la 
angiogénesis en la oclusión.

La invención puede incluir también factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) a fin de inducir 5
supervivencia, proliferación, diferenciación y activación de fagocitos mononucleares y promoción de la angiogénesis 
en el sitio de la oclusión.

En otro aspecto, la invención incluye una sustancia que causa activación de los macrófagos o quimiotaxis de los 
macrófagos de la oclusión total crónica en el sitio de la oclusión.

En otro aspecto, la invención incluye un agente angiogénico para inducir y/o promover angiogénesis en una placa 10
ateroesclerótica de un mamífero, que es adecuado para suministro percutáneo a través de un tubo directamente a 
sitio de la placa. El tubo es típicamente un catéter insertado en el vaso sanguíneo que contiene la placa.

Conforme a otro aspecto, la invención se utiliza el método de cruce de una oclusión total crónica que tiene los pasos 
siguientes: (1) suministrar percutáneamente una composición que comprende el agente angiogénico al sitio de la 
oclusión; (2) dejar transcurrir un período de tiempo suficiente para aumentar la susceptibilidad de la oclusión al cruce 15
por angiogénesis; y (3) cruzar la oclusión. El periodo de tiempo está comprendido usualmente entre 
aproximadamente 24 horas y 3 meses, a veces como mínimo 5 días, o como se describe en caso contrario en esta 
memoria.

Una realización de la invención incluye el uso de un agente angiogénico para tratamiento de una arteria ocluida que 
implica (I) hacer avanzar un dispositivo de suministro de fármaco a través del arteria hasta la oclusión, conteniendo 20
el dispositivo el agente angiogénico; (II) liberar el agente del dispositivo para poner el agente y la oclusión en 
contacto uno con otro; (III) retirar el intuitivo de suministro de fármaco; (IV) dejar transcurrir un período de tiempo 
suficiente para permitir que ocurra angiogénesis suficiente en la oclusión a fin de permitir el cruce de la oclusión por 
una sonda; y (V) cruzar la oclusión con dicho sonda.

La invención puede materializarse en una composición farmacéutica para inducir angiogénesis en una oclusión de 25
una arteria, comprendiendo la composición un agente angiogénico en una forma adecuada para suministro 
percutáneo a una oclusión total crónica localizada en la arteria de un humano.

En otra realización, la invención es un kit que comprende un primer paquete que contiene un agente angiogénico y 
un segundo paquete que contiene un diluyente. El agente angiogénico se selecciona de factores de crecimiento 
angiogénicos o pro-angiogénicos, citocinas, médula ósea de adulto o sangre circulante de adulto, y células 30
endoteliales progenitoras (EPC). Los contenidos de los paquetes se mezclan para producir un agente angiogénico 
en una forma adecuada para suministro inmediato mediante un catéter a una oclusión total crónica localizada en 
arteria de un humano.

En este tradicional, el kit incluye EPCs, en donde las EPC sobreexpresan un factor de crecimiento angiogénico que 
es eNOS o VEGF.35

El kit incluye adicionalmente un dispositivo para suministro de la composición a la oclusión.

Breve descripción de los dibujos

Aspectos particulares de la invención se han seleccionado para propósitos de ilustración y descripción, pero no debe 
entenderse en modo alguno que restringen el alcance de la presente invención. Realizaciones preferidas de la 
invención se incluyen en la descripción siguiente que incluye los dibujos, en los cuales:40

La Figura 1 muestra la oclusión total crónica de una arteria coronaria: (a) Tinción de Movat; y (b) factor VIII teñido 
(para células endoteliales).

La Figura 2 muestra: (a) Tinción de Movat; y (b) tinción con hematoxilina y eosina (H & E) de una CTO de modelo 
animal de 16 semanas de antigüedad que fracasó en el cruce de sonda.

La Figura 3 muestra tinciones de Movat de: (a) una CTO de 12 semanas de antigüedad con microcanales 45
abundantes; (b) una CTO de 18 semanas de antigüedad cruzada exitosamente con sonda; y (c) tinción de Movat de 
una CTO de 13 semanas de antigüedad con microcanales extensos.

La Figura 4 muestra un angiograma de contraste de rayos X que representa una CTO de arteria femoral en conejo 
de: (a) 6 semanas; y (b) 12 semanas.
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La Figura 5 muestra imágenes de MR. Proyección de intensidad máxima (MIP) del mapa 3D que representa la 
diferencia de señal antes de inyección frente a después de inyección de Gd-DTPA para la CTO al cabo de: (a) 6 
semanas y (b) 12 semanas. Las imágenes originales se adquirieron con una secuencia 3D con eco de gradiente
dañado en un escáner GE 3T con bobina de superficie de 3 × 5 cm sobre la lesión. La resolución en el plano del 
conjunto de datos es aproximadamente 270 um, mientras que la resolución a través del plano es 1 mm.5

La Figura 6 muestra regiones de interés utilizadas para el cálculo del registro de volumen de distribución de Gd-
DTPA en diversas regiones que se muestran en imágenes mejoradas por contraste utilizadas para estos cálculos en: 
(a) 6 semanas; y (b) 12 semanas. Los parámetros de adquisición para estas imágenes eran los mismos que los 
descritos para la Figura 5.

La Figura 7 muestra: (a) un angiograma de rayos X de una oclusión total crónica a las 12 semanas; (b) MIP 3D de la 10
misma oclusión a partir de la imagen diferencial determinada por sustracción de la señal MRI después de la 
inyección de Gd-DTPA de la señal antes de la inyección; (c) imagen microCT de baja resolución (86 µm) de la 
misma región. Todas las imágenes que incluían microCT representan diversas ramas colaterales que puenteaban la 
oclusión.

La Figura 8 muestra una imagen microCT de alta resolución (17 µm) de la región ocluida representada en la Figura15
7. Pueden verse las regiones de salida y entrada y los vasos colaterales así como microvasos en el interior de la 
oclusión. Los “microvasos” en la entrada y salida pueden ser también extensiones estrechas del lumen original. Las 
posiciones de los cortes de las Figuras 9 (a) a (c) se indican como líneas etiquetadas a a c, respectivamente.

Las Figuras 9 (a), (b) y (c) muestran imágenes de diferencia MRI en sección transversal (de series de datos similares 
a la Figura 8 (b)) que representan la distribución de Gd-DTPA en varios cortes a través de la arteria ocluida en la 20
Figura 9. Las posiciones de las secciones transversales con respecto a la región de salida se indican en las Figuras 
8 (a), (b) y (c) como líneas a, b, c, respectivamente.

La Figura 10 muestra: (a) y (b): imágenes confocales fluorescentes; (c) y (d): secciones arteriales teñidas con H & E 
de una CTO de 12 semanas antigüedad a las 4 horas después de la inyección de fibroblastos de conejo etiquetados 
con CMTMR. Los fibroblastos de conejo etiquetados con CMTMR aparecen en color oscuro en (a), (b), (c) y (d) a 25
niveles diferentes de la CTO.

La Figura 11 (a) muestra una imagen MRI de una CTO en una arteria femoral izquierda de conejo. La CTO tiene una 
antigüedad aproximada de 9 meses. Esta CTO sin tratar no recibió infusión de células musculares lisas 
transfectadas con VEGF. La imagen MRI después de Gd-DTPA no exhibía evidencia alguna de flujo dentro de la 
CTO.30

La Figura 11 (b) muestra la arteria femoral derecha del mismo conejo que la Figura 11 (a). A los 8 meses, está CTO
se trató con 3 × 105 células musculares lisas transfectadas con VEGF. La presencia de incorporación de gadolinio en 
el lumen de la oclusión total crónica de la Figura 11 (b) (puntas de flecha) (pero no en la CTO sin tratar representada 
en la Figura 11 (a)) es una evidencia de la formación de microvasos en el interior del lumen ocluido de la CTO, 
estableciendo la probabilidad incrementada de cruce con éxito de la oclusión.35

La Figura 12 es de una CTO de conejo diferente que se trató también con células musculares lisas transfectadas 
con VEGF al cabo de aproximadamente 7 meses y se sacrificó luego 3 semanas después. La sección transversal 
arterial teñida con Movat muestra la CTO (24), que tiene muchos microvasos que están rellenados con microfilm de 
color negro, indicando una vez más la formación de microvasos que es importante para el cruce con éxito de la 
sonda.40

Descripción detallada de la invención

Angiogénesis y Factores de Crecimiento Angiogénicos

La angiogénesis es un proceso que da como resultado la formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de la 
vasculatura preexistente (51-53). Este proceso se inicia por vasodilatación y permeabilidad incrementada de los 
microvasos existentes. Ello va seguido por proteólisis coordinada, dando como resultado la desestabilización de la 45
pared de los vasos, migración y proliferación de células endoteliales y formación subsiguiente de tubos (54,55). La 
maduración de estos tubos endoteliales primitivos requiere el reclutamiento de las células de soporte, pericitos o 
SMC, y la deposición de ECM (56). En diversos aspectos de la angiogénesis están implicados múltiples factores de 
crecimiento, que incluyen factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento derivado de las 
plaquetas (PDGF) y su receptor PDGFR-β (57, 58), angiopoyetina-1 y receptor tie2 (55,56, 59-61), factor-2 de50
crecimiento de fibroblastos (FGF-2) (62), TGFβ (63), y óxido nítrico derivado de endotelio (64,65).  VEGF y su 
receptor, VEGFR2, son específicamente relevantes para la invención descrita en esta memoria.

VEGF es el factor de crecimiento pro-angiogénico principal que estimula la diferenciación de las células endoteliales, 
la formación de tubos, la migración y proliferación, aumenta la permeabilidad endotelial y actúa como factor de 

E05816353
17-07-2015ES 2 542 987 T3

 



7

supervivencia endotelial (66,67). VEGF está regulado en sentido creciente durante la hipoxia tisular (68-71), y 
promueve la angiogénesis por brotes en respuesta a la hipoxia (69, 70,72), una respuesta que implica la inducción 
del regulador transcripcional de la expresión de VEGF, el factor-1 alfa inducible por hipoxia (HIF-1 alfa) (72,73).
VEGF media sus efectos biológicos a través de receptores de tirosina-quinasa específicos de afinidad alta flk-1/KDR 
(VEGFR2) presentes en las células endoteliales (74,75). En un modelo de trombosis venosa de rata, la 5
concentración de VEGF en el trombo se duplicaba desde el día 1 al día 7. El antígeno de VEGF se localizó en 
monocitos, células endoteliales y células en forma de husillo en un trombo de 7 días de antigüedad (75). La 
inyección de la proteína de VEGF en trombos venosos en el modelo de rata aumentaba la recanalización del trombo 
(al doble) comparada con los controles (76).

Técnicas de Obtención de Imágenes de Microvasos10

La obtención de imágenes de CTO ha estado restringida tradicionalmente a la angiografía de contraste, que está 
limitada a la vez por la resolución del detector de aproximadamente 250 um y por una concentración inadecuada de 
contraste requerida para opacificar la señal de los rayos X en los vasos coronarios más pequeños. La angiografía de 
contraste tampoco proporciona información alguna acerca de la composición de la oclusión total. Dado que el vaso 
tiene que ser opacificado por contraste yodado para ser visible en rayos X, no existe tampoco información alguna en 15
lo que respecta a la geometría de la oclusión. La presencia de un “blush” del contraste dentro de la CTO como se ve 
en angiografía puede indicar la presencia de microvasos, pero dado que la imagen creada por rayos X es una 
imagen de proyección a través del cuerpo entero, no pueden determinarse la localización, el tamaño, y el número 
exactos de estos microvasos. Diversas técnicas de obtención de imágenes vasculares son particularmente útiles en 
el estudio de CTO en nuestro modelo in vivo. La obtención de imágenes de resonancia magnética (MRI) proporciona 20
alta sensibilidad de contraste pero resolución relativamente baja in vivo por un procedimiento no invasivo. 
Trabajando a campo alto (3T) con serpentines locales pequeños de obtención de imagen en el modelo propuesto de 
CTO de conejo, puede conseguirse una resolución espacial razonable hasta 100-200 um (um = micrómetro (es 
decir, μm) a lo largo de toda esta solicitud) en el plano y aproximadamente 1 mm a través del plano. La MRI ofrece
ventajas múltiples para la obtención de imágenes de CTO. La MRI ofrece discriminación de tejidos blandos para 25
determinación de la composición espacial de componentes de la placa ateroesclerótica tales como lípidos, trombo, 
tejido fibroso y calcio basada en las intensidades de señal en imágenes ponderadas por T1, T2, y densidad de 
protones (PD) (77,78). El uso de agentes de contraste MR específicos (Gd-DTPA, Clariscan) permite cálculos de 
volumen extracelular relativo y volumen de sangre en regiones de la CTO. Las fugas de Gd-DTPA al espacio 
extracelular desde la vasculatura, y las medidas por MR de su tasa de entrada y distribución (79) en la oclusión 30
pueden relacionarse con la densidad y permeabilidad microvascular, reflejando el entorno de la formación de nuevos 
vasos sanguíneos. Un segundo agente de contraste, Clariscan (al que se hace referencia también como Inyección 
NC100150 o feruglosa), permanece en el interior de los vasos, y por tanto puede utilizarse para estimar el volumen 
relativo de sangre en la CTO (80,81). Las medidas de volumen de distribución y volumen de sangre con Gd-DTPA y 
Clariscan, respectivamente, se derivan de la intensidad de señal en imágenes ponderadas por T1, dado que T1 está 35
relacionado linealmente con la concentración del agente en el tejido suponiendo un intercambio rápido de agua entre 
las diferentes agrupaciones. Como tales, estas medidas proporcionan información acerca de la acumulación del 
agente en espacios menores que la resolución de la imagen.

La micro-CT 3D (MicroCT) es una técnica relativamente nueva de obtención de imágenes de alta resolución que 
proporciona información detallada de estructuras vasculares microscópicas complejas (resolución de 20 um), y 40
produce imágenes 3D precisas de la microvasculatura arterial (82). La microCT se realiza ex vivo en vasos que se 
han sometido a perfusión con Microfil (Flow Tech Inc, Carver, Mass), un compuesto polímero de silicio de baja 
viscosidad impurificado con cromato de plomo. Este agente llena el espacio vascular hasta el nivel de las arteriolas y 
no alcanza el sistema venoso. La respuesta angiogénica se cuantifica por evaluación de la densidad y distribución 
de microvasos en la CTO, como ha sido consignado recientemente por el grupo de los autores de la invención y 45
otros (20, 83,84).

Volviendo a las ilustraciones, las Figuras 1 (a) y 1 (b) muestran una oclusión total crónica de una arteria coronaria 
humana. La Figura 1(a) es una Tinción de Movat, mientras que la Figura 1(b) es Factor VIII teñido, respecto a 
células endoteliales. Los colágenos son los componentes estructurales principales de la matriz extracelular, mientras 
que los proteoglucanos son comunes en CTO de menos de un año de antigüedad. Los canales neovasculares de las 50
placas de la íntima son comunes, apareciendo en más del 75% de las CTO. Puede verse el núcleo necrótico 20 y los 
microvasos 22. La Figura 1 muestra la presencia de un número variable e microvasos en CTO así como la 
preponderancia de colágeno en la matriz extracelular. Los autores de la invención han desarrollado un modelo de 
CTO en arterias femorales de conejo (85,86), que comparte muchas semejanzas con la coronaria humana, con 
inclusión de tejido fibroso maduro, canales vasculares intraluminales pequeños, depósitos ocasionales de lípidos 55
extracelulares, macrófagos y linfocitos, como se muestra en las Figuras 2 (a) a 3 (b). Las secciones a las que se ha 
aplicado la tinción de Movat de las Figuras 2 (a) y (b) muestran el predominio de colágeno denso en la matriz 
extracelular, que aparecen en color pardo-amarillento claro en la tinción Movat. Se aprecian sólo unos pocos 
microvasos pequeños presentes, indicados por las flechas. En las Figuras, las CTO se indican generalmente por el 
número de referencia 24, siendo visibles también las adventicias 26, la lámina elástica interna 28, y la media 30. En 60
contraste con la Figura 2, existen abundantes microcanales en la CTO de la Figura 3 (a), indicados por las fechas. 
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Esta CTO se utilizó sólo para patología y no se realizó intento alguno con sonda. En la Figura 3 (b), pueden verse 
microvasos múltiples, indicados por fechas, y canales tanto de pared delgada como arteriolas de pared más gruesa. 
Se observó tinción azul en la región de microvasos, consistente con proteoglucanos. Una sonda cruzó con éxito la 
CTO en la Figura 3 (b), indicada por el número (32). La Figura 3 (c) es otro ejemplo de CTO rica en microvasos. La 
Figura 3 (c) muestra una tinción Movat de una CTO de 13 semanas antigüedad con microcanales extensos, 5
indicados por las flechas. Una vez más, pudo verse la tinción azul adyacente a los microvasos, debida a la presencia 
de tejido rico en proteoglucanos. No se intentó cruce alguno de sonda en la Figura 3 (c).

Recientemente se ha comunicado un nuevo enfoque para mejorar el cruce de sonda por alteración de la 
composición de ECM de la CTO con suministro local de una formulación de colagenasa bacteriana. Comparada con 
el placebo, esta estrategia aumentaba significativamente la tasa de éxito del cruce por sonda desde 29% a 62% 10
(85). Los resultados iniciales se confirmaron con una colagenasa bacteriana purificada de grado humano (86).

La presente invención puede complementar también la terapia con colagenasa o tratar casos de fallo de la 
colagenasa. Una observación inesperada pero importante en el modelo de la CTO de los inventores fue la 
variabilidad acusada en los microvasos intra-placa. La evaluación histológica de las lesiones CTO experimentales ha 
sugerido una correlación entre la extensión de la formación de microvasos y el cruce con éxito de la CTO por la 15
sonda. Las Figuras 2 (a) y 2 (b) muestran una CTO con pocos microvasos que fracasó en el cruce por sonda, 
mientras que la Figura 3 (b) muestra un ejemplo de una CTO con microvasos abundantes que se cruzaba con éxito 
con sonda 32. La presencia de microvasos parece estar correlacionada angiográficamente con una oclusión de tipo 
más ahusado (87), que se ha identificado como una característica favorable para el cruce con éxito con sonda.

En la consideración de si la presencia de componentes ECM podría contribuir a diferencias en la formación de 20
microvasos, se revisaron diapositivas de Movat y se encontró como si se produjera una tinción incrementada para el 
tejido rico en proteoglucanos en las regiones vasculares (Figuras 3 (a) a (c)) comparada con la deposición de 
colágeno densa con escasez de proteoglucanos en las regiones avasculares de la CTO (Figuras 2 (a), (b)).

Estudios realizados por los inventores han indicado que pueden obtenerse y caracterizarse imágenes de CTO con 
obtención de imágenes MR. Un ejemplo se muestra en las Figuras 4 (a) y (b), una CTO convertida en imagen a las 6 25
semanas y 12 semanas, respectivamente. La angiografía de contraste en ambos momentos fracasó en cuanto a la 
demostración de flujo alguno en la CTO, aunque mostraba un aumento en la longitud de la CTO a lo largo del 
tiempo. Esto se indica por la distancia incrementada entre la región de entrada 36 y la región de salida 38 de la CTO.
La imagen MR con Gd-DTPA (Omnican, Nycomed), mostraba la presencia del reactivo de contraste dentro del 
cuerpo de la CTO, pero no en la región de entrada 36 y la región de salida 38, en ambos momentos, como se indica 30
en las Figuras 5 (a) y (b). La anatomía arterial para la arteria ocluida 40 que se muestra en estas figuras es similar a 
la observada en el angiograma de contraste de rayos X. Puede verse una pena paralela 42 (más evidente en la 
Figura 5 (b)) por debajo de la arteria, dado que la MR es más sensible al reactivo de contraste que lo son los rayos 
X. Esto es consistente con la perfusión y los canales vasculares. Sin embargo, la MR exhibía diferencias distintivas. 
A las 6 semanas, había 2 canales longitudinales en los bordes del lumen, así como una señal difusa en las regiones 35
central y circundantes. A las 12 semanas, los canales longitudinales ya no estaban presentes, y la señal difusa había 
disminuido. Utilizando cambios de señal ponderados por T1 con Gd-DTPA, se estima que el porcentaje de volumen 
de tejido ocupado por el agente (“registro de volumen de distribución”) en el centro (“cuerpo”) de la CTO era 18% y 
en la región de salida era 4% a las 6 semanas. A las 12 semanas, el registro de volumen de distribución en el cuerpo 
había disminuido a 3%, mientras que la región de salida tenía un valor relativamente constante de 6%. Las regiones 40
de interés para estas medidas se muestran en las Figuras 6 (a) y (b). Como se ha mencionado arriba, el punto de 
entrada 36 y el punto de salida 38 representan el obstáculo principal para cruce con la sonda, mientras que el 
cuerpo central de la CTO ofrece una resistencia mucho menor. Además, las lesiones más antiguas ofrecen mayor 
resistencia. La distribución volumétrica de Omniscan, un agente de contraste extracelular basado en gadolinio, 
cuatro segundos después de la inyección es proporcional a la microvasculatura rellenada directamente y el volumen 45
intersticial dentro del vaso ocluido. Por esta razón, se lanzó la hipótesis de que el registro del volumen de 
distribución está relacionado positivamente con la vascularidad y la facilidad de cruce. El patrón longitudinal y el 
mayor volumen de distribución presente a las 6 semanas podrían ser debidos a la formación de microvasos (y por 
tanto un camino directo a lo largo de la mayor parte de la CTO) o espacio extracelular incrementado debido a 
inflamación o a la composición ECM, que son estímulos importantes para la formación de microvasos. Dado que Gd-50
DTPA se distribuye en el espacio extracelular, más bien que exclusivamente en el espacio vascular, son posibles 
ambas razones.

Como puede verse en las Figuras 7 a 9, la microCT puede utilizarse para demostrar microcanales reales dentro de 
la oclusión total crónica. La microCT de baja resolución (86 µm), representada en la Figura 7C, es muy útil para 
mostrar vasos colaterales fuera del lumen, pero no puede detectar microvasos intraluminales. Sin embargo, el uso 55
de imágenes microCT de mayor resolución (17 µm), representadas en la Figura 8, es capaz de demostrar 
microvasos muy pequeños inmediatamente distales al sitio de entrada e inmediatamente próximos al sitio de salida 
de la CTO. En la Figura 9, puede verse Gd-DTPA en imágenes MR inmediatamente proximales a la región de salida, 
que indican la presencia de un microvaso inmediatamente antes de la región de salida. No obstante, en posición 
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inmediatamente proximal a este microvaso, no es evidente cantidad alguna de Gd-DTPA en el lumen de la CTO, lo 
que indica la presencia de microvasos.

Esta invención proporciona un agente angiogénico para mejorar las tasas de cruce por sonda en CTO por aumento 
de la formación de microvasos intraluminales. Estudios iniciales han establecido la viabilidad de la terapia génica 
utilizando un enfoque basado en células. Esto se realizó por suministro de fibroblastos de conejo (FB) que se han 5
etiquetado con el fluoróforo clorometil-trimetil-rodamina (CMTMR), un tinte rastreador de células que está presente 
únicamente en células viables, a través del puerto de alambre de un catéter balón de angioplastia “over-the-wire”
como ha sido descrito previamente para la infusión de colagenasa (85). La CMTMR proporciona un método de 
detección de FB etiquetados ex vivo dado que la molécula sufre esterificación y glucuronidación irreversibles 
después de pasar al citoplasma de una célula para generar un producto final impermeable a la membrana. Este 10
fluoróforo activo es incapaz de difundirse desde la célula etiquetada original a las células o estructuras adyacentes, y 
puede ser detectado in vivo durante varios meses. A las 4 horas después de la inyección, los inventores encontraron 
nidos de estos FB etiquetados fluorescentemente a diversos niveles de la CTO (Figura 10), lo que muestra tiempos 
de residencia razonables para la expresión local de genes. Los fibroblastos de conejo 34 etiquetados con CMTMR 
aparecían de color oscuro en las Figuras 10 (a), 10 (b), (c) y (d) en una CTO de 12 semanas de antigüedad a las 4 15
horas después de la inyección. Estas secciones transversales están localizadas aproximadamente a 6- 10 mm del 
comienzo de la oclusión. La lámina elástica interna 28 es evidente en las Figuras 4 (a) y 4 (b) debido a 
autofluorescencia.

Se ha demostrado que VEGF induce angiogénesis en modelos vasculares experimentales (88-90), y se encuentra 
actualmente en pruebas clínicas para la isquemia del miocardio y la enfermedad periférica vascular con resultados 20
preliminares prometedores (91-94). Estudios realizados han demostrado niveles altos de expresión de VEGF en el 
sitio de suministro de células e injerto con suministro basado en células de células musculares lisas (95) en un 
modelo de hipertensión pulmonar. Una razón adicional para una estrategia basada en células en el establecimiento 
de la viabilidad de inducción de angiogénesis utilizando el modelo animal es el número relativamente pequeño de 
células “nativas” en la CTO rica en colágeno a las 12 semanas para transfección por otros métodos.25

Por esta razón se realizaron estudios de viabilidad en terapia angiogénica utilizando suministro local de células 
musculares lisas transfectadas con VEGF para aumentar los microvasos intraluminales en arterias ocluidas 
crónicamente. En primer lugar, se dejaron crecer células musculares lisas venosas en cultivo y el cultivo se expandió 
para obtener un número suficiente de células para suministro. Esto llevó aproximadamente 2 semanas. Se 
extirparon las venas yugulares externas de los conejos y se pusieron en cultivo luego células musculares lisas 30
venosas utilizando un método de explante.

Las células musculares lisas se transfectaron con el transgén de VEGF humano. Las células musculares lisas del 
pase #2 se transfectaron con VEGF plasmídico o plásmido nulo en DMEM exento de suero y antibióticos utilizando 
el Reactivo de Transfección SuperFect® (QIAGEN) y se incubaron durante 3 horas. Se eliminó el medio que 
contenía plásmido y las células se lavaron 2 veces con PBS. Se añadieron después 5 ml de DMEM que contenía 35
antibiótico y 10% de suero de ternero fetal, y se incubó durante 48 horas. A las 24 horas de la transfección, se 
realizó un ELISA de VEGF en medios acondicionados utilizando el kit de Inmunoensayo de VEGF Humano (R & D 
Systems) para asegurar la expresión de la proteína VEGF (intervalo 1,73-1,82 ng de VEGF/mL). A las 48 horas de la 
transfección, las células musculares lisas se tripsinizaron y se lavaron con solución salina tamponada con fosfato 
(PBS) una sola vez (2000 rpm, 2 min). Las células se resuspendieron en 0,5 mL de PBS y se mantuvieron en hielo 40
antes de ser inyectadas a los animales.

Las células transfectadas con VEGF que estaban en suspensión se suministraron luego localmente a través del 
puerto del alambre de un catéter balón de angioplastia. Cada conejo se trató con células musculares lisas venosas 
que procedían de la vena yugular de dicho conejo particular. Los conejos se anestesiaron y se insertó una vaina 
arterial 4F en la arteria carótida lateral izquierda. Se avanzó un catéter balón de angioplastia “over-the-wire” bajo 45
guía fluoroscópica hasta que el mismo se encontraba inmediatamente adyacente a la oclusión total de la arteria 
femoral. El balón de angioplastia se infló a 4 atmósferas para prevenir cualquier flujo de retroceso y pérdida por 
ramas laterales. La sonda se retiró del puerto de la sonda y la suspensión (0,5 mL) que contenía las células 
musculares lisas transfectadas con VEGF se inyectó lentamente a través del puerto del alambre para llenar el 
pequeño espacio entre el valor inflado y la oclusión total crónica. El catéter se lavó luego abundantemente con 0,5 50
mL de solución salina al 0,9% para asegurar que no quedaba todavía cantidad alguna de suspensión de células en 
el catéter. El balón de angioplastia se dejó inflado durante 45 min y después de ello se desinfló y se retiró el balón de 
angioplastia. Se dejó luego que los animales se recuperaran.

Después de aproximadamente 3 semanas, para permitir la formación de microvasos, los conejos se sometieron a 
obtención de imágenes MRI con Gd-DTPA. Los animales se sacrificaron después del escaneo MRI y se inyectó 55
Microfil a la presión de 80 mmHg por la vía de la aorta abdominal a las arterias ocluidas para exámenes microCT. 
Los segmentos arteriales se retiraron y el tejido se fijó en formalina al 10%, se procesó y se tiñó luego con tintes de 
hematoxilina y eosina (H & E) y Movat.
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Se muestran los resultados para CTOs de conejo que tenían aproximadamente 9 meses de antigüedad en el 
momento del sacrificio en las Figuras 11 (a) y 11 (b). Fig. 12 (a) es una imagen MR después de inyección de Gd-
DTPA de la CTO de la arteria femoral izquierda, sin haber sido tratada la oclusión con células musculares lisas. La 
Figura 11 (b) es una imagen MR después de la inyección de Gd-DTPA de la arteria femoral derecha del mismo 
conejo, que tenía una oclusión que había sido inyectada con 3 × 105 células musculares lisas transfectadas con5
VEGF de 8 meses de antigüedad y sacrificado 3 semanas más tarde. La presencia de incorporación de gadolinio en 
la oclusión total crónica de la Figura 11 (b) (indicada por puntas de flecha) es evidencia de la formación de nuevos 
vasos en ella, estableciendo la probabilidad incrementada de cruce con éxito de la oclusión. La Figura 12 es de una 
CTO de un conejo diferente que fue tratada también con células musculares lisas transfectadas con VEGF de 8 
meses de antigüedad y sacrificado 3 semanas más tarde. La sección transversal arterial teñida con Movat muestra 10
la CTO (24), que tiene muchos microvasos que están rellenos con Microfil coloreado en negro, indicando de nuevo 
formación de microvasos que es importante para el cruce con éxito de la sonda.

Los resultados de este estudio indican que las oclusiones totales crónicas tratadas con VEGF demostraban 
formación de microvasos en ellas. Las imágenes MR en varias CTOs tratadas con VEGF han demostrado 
incorporación de gadolinio en la porción proximal y media de la CTO, como se ilustra en la Figura 11 (b). Esto 15
contrasta con una CTO sin tratar del mismo animal, ilustrada en la Figura 11 (a). Tales CTOs sin tratar, tanto de este 
estudio como de estudios MRI previos de CTOs han demostrado una incorporación esencialmente nula de gadolinio 
en oclusiones totales crónicas de 12 meses o más de antigüedad. La presencia de incorporación de gadolinio en 
oclusiones totales crónicas de más de 8 meses es evidencia de formación de nuevos vasos. Estos microvasos en 
CTO tratadas con VEGF se confirmaron en secciones arteriales teñidas con la tinción Movat que exhibían canales 20
vasculares múltiples, representados en la Figura 12. Estos canales vasculares se llenaron con Microfil que se utilizó 
para obtención de imágenes microCT. Microfil identifica sitios de flujo sanguíneo dentro de la CTO, indicando que 
estos microcanales eran funcionales.

Así pues, ha quedado demostrado el uso de VEGF para conseguir la angiogénesis y la formación de microvasos en
CTOs. Como sería apreciado por los expertos en la técnica, otros agentes para inducción de angiogénesis están 25
disponibles y podrían utilizarse como parte de esta invención. Algunos de tales agentes pueden encontrarse incluso 
más eficaces o preferibles por razones prácticas o económicas que los agentes descritos en esta memoria. Estos 
otros agentes para uso a fin de inducir angiogénesis deben entenderse abarcados por la presente invención. En el 
contexto de esta invención, un “agente angiogénico” es un agente, molécula, fármaco, proteína u otro factor 
conocido por promover angiogénesis e incluye factores tanto angiogénicos como pro-angiogénicos como pueden 30
conocerse en la técnica.

Factores de crecimiento angiogénicos o pro-angiogénicos y/o citocinas o combinaciones de factores de crecimiento 
y/o citocinas de la invención incluyen factor de crecimiento endotelial vascular, angiopoyetina 1,2; PDGF, FGF-2, 
TGF-beta, factor de crecimiento de hepatocitos, TNF-alfa, óxido nítrico derivado de endotelio o donantes de óxido 
nítrico, receptores de factores de crecimiento (VEGFR-1, VEGFR-2, PDFR, tie2), y factor inducible por hipoxia (HIF)35
1-alfa.

Células madre originarias de médula ósea o sangre circulante de adultos o células progenitoras endoteliales (EPC) 
están abarcadas también por la invención. Ambos tipos de células son altamente angiogénicos (95,96). El potencial 
angiogénico de estas células puede reforzarse por manipulación genética de la EPC para sobreexpresar factores de 
crecimiento angiogénicos tales como eNOS o VEGF (97,98). Adicionalmente, factores de crecimiento (tales como 40
factor estimulante de colonias granulocitos-macrófagos, eritropoyetina y estatinas) que movilizan factores pro-
angiogénicos células madre de la médula ósea y células progenitoras endoteliales en la circulación (99) son también 
parte de la invención.

Se ha demostrado que la sobreexpresión de componentes de la matriz extracelular en la CTO que son pro-
angiogénicos tales como hialuronano, fibronectina, perlecano, y/o versicano, metaloproteinasas de la matriz tales 45
como colagenasa mejora la angiogénesis, lo que sugiere que un agente angiogénico para uso con colagenasa 
puede utilizarse también como parte de la presente invención.

Las células inflamatorias y mediadores son también parte de la presente invención. En particular, se ha demostrado 
que los macrófagos mejoran la angiogénesis. El factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) es un factor 
de crecimiento hematopoyético que induce supervivencia, proliferación, diferenciación y activación de fagocitos 50
mononucleares y promueve angiogénesis (100). Se incluyen también sustancias que causan activación de los 
macrófagos, quimiotaxis de los macrófagos a la oclusión total crónica o suministro local de macrófagos autólogos
activados obtenidos previamente de fluido de lavado peritoneal (en este procedimiento realizado ya con éxito en 
ratas y conejos, se inyecta intraperitonealmente solución salina tamponada con fosfato y se recoge después de un 
periodo de espera de 20-30 min. Los macrófagos se aíslan y se dejan crecer en un cultivo específico (101).55

Otros enfoques para administración de los agentes angiogénicos de la invención, o para preparación de los mismos 
para dicha administración, están abarcados por la invención. Los enfoques para administración incluyen así 
inyección local o sistémica de factores de crecimiento o sustancias pro-angiogénicas como sustancias libres o 
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combinadas con otros métodos de suministro. Métodos de suministro local incluyen terapias de suministro basadas 
en células (v.g. fibroblastos, células musculares lisas, células endoteliales, células progenitoras endoteliales o 
células madre (aisladas de médula ósea o sangre circulante de adultos) que pueden haber sido modificadas 
genéticamente o no para sobreexpresar factores angiogénicos) o no basadas en células tan tales como plásmidos 
de DNA desnudo, vectores virales, nano-partículas, perlas, plataformas de polímero, y stents intravasculares. 5
Ejemplos de plataformas de polímero angiogénicas incluyen Theramers angiogénicos (Rimon Therapeutics, Toronto, 
Canadá). Los TheramersTM son polímeros médicos que tienen actividad biológica en y por sí mismos, sin el uso de 
fármacos, debiendo entenderse que se utilizan en forma sólida (v.g., perlas, andamiajes y revestimientos). 
Alternativamente, los polímeros angiogénicos pueden suministrarse localmente como sustancias solubles, 
incorporados en geles, o desarrollados en otras formulaciones inyectables.10

Métodos diferentes de suministro local a la CTO se describen y se ilustran en WO 03/028.756 publicado el 10 de 
abril de 2003, e incluyen puertos “over-the-wire” en catéteres angioplásticos de balón, incorporados en stents 
directamente sobre apoyos de stents o en stents recubiertos o por otros dispositivos de suministro.

La invención puede ser un kit hecho de una composición farmacéutica para inducir angiogénesis en una oclusión de 
una arteria. El kit incluye un primer envase que contiene un agente angiogénico y un segundo envase que contiene 15
un diluyente. Los contenidos de los envases se mezclan para producir un agente angiogénico en una forma 
adecuada para suministro inmediato mediante un catéter a una oclusión total crónica localizada en la arteria de un 
humano. Directrices para administración farmacéutica en general se proporcionan, por ejemplo, en Remington’s 
Pharmaceutical Sciences, edición 18ª, Ed. Gennaro, M a c k Publ ishing, 1 9 9 0 , y en Modern Pharmaceutics,  2ª 
edición, Eds. Banker and Rhodes, Marcel Dekker, Inc., 1990.20

Medios mecánicos de inducción de angiogénesis se conocen y debe entenderse que forman parte de la presente 
invención. Dichos medios incluyen crioterapia local basada en catéter (intervalo de temperatura 10 ºC a -50 ºC). La 
aplicación directa del criocatéter a la entrada de la CTO puede mejorar la angiogénesis en dicho sitio (102). Efectos 
similares pueden producirse con diversas formas de ablación local por láser contra el sitio de entrada de la CTO 
(103).25

En el caso de CTOs periféricas, v.g., en las extremidades, los agentes angiogénicos pueden suministrarse 
periadventicialmente por inyección a través de una pequeña incisión, por ejemplo.

Si bien se han descrito combinaciones específicas de elementos, la intención de los inventores es incluir como parte 
de esta invención otras combinaciones de elementos descritos en esta memoria como parte de la invención.
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REIVINDICACIONES

1. Un agente angiogénico seleccionado de factores de crecimiento angiogénicos o pro-angiogénicos,
citocinas, médula ósea de adulto o sangre circulante de adulto, y células progenitoras endoteliales (EPC) para uso
en la preparación de un vaso para cruce de una oclusión total crónica en el mismo por una sonda, en el que la 
preparación del vaso incluye los pasos siguientes: (1) suministrar percutáneamente una composición que 5
comprende un agente angiogénico al sitio de oclusión; (2) dejar transcurrir un período de tiempo suficiente para 
aumentar la susceptibilidad de la oclusión al cruce por angiogénesis; y (3) cruzar la oclusión.

2. Un agente para uso conforme a la reivindicación 1, en el que el agente es factor de crecimiento endotelial 
vascular, angiopoyetina 1, angiopoyetina 2; PDGF, FGF-2, TGF-beta, factor de crecimiento de los hepatocitos, TNF-
alfa, óxido nítrico derivado de endotelio o donantes de óxido nítrico, receptores de factores de crecimiento (VEGFR-10
1, VEGFR-2, PDGFR, tie2), factor inducible por hipoxia (HIF) 1-alfa, o una combinación de cualquiera de los 
anteriores.

3. Un agente para uso conforme a la reivindicación 1, en el que las EPC sobreexpresan un factor de 
crecimiento angiogénico.

4. Un agente para uso conforme a la reivindicación 3, en el que el factor de crecimiento angiogénico 15
sobreexpresado es eNOS o VEGF.

5. Un agente para uso conforme a cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que está adaptado para ser 
suministrado a través del puerto de alambre de un dispositivo “over-the-wire” para suministro de un balón de 
angioplastia.

6. Un agente para uso conforme a la reivindicación 5, en el que el dispositivo está cargado con el agente y 20
libera el agente del mismo durante un periodo de hasta 2 horas, v.g., entre 20 y 90 minutos, preferiblemente entre 40 
y 60 minutos, en el que el dispositivo incluye opcionalmente perlas impregnadas o cargadas de otro modo con el 
agente para liberación del mismo durante el uso, y/o en el que el dispositivo incluye un polímero cargado con el 
agente para liberación a partir del mismo durante el uso.

7. Un agente para uso conforme a cualquiera de las reivindicaciones anteriores, el que el vaso es una arteria 25
de un humano.

8. Un agente para uso conforme a la reivindicación 7, en el que la arteria está localizada en el corazón del 
humano, o la arteria es una arteria periférica, femoral, poplítea, subclavia o braquial.

9. Un agente conforme a cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agente es para uso con un 
factor de crecimiento tal como el factor estimulante de colonias granulocitos-macrófagos, eritropoyetina y/o estatina.30

10. Un agente conforme a cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agente es para uso con 
una metaloproteinasa de la matriz tal como colagenasa, a fin de mejorar la angiogénesis en la oclusión.

11. Un agente conforme a cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agente es para uso con un 
factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) a fin de inducir supervivencia, proliferación, diferenciación y 
activación de fagocitos mononucleares y promoción de la angiogénesis en el sitio de la oclusión.35

12. Un agente conforme a cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agente es para uso con 
una sustancia que causa activación de los macrófagos o quimiotaxis de los macrófagos a la oclusión total crónica en 
el sitio de la oclusión.

13. Un agente para uso conforme a cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha preparación 
incluye un periodo de espera antes de dicho cruce comprendido entre 3 días y 6 semanas.40
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Figura 10 (d)
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